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RESUMO

E alta a prevaléncia de deficiéncia de vitamina D entre as gestantes e recém-nascidos (RN) em
varias regibes do mundo, em especial na presenca de pré-eclampsia (PE) ou obesidade (OB).
O objetivo deste estudo foi identificar se a presenca de PE, com ou sem OB, determina um
pior status da 25(OH)D, principal forma circulante da vitamina D, no bindmio mé&e-filho, bem
como se ha correlagdo entre os niveis maternos e neonatais dessa vitamina. Realizou-se um
estudo de corte transversal, envolvendo 179 gestantes com idade gestacional > 34 semanas,
em uma maternidade do Recife, de modo a preencher quatro grupos: PE*/OB"; PE'/OB"; PE’
JOB™; PE/OB". Sangue periférico das gestantes e do corddo umbilical dos RN foi colhido para
a dosagem da 25(OH)D, realizada por quimioluminescéncia (LIAISON®). A presenca de PE
determinou uma menor mediana de 25(OH)D no binémio mae-filho (p<0,01), bem como uma
maior deficiéncia dessa vitamina entre as gestantes (p<0,01) e os seus RN (p=0,06) em
relacdo aos grupos sem PE. A obesidade na gestagcdo conferiu uma maior frequéncia de
deficiéncia de 25(OH)D entre as gestantes e os RN, mas esta ndo foi estatisticamente
significante. Gravidas e neonatos do grupo PE'/OB™ ndo apresentaram um pior status de
vitamina D em relagdo ao grupo PE'/OB". A 25(0H)D dos RN apresentou-se fortemente
correlacionada com a das maes (p=0,01), porém, essa correlagcdo foi menor na ocorréncia de
obesidade materna. Concluimos que gestantes com PE apresentaram uma maior frequéncia de
deficiéncia de 25(OH)D, bem como seus neonatos; a presenga de obesidade, no entanto, ndo
influenciou de forma significativa. Gestantes obesas transferiram menos 25(OH)D para seus
RN.

Palavras-chave: Vitamina D. Deficiéncia de vitamina D. Pré-eclampsia. Obesidade.
Gravidez. Recém-nascido.



ABSTRACT

Vitamin D deficiency is highly prevalent amongst pregnant women and newborn infants (NB)
in various regions of the world, especially in the presence of pre-eclampsia (PE) or obesity
(OB). The aim of this study was to identify whether the presence of PE, with or without OB,
determines a poor 25(OH)D status, the major circulating form of vitamin D, in the mother-
infant dyad, as well as in the correlation between maternal and neonatal levels of this vitamin.
We conducted a cross-sectional study involving 179 pregnant women with a gestational age >
34 weeks, at a maternity hospital in Recife, in order to form four separate groups: PE*/OB’;
PE'/OB™; PE/OB™; PE/OB". Peripheral blood from pregnant women and the umbilical cords
of newborns was collected to measure the 25(OH)D, analysed by chemiluminescence
(LIAISON®).The presence of PE determined a lower median level of 25(OH)D in the mother-
infant dyad (p <0,01), and a greater deficiency of this vitamin among pregnant women (p
<0,01) and their newborn infants (p = 0,06) compared with groups without PE. Obesity during
pregnancy conferred a greater frequency of 25(OH)D deficiency amongst pregnant women
and their newborn infants, but was not statistically significant. Pregnant women and newborns
in the PE*/OB™ group not presented a poorer vitamin D status in relation to the PE*/OB’
group. The 25(OH)D of NBs was strongly correlated with that of the mothers (p = 0,01),
however, this correlation was lower in the incidence of maternal obesity. We conclude that
women with PE, together with their neonates, presented a higher frequency of 25(OH)D
deficiency. However, the presence of obesity was not a significant influence. Obese pregnant
women transferred less 25(OH)D to their NBs.

Keywords: Vitamin D. Vitamin D deficiency. Pre-eclampsia. Obesity. Pregnancy. Newborn.
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1 APRESENTACAO

Ha décadas sabe-se da importancia da vitamina D na regulacdo do metabolismo 6sseo
em todos os estagios da vida humana. Contudo, observa-se nos ultimos anos uma mudanca de
paradigma em relagdo ao entendimento das funcbes da vitamina D. Destaca-se a sua
participagdo na resposta imunolégica (HEWISON, 2012), incluindo-se a imunossupressao
sobre processos inflamatorios na unidade fetoplacentaria (LI1U et al., 2011).

A influéncia dessa vitamina sobre a gestacao é de tal ordem que pesquisas recentes tém
associado baixos niveis da vitamina D com desordens inflamatorias proprias da gravidez,
como a pré-eclampsia (PE) (SHIN et al., 2010; BAKER et al., 2010; BODNAR et al., 2007a).

Um dos fatores de risco para a PE € a existéncia de comorbidades inflamatorias, como a
obesidade pré-gravidica (TROGSTAD et al., 2011; SIBAI; DEKKER; KUPFERMINC,
2005). Tem sido descrito que 0 aumento do Indice de Massa Corporea (IMC) correlaciona-se
negativamente com a 25(OH)D sérica, que é a principal forma circulante da vitamina D
(YOUNG et al.,, 2009; SANEEI; SALEHI-ABARGOUEI; ESMAILLZADEH, 2013).
Acredita-se que em funcdo da solubilidade dessa vitamina em gordura, o tecido adiposo é
capaz de sequestrar parte da 25(0OH)D circulante nos individuos obesos (YOUNG et al.,
2009).

Dai, é possivel especular que a ocorréncia simultanea de PE e obesidade tenha um
maior impacto nos niveis séricos da 25(OH)D das gestantes.

Como a vitamina D no recém-nascido é dependente do status da mde, situacBes que
levem a deficiéncia de 25(OH)D na gestacdo podem cursar com inadequacao dessa vitamina
também no neonato (DROR; ALLEN, 2010). Pesquisadores demonstram preocupacdo com a
possibilidade de os baixos niveis de vitamina D no periodo perinatal estarem relacionados
com o desenvolvimento de doencas futuras, como asma, diabetes tipo 1, esclerose multipla e
doengas cardiovasculares (KALUDJEROVIC; VIETH, 2010).

Com base nessas premissas, e persuadido da importancia das fungdes ndo classicas da
vitamina D, mas consciente da complexidade do conhecimento cientifico que envolve este
tema, dos seus limites e, obviamente, dos limites inerentes a uma dissertacdo de mestrado,
resolvi investigar se a PE ou a obesidade gestacional, isoladas ou em conjunto, determinam
uma maior frequéncia de deficiéncia de 25(OH)D nas gestantes e nos seus neonatos. Inserido
na area de concentragdo Abordagens Quantitativas em Saude, e na linha de pesquisa

Epidemiologia dos Disturbios da Nutricho Materna, da Crianga e do Adolescente, do
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Programa de P6s-Graduacdo em Salude da Crianga e do Adolescente da Universidade Federal
de Pernambuco, desenvolvi o projeto de pesquisa intitulado “Niveis neonatais de vitamina D:
interferéncia da obesidade pré-gestacional e da pré-eclampsia”, sob orientacdo da Prof.2 Dr.2
Giselia Alves Pontes da Silva. Submetido ao Edital Universal do CNPq, foi aprovado e
financiado (nimero do processo: 473147/2012-2).

Ao identificar grupos com maior frequéncia de deficiéncia/ insuficiéncia de 25(OH)D
em nosso meio, espero despertar o interesse de outros pesquisadores, bem como sensibilizar
os clinicos, em especial os obstetras e pediatras, a direcionarem melhor sua triagem em
relagdo a avaliacéo do status da vitamina D em seus pacientes.

Partindo da hipdtese de que a PE e/ou a obesidade gestacional determinam uma maior
frequéncia de deficiéncia de 25(OH)D no bindmio mae-filho, os objetivos dessa dissertacdo
foram: 1. Investigar se gravidas com pré-eclampsia, com e sem obesidade, bem como seus
recém-nascidos, apresentam uma maior frequéncia de deficiéncia de 25(OH)D em relagdo as
gestantes sem pré-eclampsia, com e sem obesidade; e 2. Avaliar a correlacdo entre os niveis
maternos e neonatais da 25(OH)D.

A dissertacdo € apresentada na forma de um capitulo de revisdo da literatura, um
capitulo de métodos, um artigo original, e as consideracGes finais. O artigo original sera
submetido ao periédico European Journal of Nutrition.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Introducao

A vitamina D foi identificada no inicio do século passado e reconhecida como
importante elemento na prevencdo e no tratamento do raquitismo. Sua participacdo vital no
metabolismo 6sseo foi, por décadas, a sua unica funcdo conhecida no organismo
(CHRISTAKOS et al., 2010). No entanto, sua forma ativa, a 1,25(0OH),D, vem assumindo
uma importancia bioldgica e clinica cada vez maior, muito em funcdo da ja referida mudanca
de paradigma, sendo hoje considerada um hormdnio esteroidal, capaz de agir em um receptor
especifico (VDR), encontrado em pelo menos 36 tipos diferentes de células (NORMAN,
2008).

Estudos recentes mostram um papel significativo da vitamina D na regulacéo do sistema
imunoldgico (acdo imunomoduladora) (JEFFERY et al., 2009; SHIN et al., 2010), e sua
deficiéncia esta sendo associada a doencas inflamatorias, como por exemplo, a pré-eclampsia
(BODNAR et al., 2007a; BAKER et al., 2010).

Outra condicdo, a obesidade, representa um importante fator de risco para a deficiéncia
de vitamina D, explicado em parte pelo sequestro dessa vitamina lipossoluvel pelo proprio
tecido adiposo (YOUNG et al.,, 2009). Caracterizada por um status pré-inflamatério
sistémico, a obesidade, além de aumentar a chance de ocorréncia da pré-eclampsia (SIBAI,
DEKKER; KUPFERMINC, 2005), guarda com esta entidade clinica outra semelhan¢a: uma
forte associacdo com baixos niveis de vitamina D (BODNAR et al., 2007b). A presenca
isolada ou conjunta dessas duas desordens podera resultar na deficiéncia de vitamina D tanto
nas gestantes quanto em seus RN, visto que os fetos sdo dependentes do status materno
(DROR; ALLEN, 2010).

Assim, esta revisdo tem por objetivo analisar o metabolismo e o papel da vitamina D no
curso de uma gravidez normal, bem como relatar as evidéncias cientificas que mostram que a
PE e a obesidade estdo associadas a baixos niveis de vitamina D nas gestantes e os maleficios

a curto e a longo prazo para seus filhos.
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2.2 Metabolismo da vitamina D

A vitamina D é um “complexo” formado por dois componentes: ergocalciferol (D2) e
colecalciferol (D3), sendo o primeiro obtido a partir de alimentos vegetais, e 0 segundo, a
partir de alimentos de origem animal, ou através de producdo endégena (ANDERSON; MAY;
MORRIS, 2003; MURGUIA-PENICHE, 2013). Na pele, a vitamina D3 é sintetizada a partir
de um precursor, a 7-dehidrocolesterol, desde que haja a exposicdo aos raios ultravioleta
(UVB), numa variacdo de onda entre 280 e 315 nm (NORVAL; BJORN; GRUIJL, 2010).
SituagBes como a poluicdo das grandes cidades, estacdo do ano (inverno), horario do dia
(antes das 10:00 e apds as 15:00), elevada latitude, pigmentacdo mais escura da pele, protetor/
bloqueador solar, sdo determinantes para uma menor producdo de colecalciferol (HOLICK;
HOSSEIN-NEZHAD, 2013).

Apo6s sua sintese, o colecalciferol liga-se a uma proteina (a-2 globulina) que a
transporta até o figado. Essa proteina, chamada de proteina transportadora de vitamina D
(DBP), ndo sofre alteracdo mediante um processo inflamatério, sendo considerada um
reagente neutro da fase aguda, diferente de outras proteinas como a albumina e a ferritina
(GUHA et al., 1995). Atualmente j& se conhecem alguns polimorfirmos genéticos na DBP, 0s
quais sdo responsaveis por uma maior ou menor capacidade de transporte da vitamina D nos
individuos (LAURIDSEN et al., 2005; CHUN, 2012).

No figado, tanto a vitamina D3 quanto a vitamina D2 sofrem a primeira hidroxilacao,
sendo convertidas em 25-hidroxivitamina D ou calcidiol [25(OH)D], que é a principal forma
circulante da vitamina D, com uma meia-vida de 2 a 3 semanas (TSIARAS; WEINSTOCK,
2011). Nos tubulos proximais dos rins, ocorre uma segunda hidroxilacdo, convertendo-se o
calcidiol em 1,25-dihidroxivitamina D ou calcitriol [1,25(OH);D], que é a forma
biologicamente ativa deste hormonio (CHRISTAKOS et al., 2013). A responsavel por essa
conversdo € a l-a-hidroxilase renal. Porém, os rins ndo sdo 0s Unicos locais em que esta
enzima se faz presente, ja sendo encontrada em pelo menos outros nove érgdos, como a
placenta (NORMAN, 2008).

Classicamente, a 1,25(0OH),D mantém o0s niveis séricos de calcio adequados no
organismo, seja permitindo a absorcdo deste ion na luz intestinal ou pela reabsorcdo nos
tubulos distais dos rins, atuando assim como um regulador enddcrino da homeostase dssea
(PREMAOR; FURLANETTO, 2006). Estudos mostram que a forma D3 é mais eficaz para tal
fungéo (NORMAN, 2008).
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2.3 Suficiéncia em vitamina D: como definir?

Ainda hoje ndo ha um consenso na comunidade cientifica sobre os pontos de corte que
definam o status da vitamina D. Sabe-se que ha uma relagdo inversa entre 25(OH)D e o
paratormdnio (PTH), e que niveis de calcidiol menores que 30-32 ng/mL séo capazes de
promover hiperparatireoidismo secundario. Assim, valores acima desses podem ser
empregados para definicdo de suficiéncia de vitamina D (VIETH; LADAK; WALFISH,
2003).

Heaney et al. (2003), apud Wagner e Hollis (2010), demonstraram melhor absorcéo do
calcio intestinal quando os niveis circulantes de 25(OH)D eram maiores que 32ng/mL, em
comparacdo aqueles individuos com valores inferiores a 20 ng/mL. Para Bischoff-Ferrari et
al. (2004), apud Wagner e Hollis (2010), sdo necesséarios valores de 25(OH)D acima de 32
ng/mL para maximizar a integridade do esqueleto.

Em 2011, um grupo de pesquisadores lancou uma diretriz (Endocrine Society Clinical
Practice Guidelines) que foi de encontro as defini¢cbes do Instituto de Medicina dos EUA
(IOM), de 2010. Para a Sociedade de Endocrinologia Norte-Americana, define-se a
deficiéncia em vitamina D por valores abaixo de 20 ng/mL, e a suficiéncia, por valores
maiores ou iguais a 30 ng/mL (HOLICK et al., 2011). Para o IOM, niveis acima de 20 ng/mL
sdo suficientes para otimizar a densidade 6ssea (HEWISON, 2012).

Contudo, estas diretrizes ndo distinguiram os pontos de corte da vitamina D nas diversas
etapas do ciclo da vida, além de terem sido baseadas em argumentacdes diferentes: aquela que
defende niveis acima de 30 ng/mL levou em consideragdo as func¢des classicas e ndo classicas
da vitamina D, enquanto aquela que apoia valores de suficiéncia acima de 20 ng/ml
fundamentou-se apenas na acdo sobre o metabolismo 6sseo (HEWISON, 2012).

Para a Sociedade Americana de Endocrinologia Pediatrica (MISRA et al., 2008) e para
0 Comité de Nutricdo do ESPGHAN (BRAEGGER et al., 2013), niveis de 25(OH)D maiores
ou iguais a 20 ng/mL em criancas sdo adequados. Para estes departamentos, ainda sdo
insuficientes as evidéncias atuais acerca de outros beneficios a salde que a vitamina D possa
acarretar, além dos relacionados ao metabolismo dsseo.

Percebe-se, entdo, que ainda permanecerdo, talvez por muito tempo, davidas quanto ao
melhor ponto de corte para definir valores normais da vitamina D, e somente estudos futuros,
com elevado rigor metodoldgico e com um grande numero de participantes, poderdo chegar a

uma concluséo.
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Além disso, deve-se ter um olhar mais criterioso em relacdo a analise de um Unico
biomarcador, haja vista que a 25(OH)D representa um marcador de exposi¢édo, ou seja, de
fornecimento da vitamina D aos tecidos, e ndo necessariamente sera o melhor marcador de
funcdo, ou seja, aquele que melhor fornece informacdes sobre a resposta bioldgica ou sobre o
risco de doencas (PRENTICE et al., 2008). Porém, o calcidiol continua sendo o mais
empregado entre os pesquisadores e médico clinicos, e, assim, aguardam-se estudos sobre a
viabilidade de outros metabdlitos da vitamina D, como a fracdo livre de 25(OH)D (néo ligada
a DBP), que talvez seja um biomarcador que melhor reflita a funcdo da vitamina D no
organismo (PRENTICE et al., 2008).

2.4 Gestacdo normal e importancia da vitamina D

A gestacdo € caracterizada, desde seu inicio, por importantes modificacGes na fisiologia
materna, entre elas, alteracdes hormonais como o aumento significativo da gonadotrofina
coribnica humana, da progesterona e dos estrégenos. Além disso, a gravidez normal é
marcada por um leve status de inflamacdo sistémica, podendo-se observar leucocitose e
marcadores da fase aguda, presentes desde o primeiro trimestre (BORZYCHOWSKI;
SARGENT; REDMAN, 2006; BASU et al., 2011).

No entanto, para que ocorra o reconhecimento materno da unidade fetoplacentaria, é
necessario, entre outros fatores, um desvio local na producgdo de citocinas pré-inflamatérias
para aquelas da linhagem Th2, predominando, com isso, IL-10 e IL-4 sobre IL-2 e TNF-a, o
gue torna o ambiente menos inflamatorio e mais propicio para a correta implantacdo do
trofoblasto (HENNESSY et al., 1999; DROR; ALLEN, 2010). Em especial, a IL-10 (anti-
inflamatoria) parece funcionar como um fator essencial para uma gravidez bem sucedida
(THAXTON; SHARMA, 2010; KALKUNTE et al., 2011). Vencida essa primeira etapa, a
interface materno-fetal (endométrio-trofoblasto) sera altamente eficiente, exercendo seu papel
primordial, que é o fornecimento de oxigénio e nutrientes para o feto, e, a0 mesmo tempo,
sendo incapaz de gerar injarias locais ou sistémicas para a mae (HOUSER, 2012).

E necessario também que outras mudangas importantes ocorram na gestacio, como
aquelas relacionadas ao metabolismo da vitamina D, a fim de se garantir a transferéncia de
cerca de 25 a 30 gramas de calcio das médes para o adequado crescimento do esqueleto fetal

(DROR; ALLEN, 2010). Para tanto, as gestantes necessitardo ampliar em duas ou mais vezes
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as concentragdes de 1,25(0OH),D, com o objetivo de maximizar a absorcdo do célcio no
intestino (LEWIS et al., 2010; SPECKER, 2012). Além disso, o trofoblasto humano, como
tantos outros tecidos, expressa em suas células o receptor de vitamina D, necessario para que
o calcitriol possa agir (SHIN et al., 2010).

Na gravidez, a 25(OH)D materna atravessa facilmente a placenta, o que néo ocorre com
a 1,25(0OH),D, de tal sorte que as concentra¢des da 25(OH)D no sangue do corddo do feto
variam de 68 a 108% dos niveis maternos (EVANS et al., 2004 apud DROR; ALLEN, 2010).
No entanto, a presenca da 1-a-hidroxilase na placenta e nos rins fetais € capaz de converter a
forma inativa da vitamina D, recebida da circulacdo materna, em seu metabdlito ativo,
suprindo a falta de passagem transplacentaria da 1,25(0OH),D
(KALUDJEROVIC; VIETH, 2010).

O transporte da 25(OH)D pela placenta ainda é mal compreendido. Da década de 1980
(GERTNER et al., 1980) até o inicio deste século (LAPILLONNE, 2010), acredita-se que
ocorra difusdo da vitamina D através da placenta, sendo aceita, em parte, a teoria do
“hormdnio livre”, em que a fracdo livre dessa vitamina alcancaria o interior das células. No
entanto, outros mecanismos de transporte através da placenta podem estar envolvidos, como a
endocitose promovida pelos receptores megalina-cubilina, conforme j& descrito nas células
dos tubulos renais (SHIN et al., 2010).

O calcitriol deve exercer outras funcfes importantes no comeco da gravidez, além da
formacdo do esqueleto fetal, tendo em vista a abundéncia da enzima 1-a-hidroxilase na
decidua no primeiro trimestre, sendo sua concentracdo oito vezes mais alta em relacdo ao
terceiro trimestre de gestacdo (CHRISTAKOS et al., 2010). Entre tais funcdes, a participacdo
no sistema imunoldgico materno parece ter consideravel importancia, conforme sera descrito

abaixo.

2.5 AgOes imunologicas da vitamina D na interface materno-fetal

Uma variedade de células do sistema imunoldgico, entre elas, macrofagos, celulas
dendriticas e células T, expressam o receptor intracelular da vitamina D, e todas estas estdo
presentes na placenta (JEFFERY et al., 2009).

H& mais de trinta anos sabe-se que a placenta converte a 25(OH)D em 1,25(0H).D, a

qual pode agir de forma autdcrina (na placenta) ou paracrina (em células proximas). A
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expressdo do gene CYP27B1 na decidua humana, responsdvel pela producdo da 1-a-
hidroxilase, € um dos fatores determinantes para que se eleve a sintese da 1,25(0OH),D na
placenta (LEWIS et al., 2010). Estudos em ratos que apresentavam desregulacdo desse gene
mostraram aumento das citocinas IL-4, 1L-15, IL-18 e IFNy, provocando uma inflamacéo
generalizada na placenta (LIU et al., 2011).

Jeffery et al. (2009) observaram, in vitro, que a forma ativa da vitamina D reduz os
niveis de citocinas Thl (pré-inflamatorias) e aumenta os niveis da IL-10 (acdo anti-
inflamatdria). Ha também relatos da participacdo da vitamina D na inibicao da IL-17, a qual
atua ativamente em processos inflamatérios e doengas autoimunes (CHRISTAKOS, 2013).

Sabe-se que o aumento de citocinas pré-inflamatérias como IFNy, IL-6 e TNF-a ¢é
prejudicial para a gravidez, seja por levar a uma menor tolerancia materna a implantacdo do
trofoblasto, rico em antigenos paternos, seja por estarem envolvidas na génese de doencas
inflamatorias proprias da gestagcdo, como a pré-eclampsia (DIAZ et al., 2009). Estes autores,
em um estudo in vitro, observaram que a introducdo de calcitriol em culturas de trofoblastos
foi capaz de reduzir significativamente os niveis de TNF-a.

Amplas revisdes analisando a participacdo da vitamina D no sistema imunol6gico tém
sido feitas pela comunidade cientifica. Marques et al. (2010), Shin et al. (2010), Hewison
(2012), Christakos et al. (2013), entre outros, descreveram a participacdo dessa vitamina tanto
no sistema imunoldgico inato (estimulando-0) quanto no adaptativo (regulando-0). Em
relacdo a este Gltimo, a vitamina D é capaz de inibir citocinas da linhagem Th-1 e promover
aquelas da linhagem Th-2, além de estimular quantitativamente e qualitativamente as células
T reguladoras (Treg), que suprimem o sistema imunoldgico (acdo imunomoduladora). Porém,
todos concluem que muitos estudos in vivo necessitam serem feitos para um melhor
entendimento dos verdadeiros efeitos do calcitriol sobre esse sistema.

Por outro lado, ganha cada vez mais destaque o papel da IL-10 na interface materno-
fetal. Esta participa efetivamente como mediadora do crescimento placentario e do processo
de remodelacdo (papel na angiogénese), inibidora da atividade inflamatoria (acdo anti-
inflamatdria), quer por suprimir a sintese de citocinas pro-inflamatérias (Th-1), quer na
indugdo do HLA-G em trofoblastos (THAXTON; SHARMA, 2010). O HLA-G é um
integrante do complexo de histocompatibilidade humana, e desempenha um papel regulador
no controle da ativacdo das células Natural Killer (NK), que tém uma acdo de citotoxidade
(ALVES et al., 2007).

Assim, a vitamina D, como promotora da sintese da IL-10, através da estimula¢do dos

linfécitos Th-2, alem de reguladora de genes envolvidos na implantacdo do trofoblasto, como
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0 Homeobox A10 (HOXAL0), pode exercer uma fungdo importante para uma gravidez de
éxito (HOLICK; HOSSEIN-NEZHAD, 2013).

2.6 Papel da vitamina D na génese da pré-eclampsia

Podendo ocorrer em 2 a 7% das gestacOes, principalmente em primigestas, a pre-
eclampsia é caracterizada pela presenca de hipertensdo (pressao sistolica >140 e/ou diastolica
>90 mmHg) apds a vigésima semana de gestacdo, associada a proteindria (acima de 300 mg
em 24 h ou a0 menos 1 + em duas amostras de urina) (SIBAIl; DEKKER; KUPFERMINC,
2005). Formas graves podem evoluir com hemolise, alteracdo de enzimas hepéticas e
plaquetopenia (sindrome HELLP). Segundo Victora et al. (2011), esta entidade representa a
principal causa de mortalidade materna no Brasil, respondendo por 23% do total desses
oObitos.

A pré-eclampsia € uma doenca multicausal (BORZYCHOWSKI; SARGENT;
REDMAN, 2006; PENNINGTON et al., 2012), e, provavelmente, muitos insultos iniciais
devem convergir para a ocorréncia desta desordem. O que parece estar bem definido é o
incompleto remodelamento vascular uteroplacentario, que pode ocorrer apds uma implantacdo
superficial do trofoblasto no endométrio, por provavel falha da resposta imunoldgica materna
em tolerar o “enxerto” fetal. Em decorréncia desse ambiente hipoxémico leve, porém
persistente, uma resposta inflamatéria local e, posteriormente, sistémica se estabelecerd,
ocasionando uma importante disfuncdo endotelial na segunda metade da gravidez (REDMAN,
2011; TROGSTAD et al., 2011).

Fatores antiangiogénicos, como sFLT-1 (antagonista do fator de crescimento do
endotélio vascular) e a endoglina soltvel, podem estar presentes em niveis circulantes mais
abundantes em algumas pacientes com pré-eclampsia, assim como o fator indutor de hipoxia
(HIF-1-alfa), em detrimento de uma maior concentragdo do VEGF (fator de crescimento do
endotélio vascular). O desequilibrio dessas substancias podera também justificar o pobre
remodelamento das artérias espiraladas do Utero, e a consequente reducdo da perfusdo para a
placenta. O estresse que serd ocasionado pela hipdxia subsequente levarda a producdo de
citocinas proé-inflamatorias, como TNF-alfa e IL-6, e & diminuicdo de citocinas anti-
inflamatdrias como IL-10 (SIBAI; DEKKER; KUPFERMINC, 2005; PENNINGTON et al.,
2012).
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Quaisquer fatores que aumentem a resposta inflamatdria materna, tais como as doencas
infecciosas (por exemplo, a doenca periodontal), as autoimunes e a propria obesidade, podem
predispor as gestantes a pré-eclampsia (SIBAI; DEKKER; KUPFERMINC, 2005).

A Figura 1 apresenta, de forma sintetizada, um modelo da fisiopatologia da pré-
eclampsia, envolvendo os mecanismos mencionados acima, além de fatores de risco ja bem
estabelecidos na literatura.

Considerando-se as funcdes ndo classicas da vitamina D, como a acdo moduladora
sobre o sistema imunologico, capaz de minimizar a sintese de citocinas pro-inflamatérias, e a
possivel regulacdo de processos angiogénicos atraves do aumento da transcricdo do gene
responsavel pelo VEGF (BODNAR; SIMHAN, 2010), especula-se que niveis adequados
desse nutriente no inicio da gestacdo sejam capazes de tornar o ambiente uterino mais
propicio a aceitacdo do trofoblasto, permitindo sua correta implantacdo no endométrio. Por
outro lado, a deficéncia/ insuficiéncia de calcitriol nos estagios iniciais da gestacdo pode se
constituir em um dos pilares envolvidos na complexa fisiopatologia da pré-eclampsia, doenga

esta inserida entre aquelas de carater inflamatério.
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Figura 1 — Modelo proposto para a explicacdo da génese da pré-eclampsia (baseado em Pennington et
al., 2012). PE= pré-eclampsia; HIF-1 ALFA= fator indutor de hipdxia alfa; sFLT-1= receptor do fator
de crescimento placentario; DM= diabete melito; DCV= doenca cardiovascular

Corroborando o que foi dito, varios pesquisadores encontraram uma relagdo inversa

entre os niveis de 25(OH)D e a ocorréncia de pré-eclampsia. Em um estudo caso-controle,
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envolvendo 241 gestantes, Baker et al. (2010) encontraram que as concentracdes de calcidiol
na primeira metade da gravidez foram significativamente menores (aproximadamente 23%
mais baixas) naquelas mulheres que desenvolveram pré-eclampsia no final da gravidez.
Niveis inferiores a 20 ng/mL tiveram, inclusive, maior associacdo com a gravidade da pré-
eclampsia.

Bodnar et al. (2007a) também realizaram um estudo caso-controle, com uma amostra
representada por 55 casos de pré-eclampsia e 219 controles saudaveis, e observaram desfecho
semelhante: as concentragcdes de 25(OH)D no comeco da gravidez eram menores naguelas
gestantes que desenvolveram pré-eclampsia (média de 18,2 ng/mL), comparadas ao controle
(média de 21,2 ng/mL), sendo estatisticamente significantes. Também houve diferenca
importante entre os valores encontrados nos recém-nascidos, sendo bem menores naqueles
nascidos de mées com pre-eclampsia.

Robinson et al. (2010) encontraram menores percentuais de suficiéncia em 25(OH)D
(>32 ng/mL), bem como os maiores de deficiéncia (<20 ng/mL), entre as gestantes que
desenvolveram pré-eclampsia em comparacdo ao grupo controle, sendo estas diferencas
estatisticamente significantes. Ap6s a analise de regressdo multipla, observaram que um
aumento de 10 ng/mL na 25(OH)D materna reduzia em 63% a chance de se desenvolver pré-
eclampsia grave.

Em duas revisoes, realizadas em 2010 e 2013, os autores concluiram que baixos niveis
de vitamina D representam um fator de risco para a ocorréncia de pré-eclampsia (BODNAR,;
SIMHAN, 2010; AGHAJAFARI et al., 2013). Por outro lado, Nassar et al. (2011) chamam
atencdo para o fato de que as evidéncias empiricas ainda sao insuficientes para se afirmar que
a deficiéncia de 25(OH)D no primeiro trimestre da gestacdo estd associada a resultados
adversos na gestacdo, como a pré-eclampsia. Recentemente, em um estudo com 1873
gestantes arabes, aquelas com niveis de vitamina D abaixo de 30 ng/mL apresentaram um
maior risco de desenvolverem pre-eclampsia, com um odds ratio de 1.75 (IC 95% 1.16-2.58,
p=0,01) (BENER; AL-HAMAQ; SALEH, 2013).

Percebe-se a necessidade de mais estudos, com um numero expressivo de gestantes, a
fim de que se chegue a um consenso sobre a real participacdo da vitamina D na génese da pré-

eclampsia.
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2.7 Obesidade na gravidez e vitamina D

No mundo, a incidéncia de obesidade materna aumentou drasticamente nas ultimas
décadas. No Reino Unido, pelo menos uma entre cinco gravidas estd obesa no inicio da
gravidez (ROBERTS et al., 2011). Nos Estados Unidos, 54% das mulheres em idade fertil
(20-39 anos) estdo obesas ou com sobrepeso (WALSH, 2007). No Brasil, essa situacao nao é
diferente. Dados do Programa de Orgamentos Familiares (POF 2008/2009) do IBGE (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica) mostraram que 48% das mulheres acima de 20 anos, em
idade, portanto, reprodutiva, estdo com excesso de peso, e que 16,9% estdo obesas.

A ocorréncia de obesidade na gravidez esta relacionada a uma desregulacdo metabdlica,
e ocasiona um aumento do risco de pré-eclampsia e/ou diabetes gestacional, além de interferir
negativamente na programacdo metabolica do feto, favorecendo tanto a restricdo de
crescimento intrauterino quanto o excesso de peso ao longo da vida (SIBAI; DEKKER;
KUPFERMINC, 2005; HEERWAGEN et al., 2010; BASU et al., 2011; ANDERSON et al.,
2012). Bodnar et al. (2005) observaram que, comparado ao de mulheres com um IMC de 21,
0 risco de pré-eclampsia dobrava com um IMC de 26 , e triplicava quando o IMC era de 30.

A obesidade ndo é uma doenca Unica, mas um grupo heterogéneo de condi¢cdes com
maultiplas causas (KOPELMAN, 2000). Mulheres gravidas obesas desenvolvem o que
atualmente se denomina “inflamacdo metabdlica”, caracterizada por resisténcia insulinica e
resposta inflamatdria sistémica e placentaria de baixo grau (BASU et al., 2011).

O status inflamatdrio da gravida obesa é marcado, entre outros aspectos, por um
acumulo de macrofagos na placenta, cerca de 2 a 3 vezes maior quando comparado com
gestantes ndo obesas (CHALLIER et al., 2008). Roberts et al. (2011) encontraram uma
expressao significativamente maior dos genes de citocinas pro-inflamatérias (IL-1p, I1L-8 e
MCP-1) na placenta de gestantes obesas.

Um achado frequente em relagdo a obesidade € o encontro de uma relacéo inversa entre
o IMC e os niveis de vitamina D. Segundo alguns pesquisadores, 0 que acontece é uma
diminuicdo da biodisponibilidade da 25(OH)D circulante, pelo fato de o tecido adiposo
sequestra-la, haja vista a solubilidade dessa vitamina em gordura (WORTSMAN et al., 2000;
YOUNG et al., 2009; EARTHMAN et al., 2012).

Wortsman et al. (2000) dosaram o colecalciferol 24 h ap6s a exposicédo a radiagdo UVB

em individuos magros e obesos, e observaram que 0 aumento sérico da 25(OH)D foi 57%
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inferior nos obesos em relagdo aos ndo-obesos. Bellia et al. (2013) encontraram niveis de
25(0OH)D no soro de individuos obesos, inversamente associados a marcadores inflamatérios,
como PCR, IL-6 e TNF-o.

Independentemente de como ocorra essa redugdo dos niveis da vitamina D entre 0s
individuos obesos, uma vez havendo-a, estes podem desenvolver um hiperparatireoidismo
secundario, o que faz aumentar os niveis da 1,25(0OH),D através da acdo do PTH sobre os
rins, e, com isso, um feedback negativo levard a uma diminuicdo na sintese hepatica da
25(0OH)D, baixando ainda mais seus niveis séricos (SCHUCH; GARCIA; MARTINI, 2009).

Bodnar et al. (2007b) observaram, num estudo de coorte, diferengas significativas nos
niveis de 25(OH)D, tanto no inicio da gravidez quanto no final, entre gravidas obesas e ndo-
obesas, sendo um IMC alto associado a uma maior chance de deficiéncia de vitamina D. Jami
et al. (2013) ndo encontraram diferencas significativas entre os niveis de vitamina D das
gestantes, de acordo com a estratificacdo do IMC pré-gravidico, porém, no sangue de
cordéo, a 25(0OH)D foi maior em recém-nascidos de mées com peso normal (p=0,02). Assim,
mulheres obesas transferem menos 25(OH)D para a prole em relacdo aquelas com um IMC
abaixo de 25. Os autores ndo conseguiram explicar o porqué desses achados, porém,
concluem que mulheres obesas necessitam de uma suplementacdo de vitamina D maior, para
proporcionar a seus fetos niveis suficientes dessa mesma vitamina.

Em outro estudo envolvendo mulheres em idade reprodutiva, os pesquisadores
encontraram niveis significativamente mais baixos de vitamina D entre as mulheres obesas,
porém, altas concentracfes da DBP (KARISSON et al., 2013). Transpondo-se esses achados
para as gestantes obesas, pode-se levantar a possibilidade de que, apesar de os niveis de DBP
estarem mais elevados, a DBP transporte menos 25(OH)D, talvez pelo sequestro da vitamina
D no tecido adiposo, e, consequentemente, ao chegar a placenta, “entregaria” ela uma menor
quantidade de vitamina D, ocorrendo, assim, uma menor transferéncia para o feto.

Enfim, percebe-se que a obesidade e a pré-eclampsia guardam algumas semelhancas,
entre as quais, o fato de serem caracterizadas por um status inflamatorio e por uma maior
chance de niveis inadequados de vitamina D. Talvez, a associacdo dessas duas situacfes
clinicas possa resultar em um importante fator de risco para a deficiéncia da 25(OH)D nas

gestantes e em seus neonatos.
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2.8 Repercussdes agudas e a longo prazo dos baixos niveis de vitamina D perinatal no
processo salude-doenca

Sabe-se que a concentracdo da 25(OH)D fetal é totalmente dependente da transferéncia
transplacentaria, e que baixas concentragdes nas gestantes repercutirdo negativamente nos
niveis fetais (DROR; ALLEN, 2010). Deficiéncia de vitamina D no periodo intrauterino pode
se correlacionar de forma inversa com a restricdo de crescimento fetal (BODNAR; SIMHAN,
2010), além de levar a osteopenia, craniotabes, hipocalcemia e tetania (BASILE et al., 2007).

O status da vitamina D materna pode influenciar o conteddo mineral 6sseo dos recém-
nascidos ao longo dos primeiro meses de vida (SHAW; MUGHAL, 2013). Os baixos niveis
dessa vitamina promovem aumento da reabsorcdo 0ssea, que, em Ultima instancia, podera
culminar com o raquitismo.

Além disso, emergem cada vez mais estudos sobre a interferéncia da deficiéncia da
25(0OH)D no periodo perinatal como um dos fatores de risco de muitas doencas no decorrer da
vida, como diabetes tipo 1, doencas cardiovasculares, esclerose multipla e cancer de mama,
prostata e cdlon (KALUDJEROVIC; VIETH, 2010; MARSHALL; MEHTA; PETROVA,
2012; PRINCIPI et al., 2013). Isso porque a deficiéncia dessa vitamina parece alterar a
expressdo de genes especificos, agindo negativamente na programacdo metabodlica de forma
precoce, ou seja, na vida fetal e no primeiro ano de vida.

Camargo et al. (2011) demonstraram que os niveis da 25(OH)D no cordao umbilical
tiveram associacdo inversa com o risco de infeccdo respiratoria aos trés meses de idade, e com
a sibilancia aos 15, 36 e 60 meses de vida. lgualmente, Mohamed e Al-Shehri (2013)
observaram maior associacdo de infeccdes respiratorias (bronquiolite e pneumonia), nos
primeiros dois anos de vida, com baixos niveis de vitamina D ao nascimento.

Em fungéo do exposto, garantir adequados niveis de vitamina D na gestacdo, além de
ser essencial para o metabolismo dsseo do feto e do recém-nascido, pode representar uma
medida preventiva contra doengas em fases precoces ou tardias da vida, porém, mais estudos

necessitam ser feitos para confirmarem ou néo essas associagoes.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mohamed%20WA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23022743
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Al-Shehri%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23022743
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2.9 Consideracdes finais

A forma ativa da vitamina D parece exercer papéis que vao além do metabolismo dsseo.
Sua deficiéncia, apesar de os pontos de corte serem ainda motivo de discussdo, € uma
realidade no século atual, e sérios problemas relacionados a saude podem estar associados a
essa caréncia nutricional.

Obesidade e pré-eclampsia compartilham muitas caracteristicas entre si, como alto
estresse oxidativo, excesso de marcadores inflamatérios e, segundo grande nimero de
publicacdes, niveis mais baixos de vitamina D. Dessa forma, independentemente das questdes
de causalidade, o fendtipo gravida obesa com pré-eclampsia parece representar um importante
fator de risco para a deficiéncia/ insuficiéncia de vitamina D, tanto para as gestantes quanto
para seus fetos.

Mais pesquisas devem ser realizadas para verificar tais associa¢des, inclusive em paises
com alta incidéncia de radiacdo UVB como 0 nosso, pois, do ponto de vista da saide publica,
seria de grande valor identificar grupos que estejam em maior risco de hipovitaminose D, a
fim de que acdes pontuais possam ser tomadas e, com isso, a suplementacdo dessa vitamina
ndo ocorra de forma arbitréria e para todas as gestantes. Talvez, com isso, a deficiéncia de
vitamina D deixe de ser rotulada como um “modismo” deste inicio de século, e seja
enfrentada como uma verdadeira e importante caréncia nutricional, com potenciais riscos a

salde dos individuos, principalmente nos recém-nascidos.
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3 METODOS

3.1 Local do estudo

As gestantes foram recrutadas no periodo de novembro de 2012 a margo de 2013, na
Maternidade do Hospital Bardo de Lucena (HBL), referéncia em gestacdes de alto risco do
Sistema Unico de Saude (SUS), no Estado de Pernambuco, Brasil. Essa maternidade
apresenta uma média de 250 partos mensais, porém, parte desses acabam sendo de baixo
risco, por livre demanda, da populacdo que reside no entorno do Hospital. Assim, nao foi

necessario escolher uma maternidade de baixo risco para alcangarmos nossa meta amostral.

3.2 Desenho e sujeitos do estudo

Foi realizado um estudo observacional, de corte transversal, com o objetivo de comparar
os niveis de vitamina D em gestantes e em seus recém-nascidos. As gestantes ingressaram na
pesquisa de acordo com a demanda da Maternidade, de modo a preencher quatro grupos:

1. PE*/ OB" (gestantes com PE n&o obesas);

2. PE*/ OB" (gestantes com PE e obesas);

3. PE/ OB" (gestantes sem PE e obesas);

4. PE/ OB (gestantes sem PE ndo obesas).

A presenca de pré-eclampsia foi definida de acordo com os critérios do Colégio
Americano de Ginecologia e Obstetricia (ACOG, 2002): pressao sistolica > que 140 mmHg
e/ou pressdo diastolica > 90 mmHg, diagnosticada somente apds a vigésima semana de
gestacdo em mulheres sabidamente normotensas, e associada a proteindria (excrecdo de 300
mg ou mais de proteina em urina de 24 h, ou presenca de > 1 + de proteina em amostra
simples de urina).

Para definirmos obesidade gestacional utilizamos o IMC da primeira consulta do pré-
natal, e, a partir deste, classificamos o estado nutricional da gestante conforme descrito no

Manual Técnico do Pré-Natal e Puerpério do Ministério da Satde do Brasil (2006).
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Como critérios de inclusdo, todas as gestantes deveriam ter idade superior a 16 e
inferior a 40 anos, e deveria se tratar de gestacdo Unica, com no minimo 34 semanas
completas de idade gestacional, além de a primeira consulta no pré-natal dever ter ocorrido
antes da 16 semana.

Os critérios de exclusdo compreenderam a existéncia de hipertensdo antes da 202
semana de gestacdo, e/ou historia prévia de hipertensdo arterial crbnica; comorbidades
cardiacas, hepaticas, renais; doencas autoimunes; diabete melito ou gestacional; uso de
medicacdes anticonvulsivas, como fenobarbital, fenitoina ou carbamazepina;, e doenca
infecciosa febril atual, ou ter feito antibioticoterapia no Gltimo més. Também eram inelegiveis
recém-nascidos (RN) com graves malformacdes (cardiacas, renais ou hepaticas) ou sindromes
genéticas diagnosticadas ainda no pré-natal, ou antes da alta hospitalar.

Ao término, 179 binbmios mae-RN estavam aptos a participarem da pesquisa. O
fluxograma abaixo (Figura 2) apresenta o numero de gestantes recrutadas inicialmente, o

namero daquelas posteriormente excluidas, e a distribuicdo final em cada grupo.

16 — Hemolise da amostra
Bindmios ou soro insuficiente;
excluidos 6 — Transporte inadequado
s Pt (n=22) das amostras
recrutadas -7
(n=201)
. | Bindmios que
| participaram
da analise
(n=179)
PE +/OB - PE+/OB + PE-/OB + PE-/OB -
N= 48 N= 44 N= 40 N= 47

Figura 2 — Organograma do fluxo e da distribuicdo dos participantes da pesquisa em seus quatro
grupos. PE= pré-eclampsia; OB= obesidade
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3.3 Variaveis do estudo

A amostra foi caracterizada através das seguintes variaveis: a) variaveis maternas: idade
materna, idade gestacional no momento do parto, paridade, cor da pele, rendimento per
capita, escolaridade, uso de polivitaminicos que continham vitamina D na gestacdo, tempo
médio de exposicdo ao sol e uso de protetor solar; e b) variaveis dos recém-nascidos: peso,
comprimento, e classificacdo segundo a adequacdo do peso a idade gestacional (PIG, AIG,
GIG).

Em seguida, a definicdo e a categorizacao das variaveis:

¢ Idade materna — em anos, devendo obrigatoriamente estar compreendida entre 16 e

40 anos;

e Idade gestacional — para a idade gestacional foi priorizada a data da Gltima

menstruacdo (DUM) ou, na auséncia desta ou na existéncia de davidas, a

ultrassonografia do primeiro trimestre;

e Paridade — se primigesta (no curso da primeira gestacdo) ou multipara (2 ou mais

gestacoes);

e Cor da pele — a definicdo da cor da pele foi aquela autodeclarada pelas gestantes;

caso houvesse duvidas por parte das gestantes, eram fornecidas as cinco opcdes

categorizadas pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), conforme o

censo demografico de 2010: branca, preta, amarela, parda ou indigena;

e Rendimento per capita — a soma do total ganho no ultimo més, incluindo o valor da

bolsa-familia, caso recebida, total esse dividido pelo nimero de pessoas que residissem

com a gestante;

e Escolaridade materna — categorizada em: analfabeta; ensino fundamental incompleto

(menos de oito anos); fundamental completo (até oito anos); ensino médio (entre nove e

onze anos); e nivel superior (> doze anos);

e Polivitaminicos com vitamina D — o uso regular de polivitaminicos contendo

vitamina D (pelo menos 4x na semana) no Gltimo més; registraram-se 0 nome comercial

e a posologia;

e Tempo de exposicdo ao sol — questionaram-se todas as atividades, realizadas pela

gestante no ultimo més da gravidez, que a fizessem se expor de forma pelo menos

parcial aos raios solares, ou seja, com vestiario que deixasse no minimo cabeca e
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membros expostos (MEREWOOD et al., 2010); esse tempo poderia ser aquele que a

gestante usava para chegar ao trabalho, levar o filho a escola ou a creche, lavar e

estender roupa, ou desempenhar quaisquer outras atividades domeésticas ou de lazer; so

consideramos positivas as respostas em que o0 horario da exposicdo estivesse

compreendido entre as 6 h e as 16 h. Calculou-se uma média semanal e, apds, uma

diéria, que foi empregada na andlise dos dados;

e Protetor solar — uso de protetor solar nas areas expostas, com regularidade de

aplicacdo (a cada 2 horas, se fosse pertinente aquele momento), na maioria das vezes em

que se houvesse exposto ao sol, no ultimo més da gestacéo;

e Peso do RN — em gramas, logo apds o nascimento, utilizando-se uma balanga digital

da marca Welmy®;

e Comprimento — em centimetros, logo apds o nascimento, realizado com o RN

deitado, utilizando-se uma régua antropomeétrica horizontal, graduada em centimetros e

milimetros, com uma haste fixa e um cursor que desliza sobre a escala milimetrada, de

marca Caumaq®;

e Adequacédo do RN — utilizando-se da curva de Lubchenco.

O status da vitamina D das gestantes e dos RN foram aqueles sugeridos por Holick e
Hossein-Nezhad (2013):

e Suficiéncia: > 30,0 ng/mL

e Insuficiéncia: 20,0-29,9 ng/mL

o Deficiéncia: < 20,0 ng/mL

3.4 Operacionalizacdo do estudo

Durante uma semana, todas as equipes de obstetras e neonatologistas do Hospital Bar&o
de Lucena receberam orientacGes sobre a pesquisa, sendo esclarecidas as ddvidas sobre a
selecdo das gestantes, assim como sobre o procedimento de coleta da 25(OH)D. Diariamente,
eram realizadas visitas a Emergéncia Obstétrica e ao Pré-parto do Centro Obstétrico do HBL,
com o objetivo de identificar, a partir do Cartdo do Pré-natal ou do prontuério, as gestantes

gue preenchiam os critérios de inclusdo do estudo. No momento do recrutamento era
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explicado o objetivo da pesquisa, e aquelas que decidissem participar assinavam o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice A).

Em seguida, 5 mL de sangue periférico eram coletados das gestantes, antes do parto, e 1
mL era coletado do sangue do corddo umbilical de seus neonatos, imediatamente apds o
clampeamento, para a realizagdo da dosagem da vitamina D no soro. Essas amostras eram
colhidas em tubo com ativador de coagulo e gel separador Vacuette®, e enviadas de imediato
ao laboratorio do préprio Hospital, sendo centrifugadas durante 4 minutos a 3000 rpm e, em
sequida, refrigeradas em temperatura mantida entre 2-8° C, até serem transportadas ao
laboratério terceirizado que realizaria a dosagem da vitamina D. Um term6metro digital
(Incoterm®) fixado ao congelador sempre registrava a temperatura atual e a variacéo entre a
minima e a maxima, e, desta forma, uma vez que valores abaixo de 2°C ou acima de 8°C
fossem registrados, aquelas amostras eram desprezadas e 0s pacientes excluidos
posteriormente da pesquisa. O transporte do soro ao laboratério terceirizado era feito em
recipiente térmico, com um termdmetro digital da mesma marca, e procedia-se da mesma
forma como relatado acima, caso houvesse oscilacGes de temperatura fora da faixa permitida.
Também foram descartadas amostras que sofreram hemdlise.

A dosagem da vitamina D foi realizada através do ensaio comercial LIAISON® 250H
Vitamin D Total (310600), da DiaSorin Inc. (EUA), que utiliza a técnica de
qguimioluminescéncia. Este ensaio determina tanto a 25(OH)D; quanto a 25(OH)D3 no plasma
ou soro, com intervalo de medicdo entre 4,0 e 150,0 ng/mL. Seguiram-se rigorosamente as
orientagdes do fabricante (LIAISON®), desde a coleta até a mensuracéo da vitamina D.

No pdés-parto, um mesmo pesquisador aplicava um formulario as gestantes (Apéndice
B), para registro de informagdes socioecon6micas e demograficas, e aferir as medidas

antropomeétricas dos RN (peso e comprimento).

3.5 Calculo amostral e analise estatistica

O tamanho total da amostra foi estimado a partir dos dois grupos que julgavamos ter a
maior e a menor frequéncia de deficiéncia de vitamina D, ou seja, PE'/OB” e PE/OB,
respectivamente. Pela auséncia de dados nacionais sobre os niveis de vitamina D entre
gestantes, estimamos uma frequéncia maxima de deficiéncia de vitamina D no grupo PE/OB"

de 20%, e, para o grupo PE*/OB", utilizamos os dados do estudo de Robson et al. (2010),
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segundo o qual 54% das gestantes com PE, com uma mediana do IMC de 34 kg/m?, estavam
deficientes em 25(OH)D. Consideramos um erro-o de 5% ¢ um poder de 80%. Utilizando a
calculadora Statcalc do programa estatistico EPI-INFO versdo 6.04, encontramos um numero
minimo de 36 pacientes por grupo. No entanto, ao término da coleta, o0 ndmero de
participantes em cada grupo variou entre 40 e 48, totalizando 179 pares mae-RN para a
analise.

O mesmo programa estatistico foi utilizado para a analise dos resultados. Procedeu-se a
uma entrada dupla dos dados a partir do comando validate. As variaveis quantitativas foram
expressas por média e desvio-padrdo quando de distribuicdo simétrica, ou mediana e quartis
quando de distribuicdo assimétrica, enquanto as variaveis qualitativas o foram em proporgdes.
As diferencas de frequéncia e a associacdo entre as varidveis qualitativas foram testadas pelo
qui-quadrado ou teste exato de Fisher, quando indicado. Utilizou-se a correlacdo linear de
Pearson para testar duas variaveis quantitativas. Para se examinar a associacdo entre uma
variavel quantitativa simétrica ou assimétrica e uma variavel qualitativa, empregou-se a
ANOVA e o Kruskal-Wallis, respectivamente. O nivel de significancia empregado em todos
os testes foi de 5%. O programa SPSS (Statistical Package for Social Science) foi utilizado

apenas para analisar a significancia das correlagoes.

3.6 Aspectos éticos

Este estudo seguiu os principios da Declaracdo de Helsinque e foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal de Pernambuco, com numero do parecer 137.886 e CAAE
07742012.0.0000.5208 (Anexo A). Todas as participantes assinaram 0 Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice A).

As coletas de sangue na genitora foram realizadas por profissionais capacitados
(enfermeiro(a)/ técnico(a) de enfermagem), e executadas de acordo com as normas de
biosseguranga e com 0 maximo de cuidado para ndo causar sofrimento desnecessario as
participantes do estudo. Geralmente, a coleta era feita simultaneamente com os exames de
rotina do internamento.

O sangue do corddo umbilical foi coletado pelo neonatologista que assistia ao recém-

nascido em sala de parto, com o igual rigor descrito acima.
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Como beneficios diretos, os resultados dos niveis da 25(OH)D eram comunicados as
gestantes ainda na maternidade e escritos em folha especifica, para que fossem mostrados na
primeira consulta com o obstetra e com o pediatra. No caso de resultados que ficaram prontos
apos a alta, o pesquisador entrou em contato por meio de telefone com a genitora ou com o
responsavel, pedindo que fossem anotados os valores da vitamina D de ambos (mée e filho)
em folha especifica, entregue durante o internamento na maternidade, a fim de que fossem

mostrados na proxima consulta médica.

3.7 Problemas metodoldgicos

A falta de dados nacionais sobre a frequéncia de deficiéncia de vitamina D entre as
gestantes foi um dos primeiros problemas enfrentados por nés. Isso dificultou o célculo do
tamanho amostral. O curto espaco de tempo e os custos da dosagem da 25(OH)D
inviabilizaram a realizacdo de um projeto piloto.

Por se tratar de um estudo de corte transversal, viés de selecdo pode ter ocorrido. No
entanto, conforme serd apresentado no capitulo de resultados, a analise dos dados mostrou
que, entre os quatro grupos do estudo, ndo ocorreram diferencas significativas em relacéo a
importantes variaveis, como: idade gestacional, cor da pele, rendimento per capita,
escolaridade e uso de suplementos vitaminicos. Viés de informacéo foi minimizado pelo fato
de um Unico pesquisador ter entrevistado todas as gestantes. A dupla digitagdo dos dados no
programa estatistico também diminuiu a chance de erros de informacéo.

A coleta da vitamina D de todos os participantes ocorreu no periodo de maior incidéncia
de radiacdo UVB na regido (entre novembro e mar¢o), reduzindo com isso uma importante
interferéncia do meio ambiente sobre os niveis da 25(OH)D. Contudo, € importante
considerar que qualquer biomarcador apresenta limitac6es, quer seja por fatores fisiologicos,
quer pelas dificuldades metodoldgicas na sua mensuragdo (PRENTICE et al., 2008). Assim,
apesar de a dosagem da 25(OH)D ser utilizada como um dos principais marcadores do estado
nutricional da vitamina D, é pertinente ressaltar que situacGes fisioldgicas ou patologicas, por
si s0s, podem alterar esse biomarcador, e, com isso, suas baixas concentracdes podem néo
necessariamente refletir uma condicdo de causalidade linear.

O pequeno numero de participantes de cada grupo ndo permitiu fazer uma analise

multivariada, reduzindo o poder estatistico do estudo.
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Outro importante problema, porém ndo exclusivo de nossa pesquisa, € a falta de
consenso por parte da comunidade cientifica sobre qual o melhor valor que define suficiéncia/
deficiéncia de vitamina D. De um lado, o Instituto de Medicina (IOM) reconhece unicamente
os beneficios da 25(OH)D sobre o metabolismo dsseo, e, dessa forma, assumiu em 2010
niveis iguais ou superiores a 20 ng/mL como seguros para a saude (HEWISON, 2012). Em
contrapartida, a diretriz da Endocrine Society, publicada em 2011, composta, entre outros, por
um dos maiores experts em vitamina D, o Dr. Holick, rejeitou a posi¢do adotada pelo IOM
(HOLICK et al., 2011). Primeiro, por haver evidéncias cientificas de que 20 ng/mL podem
ndo assegurar salde Ossea, sendo necessarios valores de pelo menos 30 ng/mL para esse
objetivo (HEANEY; HOLICK, 2011). Segundo, pelo fato de o IOM recomendar a mesma
RDA (600Ul/dia) de vitamina D para todos os individuos adultos, desconsiderando
necessidades maiores em determinadas situacdes, como na gestacdo/ lactacdo e entre 0s
obesos (HOLICK et al., 2011). Por fim, apesar de poucas pesquisas tipo Ensaios Clinicos
Randomizados, ndo devem ser ignorados os inUmeros estudos existentes até o momento
(ecolodgicos, coorte e caso-controle), que demonstram a associacdo de baixos niveis de
25(0OH)D com um maior risco de cancer, doencas inflamatdrias e infecciosas e afeccbes
cardiovasculares (CHRISTAKOS et al., 2013; LICHTENSTEIN et al., 2013). Baseado nesses
aspectos, escolhemos os critérios da Sociedade de Endocrinologia Norte-Americana para
definirmos o status da vitamina D em gestantes e em RN.
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4 RESULTADOS

4.1 Artigo original: “Niveis maternos e neonatais de vitamina D: interferéncia da pré-

eclampsia e da obesidade gestacional””

Resumo

Pressupostos Nos ultimos anos, uma alta prevaléncia de deficiéncia de vitamina D entre
gestantes e recém-nascidos (RN) tem sido observada em varias regides do mundo, em
especial na presenca de pré-eclampsia (PE) ou obesidade (OB). O objetivo deste estudo foi
identificar se PE, com ou sem OB, determina um pior status da 25(OH)D, principal forma
circulante da vitamina D, no binbmio mée-filho, bem como se ha correlacéo entre os niveis
maternos e neonatais dessa vitamina.

Método Realizou-se um estudo de corte transversal, envolvendo 179 gestantes com idade
gestacional >34 semanas, em uma maternidade de Recife, Brasil (9°S), de modo a preencher
quatro grupos: PE*/OB™; PE*/OB™; PE/OB"; PE/OB". Sangue periférico das gestantes e do
corddo umbilical dos RN foi colhido para a dosagem da 25(OH)D, realizada por
quimioluminescéncia (LIAISON®).

Resultados Deficiéncia de 25(0OH)D foi observada em aproximadamente 50% das gravidas
com PE. Os RN de mées com PE apresentaram menores medianas de 25(OH)D, em relagédo
aqueles nascidos de maes sem PE (p<0.01). A obesidade na gestacdo determinou uma maior
frequéncia de deficiéncia de 25(0OH)D entre gestantes e RN, porém, ndo foi estatisticamente
significante. Gravidas e neonatos do grupo PE*/OB™ ndo apresentaram um pior status de
vitamina D em relagdo ao grupo PE*/OB". A 25(OH)D dos neonatos apresentou-se fortemente
correlacionada com as das maes (p=0.01). Essa correlagdo foi menor na ocorréncia da
obesidade.

ConclusGes As gestantes com PE apresentaram uma maior frequéncia de deficiéncia de
25(0OH)D, bem como seus neonatos, no entanto, a presenga de obesidade n&o influenciou de
forma significativa. Gestantes obesas transferiram menos 25(OH)D para seus RN.

Palavras-chave: Vitamina D. Deficiéncia de vitamina D. Pré-eclampsia. Obesidade.
Gravidez. Recém-nascido.

" Artigo de acordo com as normas do periddico European Journal of Nutrition
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Abstract

Background In recent years, a high prevalence of vitamin D deficiency amongst pregnant
women and newborn babies (NB) has been observed throughout several regions of the world,
especially in the presence of pre-eclampsia (PE) or obesity (OB). The aim of this study was to
identify whether PE, with or without OB, determines a poor 25(OH)D status, the major
circulating form of vitamin D, in the mother-infant dyad, as well as the correlation between
maternal and neonatal levels of this vitamin.

Methodology We conducted a cross-sectional study involving 179 pregnant women with a
gestational age > 34 weeks, at a maternity hospital in Recife, Brazil (9°S), in order to form
four separate groups: PE*/OB"; PE'/OB"; PE/OB"; PE/OB". Peripheral blood from pregnant
women and the umbilical cord of newborn infants was collected to measure the 25(OH)D,
analysed by chemiluminescence (LIAISON®).

Results A deficiency of 25(OH)D was observed in approximately 50% of pregnant women
with PE. The newborn infants of mothers with PE presented the lowest median levels of
25(0OH)D compared to those born to mothers without PE (p <0:01). Obesity during pregnancy
presented a greater frequency of 25(OH)D deficiency among pregnant women and newborns.
However, this was not statistically significant. Pregnant women and newborns in the PE*/OB*
group not presented a poorer vitamin D status in relation to the PE*/OB™ group. The 25(0OH)D
of newborns was strongly correlated with the mothers’ (P=0.01). This correlation was lower
in the occurrence of obesity.

Conclusions Pregnant women with PE, together with their neonates, presented a higher
frequency of 25(OH)D deficiency. However, the presence of obesity was not a significant
influence. Obese pregnant women transferred less 25(OH)D to their newborn infants.

Keywords: Vitamin D. Vitamin D deficiency. Pre-eclampsia. Obesity. Pregnancy. Newborn.
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Introducéo

A deficiéncia de vitamina D na gravidez é observada com frequéncia [1, 2], e traz
preocupacdes devido a sua associagdo com diversas condigdes morbidas, tais como pré-
eclampsia (PE), obesidade e diabete gestacional, além das repercussdes de medio e longo
prazo nos recem-nascidos (RN) [1, 3, 4].

Classicamente é ressaltada a importancia da vitamina D em relacdo ao metabolismo
06sseo [5], porém, nos ultimos anos, a sua forma ativa (1,25(0OH),D) vem assumindo um papel
bioldgico e clinico cada vez maior [6]. Observa-se uma mudanca de paradigma, de tal forma
que a 1,25(0OH),D é vista hoje como um hormonio, agindo em receptores especificos,
descritos em pelo menos 36 tipos diferentes de células [6].

Tem sido demonstrada a participacdo da 1,25(0OH),D na regulagdo do sistema
imunoldgico (acdo imunomoduladora) [7, 8], de maneira que a sua deficiéncia passou a ser
considerada um fator de risco para doencas inflamatorias, como, por exemplo, a PE [8-11]. A
obesidade pré-gestacional também est4 associada a uma maior chance de PE [12]. Por outro
lado, pesquisas tém demonstrado uma relacéo inversa entre o IMC e o status da vitamina D
[13-15]. Assim, a presenca de baixos niveis dessa vitamina em gestantes obesas [16] pode
contribuir na génese da PE, que é complexa e multifatorial [17].

Como o status da vitamina D do feto é dependente dos niveis maternos [1, 18],
quaisquer situacOes que determinem deficiéncia dessa vitamina na gestacdo implicam baixas
concentragcfes no recém-nascido. Repercussdes 6sseas (craniotabes, menor conteudo mineral
0sseo e raquitismo) [19] e ndo Gsseas (maior risco de infecgcBes respiratorias, asma e diabete
tipo 1) [20] podem estar associadas a deficiéncia de vitamina D ao nascimento.

Assim, esta pesquisa tem por objetivo investigar se gravidas com pré-eclampsia,
associada ou ndo a obesidade, bem como seus recém-nascidos, apresentam menores
concentragdes de 25(OH)D em relagdo as gestantes sem pré-eclampsia, com e sem obesidade,

além de verificar se ha correlagdo entre os niveis maternos e neonatais dessa vitamina.
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Sujeitos e métodos

Desenho e sujeitos do estudo

Realizou-se um estudo observacional, de corte transversal, no periodo de novembro de
2012 a marco de 2013, na Maternidade do Hospital Bardo de Lucena, na cidade do Recife (9°
S), Brasil. Este estudo seguiu os principios da Declaracdo de Helsinque, tendo sido aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Sadde da
Universidade Federal de Pernambuco (n° do parecer: 137.886). As gestantes ingressaram na
pesquisa apos assinatura do consentimento livre e esclarecido, e foram distribuidas em quatro
grupos: gravidas com PE e sem obesidade (PE/OBY); gravidas com PE e obesidade
(PE*/OB™); gravidas sem PE e obesas (PE/OB™); gravidas sem PE e néo obesas (PE/OB").

Foram incluidas gestantes com idade compreendida entre 16 e 40 anos, no curso de uma
gestacdo Unica e com idade gestacional minima de 34 semanas, além de a sua primeira
consulta no pré-natal ter ocorrido até a 162 semana. Nao foram admitidas aquelas com registro
de hipertensdo antes da 20? semana de gestacdo, ou com historia de hipertensdo crénica; com
diabete melito ou gestacional; com doencas hepaticas ou renais; na vigéncia de infeccdo; ou
em uso de medicages anticonvulsivas.

De um total de 201 bindmios recrutados inicialmente, 22 foram excluidos por: hemolise
ou material insuficiente (16); armazenamento ou transporte inadequado (6), de maneira que ao

término da coleta, 179 pares mde-RN estavam aptos a participarem da pesquisa.

Variaveis do estudo

A idade gestacional foi determinada pela data da ultima menstruagdo. A PE foi definida
a partir dos critérios do Colégio Americano de Obstetricia e Ginecologia (ACOG) [21]. A
classificacdo de obesidade durante a gestacdo foi estabelecida de acordo com o Manual
Teécnico do Pré-natal e Puerpério do Ministério da Saude do Brasil [22].
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Para definir o status da vitamina D, utilizamos os pontos de corte propostos por Holick
et al. [23] para adultos (gestantes), sendo 0os mesmos valores empregados para 0os RN [24]: >
30 ng/mL como suficiente para a promogéo de saude (acdes dsseas e ndo classicas); deficiente
quando abaixo de 20 ng/mL; e insuficiente se situado entre 20 e 29.9 ng/mL.

Um Unico pesquisador aplicou um formulério as gestantes no pos-parto, registrando
informacgdes socioecondmicas e demograficas e dados clinicos da gestacdo, além do tempo de
exposicdo a luz solar, e a frequéncia de uso de protetor solar e de suplementos vitaminicos
contendo vitamina D. Também foram anotados dados antropométricos dos RN (peso e

comprimento).

Andlise laboratorial

Foram coletadas amostras de sangue periférico das gestantes, bem como do corddo umbilical
dos RN, em tubo com ativador de coagulo e gel separador Vacuette®, amostras essas
imediatamente centrifugadas e, em seguida, refrigeradas a temperatura de 2-8° C até a
dosagem da vitamina D, que ocorria nas primeiras 72 horas ap6s a coleta. Utilizou-se a
técnica de quimioluminescéncia, através do ensaio comercial LIAISON 250H Vitamin D
Total (310600)®, da DiaSorin Inc. (EUA), o qual apresenta um intervalo de medicdo entre 4.0
e 150.0 ng/mL.

Célculo amostral e analise estatistica

O tamanho da amostra foi determinado a partir da freqiiéncia de deficiéncia da vitamina
D nos grupos PE'/OB* e PE/OB". Pela auséncia de dados nacionais, estimamos uma
frequéncia de deficiéncia de vitamina D, no grupo PE/OB", de 20%, e, para o grupo PE*/OB",
utilizamos os dados do estudo de Robson et al. [11], que foi de 54%. Considerando um erro-o
de 5% e um poder de 80%, e a partir do programa estatistico EPI-INFO versédo 6.04,
encontramos um numero minimo de 36 pacientes por grupo. O mesmo programa foi utilizado

para a analise dos resultados. As varidveis quantitativas de distribuicdo simétrica foram
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expressas por média e desvio-padrdo, enquanto aquelas de distribuicdo assimétrica foram
apresentadas por mediana e quartis. As varidveis qualitativas foram expressas em proporcdes.
As diferencas entre frequéncias e a associacdo entre as variaveis qualitativas foram testadas
pelo qui-quadrado ou teste exato de Fisher, quando indicado. Utilizou-se a correlagédo linear
de Pearson para testar duas variaveis quantitativas. Para se examinar a associacdo entre uma
variavel quantitativa simétrica ou assimétrica e uma variavel qualitativa, empregou-se a
ANOVA e o Kruskal-Wallis, respectivamente. O nivel de significancia empregado em todos
os testes foi de 5%. O programa SPSS (Statistical Package for Social Science) foi utilizado

para analisar a significancia das correlagoes.

Resultados

A andlise de 179 bindmios mae-RN mostrou que 63% (58/92) das gestantes com PE era
primigesta, em comparacao aquelas sem PE (31%; 27/87), enquanto as gravidas ndo obesas
eram mais jovens em relacdo as obesas, sendo essas diferencas estatisticamente significantes.
Observou-se um maior percentual de RN PIG no grupo PE*/OB’, assim como uma maior
frequéncia de GIG nos grupos de gestantes obesas (PE'/OB* e PE/OB™). Essas e outras
caracteristicas socioecondmicas e clinicas das gestantes e dos neonatos encontram-se na
Tabela 1.

Encontramos um baixo percentual de suficiéncia em 25(OH)D entre todas as gestantes
(12.3%; 22/179) e neonatos (44.7%; 80/179) do estudo. No entanto, as gestantes com PE,
assim como seus RN, apresentaram uma maior frequéncia de deficiéncia de 25(OH)D em
relacdo aquelas sem PE. Observamos também uma maior frequéncia de deficiéncia de
25(0OH)D no grupo PE/OB", em relagio ao grupo PE/OB’, tanto nas gestantes como nos RN,
porém estatisticamente ndo significante. O grupo PE*/OB"™ ndo apresentou um pior status da
vitamina D no bindmio mie-RN quando comparado ao grupo PE*/OB™ (Tabela 2).

Gréavidas e neonatos dos grupos com PE apresentaram uma menor mediana de vitamina
D em comparacdo aos grupos sem PE. A mediana da 25(OH)D dos RN, em todos 0s grupos,
foi cerca de 1/3 superior aquela das maes (Figura 1).

Na Figura 2 observa-se que, nos grupos de gestantes ndo obesas, ocorreu uma forte

correlacdo positiva entre os niveis de 25(OH)D neonatais com 0s niveis maternos, enquanto
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naqueles em que a obesidade esteve presente esta correlacdo também foi positiva, porém
menor. Em todos 0s grupos, as correlaces foram estatisticamente significantes (p=0.01).
Entre os grupos de gravidas obesas, ndo encontramos diferencas significativas em
relacdo ao IMC (p= 0.91). Um pequeno numero de gestantes recebeu suplementacédo
vitaminica durante a gestagdo, 17/179 (9.5%), e apenas 8.9% (16/179) fez uso de protetor
solar. N&o houve diferencas significativas do ponto de vista estatistico em relacdo ao status da
vitamina D quando comparados 0s grupos que usaram polivitaminicos ou protetor solar e 0s
grupos que nao o fizeram. A cor da pele também ndo influenciou o status da vitamina D entre
as gestantes (p= 0.50). As gravidas com deficiéncia de 25(OH)D se expuseram menos ao sol
(Md= 20.0; Q1= 10.0, Q3= 40.0) em relacdo aquelas com suficiéncia (Md= 22.5; Q1= 15.0,

Q3=45.0), porém essa diferenca ndo foi estatisticamente significante (p= 0.67).

Discussao

A pré-eclampsia esteve associada tanto a uma menor mediana quanto a uma maior
frequéncia de deficiéncia de vitamina D nas gestantes e em seus recém-nascidos. N0SS0s
resultados mostraram uma maior deficiéncia de vitamina D em presenca da obesidade,
embora sem significancia estatistica.

Entretanto, chamou nossa atencdo o fato de a associacdo PE e OB néo ter conferido um
pior status da 25(OH)D em relagdo ao grupo PE*/OB". N&o encontramos na literatura revisada
estudos que tenham testado os niveis séricos da 25(OH)D na presenca desses dois disturbios,
dificultando-se, com isso, a comparacdo dos nossos achados. Deve-se considerar gque, por
tratar-se de um estudo observacional, viés de selecdo possa ter ocorrido. A maioria das nossas
pacientes obesas apresentava um IMC entre 30 e 35 (obesidade grau 1), e, dessa forma,
resultados diferentes poderiam ter sido encontrados se um percentual maior de obesas grau Il
e 11l compusesse o grupo PE*/OB”. Além disso, o emprego do IMC como meio Unico para a
definicdo da obesidade, sem que esteja associado a uma anélise da composicao corporal, pode
ter levado a selecdo de gestantes com um menor percentual de tecido adiposo, e, assim, um
menor sequestro da 25(OH)D da circulacéo ter ocorrido [15]. Também n&o podemos afastar a
possibilidade de que um tamanho amostral maior pudesse conferir resultados diferentes.

A cor da pele ndo influenciou de forma significativa os niveis da 25(OH)D entre as

gestantes do nosso estudo. Pesquisadores mostram que uma maior quantidade de melanina na
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pele dificulta a producdo enddgena da 25(OH)D [25, 26]. A intensa miscigenacdo da
populacdo brasileira e a subjetividade associada & autodefinicdo da cor da pele,
provavelmente, contribuiram para o baixo poder explicativo dessa variavel [27].

Além do pequeno percentual de gestantes que fizeram uso de suplementos orais
contendo vitamina D, nenhum desses atingia a RDA (Recommended Dietary Allowance) de
600 Ul proposta pelo Instituto de Medicina Americano (IOM) [28], nem, tampouco, aquela da
Endocrine Society (1500-2000 Ul/dia) [23]. Isso justifica, em parte, o achado da néo
interferéncia da suplementacdo vitaminica nas gestantes no presente estudo, sob os niveis
séricos da 25(OH)D. Estudos mostram que suplementar vitamina D na gravidez,
principalmente com doses mais altas (2000 Ul/dia), é capaz de manter niveis adequados de
25(0OH)D na circulacédo das gestantes [4, 23].

Talvez o maior tempo de exposi¢do ao sol ndo tenha influenciado significativamente os
niveis de 25(OH)D das gestantes do estudo, pois a maioria delas afirmou ser entre 6:00 e 7:00
da manhd o principal horario em que tinham contato diretamente com o0s raios solares.
Acredita-se que, nesse periodo, os raios UVB que atingem a superficie da Terra sejam mais
obliquos, e, portanto, menos efetivos na fotoconversdo do precursor da vitamina D na pele
[23, 29].

Nossos achados de um pior status da vitamina D no bindbmio mae-filho, nos grupos com
PE com ou sem obesidade, estdo de acordo com dados da literatura [9-11, 30]. Robinson et al.
[11] e Baker et al. [10] encontraram, em gestantes americanas com PE grave, percentuais de
deficiéncia de 25(0OH)D de 54% e 26%, respectivamente, sendo esses valores
significativamente maiores quando comparados aos daquelas mulheres sem PE (p<0.05).
Esses pesquisadores utilizaram os mesmos pontos de corte que definem o status da vitamina
D empregados por nés. Em outro estudo caso-controle, Bodnar et al. [9] observaram um
maior percentual de deficiéncia de vitamina D entre gestantes americanas que desenvolveram
PE em relacdo ao grupo controle (p= 0.08). Igualmente, os neonatos nascidos daquelas mées
com PE apresentaram um pior status de 25(OH)D em relacdo aos nascidos das mulheres do
grupo controle (p<0.05).

Postula-se que o status materno da vitamina D seja capaz de alterar o risco da pré-
eclampsia [31]. Essa doenca pode ser explicada, em parte, pela implantacdo superficial do
trofoblasto no endométrio, decorrente de uma exacerbada resposta do sistema imunolégico da
gestante (aumento de citocinas pré-inflamatdrias), levando, assim, a uma menor tolerancia
materna ao feto [17, 32]. As propriedades imunomoduladoras da forma ativa da vitamina D

podem ser fundamentais nesse momento da implantacdo do trofoblasto, de maneira que a
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deficiéncia dessa vitamina, no comeco da gestacdo, podera levar ao desequilibrio entre
citocinas pré e anti-inflamatorias, constituindo-se em um fator de risco para a ocorréncia da
PE [33].

Nos estudos de Baker et al. [10] e Bodnar et al. [9], os baixos niveis de 25(OH)D
precederam a apresentacao clinica da PE, tendo-se em vista que as amostras de sangue foram
coletadas na primeira metade da gestagdo. Dessa forma, uma maior inferéncia causal pode ser
especulada, e talvez o encontro de baixos niveis de vitamina D no comeco da gestacdo tenha
alguma participacdo na complexa fisiopatologia da PE.

Bodnar et al. [16] encontraram também um maior percentual de 25(OH)D abaixo de 20
ng/mL no binémio mée-filho quando o IMC pré-gestacional era > 30 kg/m? em comparagdo
com o grupo sem obesidade (p < 0.05). Especula-se que o encontro de baixos niveis de
vitamina D em individuos obesos decorra da solubilidade dessa vitamina em gordura, e,
portanto, quanto maior o percentual de tecido adiposo, menor é a concentracdo sérica da
25(0OH)D [13].

Quando analisamos as medianas de vitamina D dos RN de todos os grupos, observamos
que foram superiores as das mées. A vitamina D no sangue de cordao é relatada como sendo
25-30% mais baixa em relagdo a do sangue materno [34]. Mas h& autores que mostram
resultados discordantes. Dror e Alen (2010), revisando a literatura, encontraram relatos de que
as concentragdes da 25(OH)D no sangue do cordao foram até 108% maiores que 0s niveis das
gestantes [1]. A ndo uniformidade dos estudos em relacdo aos diversos métodos de se
mensurar a vitamina D pode em parte justificar as diferencas encontradas. Ndo podemos
afastar, também, a possibilidade de que os resultados encontrados possam refletir diferencas
entre as populacBes estudadas, com possibilidade de polimorfismos genéticos, conforme ja
vem sendo descoberto em relagéo a proteina ligadora de vitamina D (DBP) [35].

Semelhantemente ao encontrado em outros estudos [36, 37], 0s niveis neonatais de
vitamina D, na nossa pesquisa, apresentaram uma correlacdo positiva com os valores das
gestantes, mostrando como os fetos sdo dependentes das concentracGes séricas da 25(OH)D
materna. Entretanto, pelos coeficientes de determinacéo encontrados, observamos que ocorreu
uma menor transferéncia da 25(OH)D materno-fetal nos grupos de gestantes com maior IMC.
Em recente estudo, Josefson et al. [38] também observaram que maes obesas transferiam
menos 25(OH)D para seus filhos, em comparacdo aquelas ndo obesas. Até o presente
momento, desconhece-se o porqué disso, e, assim, algumas hipbteses sdo aventadas, de
explicacdo ndo linear, baseadas nos aspectos fisioldgicos do transporte da vitamina D na

placenta, bem como na fisiopatologia da obesidade.
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Ainda ndo estd claro como a vitamina D atravessa a placenta. Estudos da década de
1980 [39], bem como revisBes recentes da literatura [40], consideram que 0 mecanismo
principal seja por difusdo passiva, assim como acontece com 0s hormonios esteroides sexuais.
A fracdo livre de 25(OH)D no plasma talvez reflita a quantidade disponivel para a absor¢éo
celular, pela teoria do hormonio livre [41]. Dessa forma, apenas a 25(OH)D livre,
lipossollvel, cruzaria a bicamada lipidica das células. Karlsson et al. [42] identificaram que
mulheres obesas em idade reprodutiva apresentam maiores niveis circulantes da DBP em
relacdo as mulheres magras, resultando num menor percentual de 25(OH)D livre. Caso isso
também ocorra em gestantes obesas, e assumindo-se o transporte passivo da 25(OH)D através
da placenta, talvez se justifique, pelo menos em parte, a menor transferéncia da vitamina D
para os seus fetos.

Por outro lado, a placenta € um 6rgdo complexo, e sua estrutura pode sofrer mudancas
diante de diferentes contextos clinicos. E esperado que, nos primeiros meses de gestacio,
aconteca uma maior expressao do gene CYP27B1 na placenta, que codifica a enzima la-
hidroxilase, necessaria para a conversdo do calcidiol em calcitriol, e que, a0 mesmo tempo,
ocorra um “silenciamento” do gene CYP24A1, responsavel pelo catabolismo tanto da
25(0OH)D como da 1,25(0OH),D [33]. Estudo in vitro mostrou que o TNF-a foi capaz de
estimular a expressdo do CYP24A1 em culturas de trofoblastos [31]. Sabe-se também que, em
gestantes obesas, a placenta encontra-se inflamada, com uma maior concentragdo de citocinas
pré-inflamatorias [43]. Pelo exposto, € possivel que uma maior expressdo génica do
CYP24A1, modulada por mecanismos epigenéticos, ocorra diante de uma placenta inflamada
de gestantes obesas, resultando em uma menor concentragdo da 25(OH)D na interface
materno-fetal, e, portanto, em uma menor passagem dessa vitamina para o feto.

Acreditamos que estudos futuros, principalmente in vivo, possam elucidar o transporte
da vitamina D através da placenta de mulheres magras e obesas, com e sem complicacdes,
como a pré-eclampsia, contribuindo, dessa forma, para um melhor entendimento do status da
vitamina D nos recém-nascidos.

Os resultados desta pesquisa devem ser analisados a luz de suas limitacBes. Além das
questBes referentes ao viés de sele¢do, o pequeno nimero de participantes pode nao ter sido
representativo das populacdes obesas ou com PE. Termos dosado a 25(OH)D imediatamente
antes do parto reflete tdo somente o seu status nas Ultimas 2-3 semanas [25]. Chamamos
atencdo também para o fato de que qualquer biomarcador apresenta limitacGes, quer por
fatores fisioldgicos, quer pelas dificuldades metodologicas de sua mensuracéo [41]. Entre 0s

varios fatores capazes de interferir na concentragdo da 25(OH)D, destacam-se: o aumento das
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necessidades fisioldgicas, a adiposidade corporal, a hemodiluicdo e os efeitos do
envelhecimento, bem como a afinidade da vitamina D com os tecidos alvos e a eficiéncia da
absorcdo celular, entre outros [41]. Apesar de ser o mais utilizado por clinicos e
pesquisadores, a 25(0OH)D € um marcador de fornecimento do nutriente vitamina D, podendo,
assim, nao representar o melhor biomarcador de funcéo bioldgica [41]. Por fim, o ndo uso do
padrdo ouro para mensurar a vitamina D, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
pode refletir menor fidedignidade quanto aos verdadeiros niveis de 25(OH)D encontrados na
amostra.

Vale a pena ressaltar que o nosso estudo foi realizado em uma latitude proxima ao
equador (9° S), com raios UVB abundantes praticamente nas quatro estagcbes do ano,
elemento que, por si so, controlou esse fator de confusdo geogréafico, encontrado nos estudos
feitos em elevadas latitudes.

Em concluséo, nossos resultados mostraram uma menor mediana, e, consequentemente,
um pior status da vitamina D no binbmio mée-RN, quando em presenca de PE ou obesidade
gestacional. Como a obesidade tornou-se uma das maiores epidemias mundiais do inicio deste
século, acreditamos que pesquisas devam ser realizadas com o objetivo de se saber se a
suplementacdo com doses mais altas de vitamina D em gravidas obesas é capaz de promover
um melhor status da 25(OH)D nos seus RN.
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Tabela 1 — Caracteristicas maternas e neonatais expressas em percentual (%), mediana (Md) e quartis
(Q1, Q3), ou em média (X) e desvio-padrao

; PE */OB~ PE */OB* PE /OB* PE /OB’
VARIAVEIS P VALOR
(48) (44) (40) (47)
IDADE DAS GESTANTES Md= 21.0 Md= 26.5 Md= 27.0 Md= 24.0 0.003"
(Anos) (19.0-27.0) (21.5-31.5) (22.0-33.0) (19.0-29.0) :
Md= 23.7 Md=32.9 Md=32.8 Md= 24.2 .
IMC DAS GESTANTES (21.2-25.7) (31.5-36.8) (31.6-35.9) (21.3-26.3) <0.001
NUMERO DE GESTACOES:
1 70.8% (34) 54.5% (24) 27.5% (11) 34.0% (16) <0.001"
22 29.2% (14) 45.5% (20) 72.5% (29) 66.0% (31) )
IDADE GESTACIONAL:
< 37SEMANAS 25.0% (12) 18.2% (08) 12.5% (05) 14.9% (07) 0.43"
> 37 SEMANAS 75.0% (36) 81.8% (36) 87.5% (35) 85.1% (40) ‘
COR DA PELE:
BRANCA 16.7% (08) 25.0% (11) 17.5% (07) 14.9% (07) 062"
NAO BRANCA 83.3% (40) 75.0% (33) 82.5% (33) 85.1% (40) )
RENDA per capita Md= 312.00 Md= 339.00 Md= 252.00 Md= 282.70 0.00"
(Em Reais) (208.00-500.00) (211.20-450.00) (169.50-336.20) (200.00-400.00) ‘
ESCOLARIDADE:
ANALFABETA 2.1% (01) 4.5% (02) 10.0% (04) 10.6% (05) 028"
ALFABETIZADA 97.9% (47) 95.5% (42) 90.0% (36) 89.4% (42) :
DURAGAO DA EXPOSICAO AO Md=20.0 Md=20.0 Md=32.5 Md=20.0 0.16"
SOL (Minutos/Dia) (10.0-32.5) (15.0-35.0) (15.0-50.0) (10.0-30.0) '
USO DE VITAMINA D:
Sim 10.4% (05) 13.6% (06) 0.0% (0) 12.8% (06) 013"
NAO 89.6% (43) 86.4% (38) 100% (40) 87.2% (41) )
USO DE PROTETOR SOLAR:
sim 10.4% (05) 09.1% (04) 07.5% (03) 08.5% (04) 0.97"
NAO 89.6% (43) 90.9%(40) 92.5% (37) 91.5% (43) ‘
SEXO DO RN
FEMININO 45.8% (22) 59.1% (26) 55.0% (22) 53.2% (25) 0.63%*
MASCULINO 54.2% (26) 40.9% (18) 45.0% (18) 46.8% (22) .
X=2782.3 X=3272.6 X=3326.7 X=3221.2 rn
PESO DORN (g) +750.9 +648.6 +589.3 +544.3 <0.001
Md=46.5 Md= 48.0 Md= 49.0 Md=48.0 N
COMPRIMENTO DO RN (cm) (44.5-48.0) (47.0-49.0) (47.0-50.0) (46.0-49.0) 0.006
ADEQUACAOP DO RN
AIG 58.3% (28) 70.5% (31) 75.0% (30) 83.0% (39)
PIG 33.3% (16) 0% (0) 05.0% (02) 04.3% (02) <0.001**
GIG 08.4% (04) 29.5% (13) 20.0% (08) 12.7% (06)

RN (recém-nascido); g (gramas); cm (centimetros). B (Classificagdo de acordo com a curva de Lubchenco).
* Kruskal-Wallis ; ** Qui-quadrado ; *** ANOVA
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STATUS DA PE /OB PE */ OB* PE '/ OB* PE /OB VALOR"
25(0H)D (48) (44) (40) (47) P
GESTANTES

>30.0 08.3%(04) 04.6%(02) 20.0%(08) 17.0%(08)

20.0-29.9 39.6%(19) 47.7%(21) 47.5%(19) 68.1%(32) 0.002
<20.0 52.1%(25) 47.7%(21)° 32.5%(13)* 14.9%(07)

RECEM-NASCIDOS

>30.0 33.3%(16) 36.4%(16) 52.5%(21) 57.4%(27)

20.0-29.9 52.1%(25) 54.5%(24) 40.0%(16) 42.6%(20) 0.06
<20.0 14.6%(07) 09.1%(04)° 07.5%(03)" 0% (0)

2
X

*
“p =0.10 (PE/OB"vs PE/OB)
®»=0.16 (PE/OB'vs PE/OB)
v =0.62 (PE'/OB" vs PE/OB))
‘p=0.72 (PE'/OB" vs PE'/OB)



40
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15

B 45
40
35
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Figura 1 —

1 (25.1)
(22.9)
T (19.3) (20.3)
: : : p <0.001%*
PE+/OB- PE+/OB+ PE-/OB+ PE-/OB-
T 3 (333
1 (30.3)
(28.3)
1 (26.0)
‘ ‘ ‘ p =0.008*
PE+/OB- PE+/OB+ PE-/OB+ PE-/OB-

Medianas e intervalos interquartilicos da 25(OH)D entre as
gestantes (A) e recém-nascidos (B).
* Kruskal-Wallis.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Constatamos que a deficiéncia de vitamina D entre as gestantes com PE ou obesas foi
mais frequente em relacdo aquelas sem PE e aquelas ndo obesas. Contudo, ndo podemos
afirmar relacéo de causalidade, devido ao tipo de estudo realizado.

Um pequeno percentual de suficiéncia em 25(OH)D foi observado nos quatro grupos de
gravidas, sendo essa situacdo mais favoravel entre os neonatos. Esse achado chamou nossa
atencdo, pois, apesar de o0 estudo ter sido realizado em uma regido ensolarada, com
abundancia de radiacdo ultravioleta praticamente durante todo o ano, apenas 12% (22/179)
das gestantes apresentaram niveis iguais ou superiores a 30 ng/mL de 25(OH)D. Todavia,
qual o ponto de corte ideal da vitamina D durante a gestacdo e no periodo neonatal? E, ainda,
um questionamento mais dificil: qual o valor de normalidade dessa vitamina entre as gestantes
e recém-nascidos da regido Nordeste do Brasil? Igualmente, ainda sem resposta: 0os RN
classificados como insuficientes, percentual expressivo em nosso estudo, se tornardo
deficientes ou suficientes em médio-longo prazo? Independentemente das dividas expostas
acima, acreditamos que a ingestdo de alimentos ricos/suplementados em vitamina D,
associada a exposicdo solar segura, deva ser estimulada nas consultas de pré-natal e de
puericultura, a fim de minimizar o elevado percentual de inadequacdo dessa vitamina
encontrado no bindmio mée-filho.

Entendemos que sdo necessarios novos estudos, com um nimero maior de participantes,
além do seguimento longitudinal desses individuos, para se chegar a um consenso acerca da
suplementacdo medicamentosa com vitamina D em gestantes obesas, ou que tenham
desenvolvido pré-eclampsia, bem como em seus neonatos.

Outros pontos ainda precisam ser elucidados, relacionados eles: a complexa
fisiopatologia da PE e da obesidade; a incerteza sobre a fisiologia do transporte da vitamina D
na placenta; e & questdo sobre a associagdo de baixos niveis de 25(OH)D com doencas ndo
0sseas, como a PE e a obesidade, ser causal ou devido a fatores de confuséo ainda ndo bem

controlados.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

POS-GRADUAGCAO EM SAUDE DA CRIANCA E DO ADOLESCENTE

TITULO DA PESQUISA: NIVEIS NEONATAIS DE VITAMINA D: INTERFERENCIA
DA OBESIDADE PRE-GESTACIONAL E DA PRE-ECLAMPSIA

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Introducdo. A Sr.2 esta sendo convidada a participar dessa pesquisa, que tem como
pesquisadores os pediatras Homero Rabelo Pena e a Prof.2 Dr.2 Giselia Alves Pontes da Silva,
pesquisa que tem como finalidade determinar os niveis de vitamina D tanto nas gestantes
COMO NOS Seus recém-nascidos.

A obesidade e 0 aumento da pressdo arterial na gravidez podem levar a baixos niveis de
vitamina D nos fetos. Medir essa vitamina nos recém-nascidos logo apds seu nascimento pode
ser muito importante, pois valores baixos poderdo trazer riscos para a sua Saude,
principalmente para os 0ssos. No mundo, esse tipo de pesquisa ja foi realizado em varios
paises, mostrando resultados preocupantes, porém, no Brasil, esse estudo € um dos primeiros.

Se decidir por participar da mesma, é importante que leia as informacgdes a seguir, ou
poderemos ler juntos. Este termo de consentimento pode conter palavras que a Sr.2 nao

entenda. Por favor, pergunte-me a respeito de quaisquer palavras que ndo entenda claramente.

Procedimentos, riscos, desconfortos. Concordando em participar desse estudo,
primeiro a Sr.2 respondera a um formulario, cujas perguntas serdo feitas por mim, sobre sua
gestacdo. Para responder algumas perguntas, precisaremos do seu Cartdo Pré-Natal. As
informacdes do formulario que a Sr.2 responderd permanecerdo em sigilo absoluto. Este sera
preenchido em ambiente reservado, de maneira que haja privacidade para a Sr.2 dar suas
respostas.

Logo apds, sera necesséria a coleta de seu sangue para medir a vitamina D. A Sr.2 tera a
garantia dos pesquisadores deste estudo de que profissionais competentes, habilitados e
treinados oferecerdo alta qualidade técnica e procederdo com seguranca, usando materiais
descartaveis, sem p6r em risco a sua saude. O incdmodo para a Sr.2 sera 0 mesmo que o de

uma coleta de sangue como qualquer outra que ja tenha realizado. Serdo necessarios 5 ml de
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seu sangue. Em relacdo ao seu recém-nascido, precisaremos do sangue do corddo umbilical,
logo apds o nascimento, do mesmo local em que se colhe para se saber o tipo de sangue do
bebé, sem a necessidade de furar o seu filho(a), e sem prejudica-lo(a). Também serdo

necessarios 5 ml de sangue.

Beneficios da pesquisa. A Sr.2 estara contribuindo para sabermos se a obesidade e/ou 0
aumento da pressao arterial na gravidez podem ocasionar baixas quantidades de vitamina D
nos recém-nascidos, pois, até 0 momento, desconhecemos se isso acontece em bebés nascidos
em nossa cidade. Se valores muito baixos dessa vitamina forem encontrados em seu filho(a), a
Sr.2 ficara sabendo pelo pediatra que fard a primeira consulta, 0 que nds chamamos de

egresso, ou através de contato telefonico feito pelo proprio pesquisador.

Decisdo de participar, ndo participar ou desistir. A Sr.2, como convidada e voluntaria
dessa pesquisa, possui total liberdade para aceitar ou recusar-se a participar, tendo também o
direito de desistir da participacdo sua e de seu recém-nascido em qualquer momento. A sua
recusa ou desisténcia ndo lhe trard nenhum prejuizo para com esta maternidade, sendo
assegurada a total assisténcia a Sr.2 e ao seu filho(a).

N&do existira nenhuma cobranca de taxa nem recompensa financeira para 0s
participantes desta pesquisa.

Em aceitando, a Sr.2 recebera uma copia deste Termo de Consentimento, da qual consta
0 meu telefone (86913727) e o meu e-mail (homero.rabelo@terra.com.br), para que possa

esclarecer quaisquer davidas/perguntas que venham surgir posteriormente sobre a pesquisa.

Termo de consentimento livre e esclarecido. Pelo presente instrumento, declaro que

li, ou 0 médico (nome do médico) leu por mim, as informacgdes contidas neste documento

antes de assina-lo. Afirmo que fui suficientemente esclarecida sobre os procedimentos a que
eu e meu recém-nascido iremos ser submetidos, ou seja, sobre as respostas a um formulario e
sobre as coletas de meu sangue e do corddo umbilical, com a finalidade de medir a vitamina D
e nada mais além disso, resposta e coletas que fardo parte de uma pesquisa séria, realizada na
Universidade Federal de Pernambuco, sem a necessidade de expor meu nome nem o do meu
bebé publicamente. Autorizo a divulgacdo dos resultados em qualquer evento de carater
cientifico, inclusive em revistas cientificas. Compreendo também que sou livre para desistir

em qualquer momento do estudo, sem sofrer nenhum prejuizo por conta disso. Confirmo
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também que recebi uma copia deste Termo de Consentimento. Declaro que ndo tenho duvida
alguma, pois todas foram devidamente esclarecidas.
Pelo presente, manifesto assim minha concordancia e meu livre consentimento para a

realizacdo dos procedimentos acima descritos.

Local e data:

Nome e assinatura da paciente:

Documento de identidade:

Testemunha 1

Testemunha 2

Assinatura do médico que obteve o consentimento:
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APENDICE B — Instrumento de Coleta de Dados: Formulario

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
POS-GRADUACAO EM SAUDE DA CRIANCA E DO ADOLESCENTE

TITULO DA PESQUISA: NIVEIS NEONATAIS DE VITAMINA D: INTERFERENCIA
DA OBESIDADE PRE-GESTACIONAL E DA PRE-ECLAMPSIA

Formulério

N° do formulario : L1101

1. IDENTIFICACAO DA PACIENTE

Nome: Idade: [1[]

Contato telefonico: (101 - IO OO OO

Data da entrevista : [11/C1C1/C10]

Prontugrio: 111 CICICIC]

Data do parto: 101/ 0/0O10O

Paridade: 1. Cprimigesta 2. Clmultipara PARID []
Tipo de parto: 1. [vaginal 2. Lcesareo TIPPAR [
2.IDADE GESTACIONAL NO MOMENTO DO PARTO

Qual foi a data de sua dltima menstruacdo? (1 1/C1 0/ 0O

Idade Gestacional: L1 1s[ 1D



3. CALCULO DO IMC GESTACIONAL

Altura em metros: [, 1] Peso em kg: L1100, 10 imc: LI0,0

Para categorizar:

1.0besa L] 2.N3o obesa [] IMCMAEL]

4. NIVEIS PRESSORICOS CONTIDOS NO CARTAO PRE-NATAL A PARTIR DA 202
SEMANA DE GESTACAO E NA ADMISSAO DA MATERNIDADE

Pré-natal: No cartdo pré-natal, em alguma consulta apds a 202 semana de gestacao, foi
identificada PA sistolica > 140 mmHg e/ou PA diastolica > 90 mmHg ?

1. sim 2. N3o PREECL [

Se sim, a primeira vez em que foram identificados estes valores de pressao foi:

1.0 <34 semanas 2.1 > 34 semanas IDADPA [

Maternidade: P sist L1111 P diast 11 12 aferigdo

P sist LJCI [ P diast L1 22 afericéo

5. PROTEINURIA REGISTRADA NO PRE-NATAL, APOS A 202 SEMANA DE
GESTACAO, E NA MATERNIDADE

Pré-natal: Proteindria: 1.1 sim 2.1 ndo PROTE []

Maternidade: Proteindria: 1.1 sim 2.1 ndo

6.COR DA PELE

Qual € a sua cor da pele?

78

Apbs, para categorizar: 1. [ branca 2. [ n&o branca CORPEL [



7. RENDIMENTO MENSAL DOMICILIAR:

+ +Quanto foi a renda total durante o Ultimo més na sua casa? (Incluir o bolsa familia, caso
exista) R$:

++Apos, para categorizar: RENDA 110,10

8. ESCOLARIDADE MATERNA:

A Sr2sabe lereescrever?  [sim  [n#o

Se sim, por quantos anos a Sr.2 frequentou a escola? [1[]

Classificacdo final:

1.[Janalfabeta 2.0 ensino fundamental incompleto ~ 3.[fundamental completo
4.[] ensino médio 5. Cnivel superior 6. [1n&o sabe informar

ESTUD [

9. RECORDATORIO DE TEMPO DE EXPOSICAO AO SOL

A Sr.2 costuma tomar banho de sol nem que seja de roupa, mas sem chapéu?

[sim [Indo

Descrever as atividades desempenhadas, sua duracdo e o nimero de vezes por semana,

durante as quais receba sol:

79

Tempo médio de sol por semana: [1[1[] minutos

Tempo médio de sol por dia: 1] minutos
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10. SUPLEMENTACAO DE VITAMINA D

A Sr.2fez uso de vitaminas durante a gravidez? Ol sim O ndo

Qual é 0 nome desse polivitaminico? Esta com ele ai ou com a receita do seu médico?
/ (Ul de Vit. D)

Durante quantos meses a Sr.2 tomou essas vitaminas?

Fazia de forma regular, ou seja, pelo menos 4x na semana? Clsim  Cnao
Para categorizar:

1.[] Se as respostas foram: fez uso de forma regular de polivitaminico contendo vitamina D,

pelo menos 4 x por semana, no Gltimo més;

2.1 Quaisquer outras combinacdes usoviIT [
11.DADOS DO RECEM-NASCIDO

Sexo: 1.[dmasculino 2.[dfeminino SEXRN [
Peso ao nascer, em gramas: [ 111

Comprimento, em cm: [1[]

Para categorizar:

1.0aic 2.ric 3.L1GIG CLASRN []
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Anexo A — Parecer do Comité de Etica

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE W"\"
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE- ,

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Niveis Neonatais de Vitamina D : Interferéncia da ObesidacPré-gestacional e da Pré-
Eclampsia.

Pesquisador: HOMERO RABELO PENA

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 07742012.0.0000.5208

Instituigdo Proponente: CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 137.886
Data da Relatoria: 15/10/2012

Apresentacdo do Projeto:

Trata-se de um projeto de mestrado apresentando por Homero Rabelo Pena ao Programa de pdsgraduagao
em salde da crianga e do adolescente da Universidade Federal de Pernambuco sob a orientagéo da
professora orientadora doutora Giselia Alves Pontes da Silva com vistas a pesquisar os Niveis Neonatais de
Vitamina D : Interferéncia da Obesidade Pré-gestacional e da Pré-Eclampsia.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar as concentragdes da vitamina D no bindmio gestante - recém-nascido em quatro grupos: obesas
com e sem pré-eclampsia e ndo obesas com e sem pré-eclampsia.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A coleta de sangue periférico para a gestante podera traze dor, leve sangramento no local ou pequena
mancha roxa.

Beneficios:

Espera-se, ao término dessa pesquisa, podermos identificar se obesidade e pré-eclampsia estéo associados
a deficiéncialinsuficiéncia de vitamina D nas gestantes e neonatos, mesmo em regiées com abundéncia em
raios UVB, e assim, darmos um primeiro passo para discutirmos a real

20

Enderego: Av. da Engenharia s/n° - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS
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PERNAMBUCO CENTRO DE 4 2glavgforma
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

necessidade de suplementagéo desta vitamina nesses grupos, conforme orientagdo Internacional.

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:

A deficiéncia de vitamina D é considerada, atualmente, um grave problema de saude publica em todo o
mundo. Com o ressurgimento do raquitismo em paises desenvolvidos como os Estados Unidos, os niveis
séricos dessa vitamina vém ganhando cada vez mais destaque na comunidade cientifica, principalmente
entre as criancas.Este projeto de pesquisa a apresenta-se desenhado como um estudo descritivo com
componente analitico,

de corte transversal, para comparag&o dos niveis da vitamina D no bindmio mae-filho, entre gestantes
obesas e eutroficas com pré-eclampsia, bem como gestantes sem pré-eclampsia com e sem obesidade
prégestacional.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:
Itens de apresentag&o obrigatéria apresentados corretamente.

Recomendagdes:
Sem recomendagdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
Favoravel a aprovagao da pesquisa.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Consideragées Finais a critério do CEP:

O Colegiado aprova o parecer do protocolo em questdo e o pesquisador esté autorizado para iniciar a coleta
de dados. '

Projeto foi avaliado e sua APROVAGAO definitiva sera dada, por meio de oficio impresso, apds a entrega
do relatorio final ao Comité de Etica Pesquisa/UFPE.
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Telefone: (81)2126-8588 Fax: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe.br
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Anexo B - Avaliagéo do estado nutricional da gestante de acordo com o Manual do
Ministério da Saude

QUADRO 1 - AVALIACAO DO E.‘ETADO NUTRICIONAL (EN) DA GESTANTE

ACIMA DE 19 ANOS, SEGUNDO INDICE DE MASSA CORPORAL (IMC) POR

SEMANA GESTACIONAL

Semana gestacional  Baixo peso Adequado = Sobrepeso Obesidade

IMC = IMC entre IMC entre IMC =

6 19,9 20,0 249 25,0 30,0 30,1
8 20,1 20,2 25,0 25,1 30,1 30,2
10 20,2 20,3 25,2 25,3 30,2 30,3
11 20,3 20,4 253 25,4 30,3 30,4
12 20,4 20,5 254 25,5 30,3 30,4
13 20,6 20,7 25,6 25,7 304 30,5
14 20,7 20,8 25,7 25,8 30,5 30,6
15 20,8 20,9 25,8 25,9 30,6 30,7
16 21,0 21,1 25,9 26,0 30,7 30,8
17 21,1 . 21,2 26,0 26,1 30,8 30,9
18 21,2 | 21,3 261 | 26,2 309 31,0
19 21,4 | 21,5262 | 263 309 31,0
20 21,5 21,6 26,3 26,4 31,0 31,1
21 21,7 21,8 26,4 26,5 31,1 31,2
22 21,8 219 26,6 26,7 31,2 31,3
23 22,0 22,1 26,8 26,9 31,3 314
24 22,2 | 223269 @ 270 315 31,6
25 22,4 | 225270 | 27,1 316 31,7
26 22,6 | 22,7 272 @ 273 317 31,8
27 22,7 22,8 27,3 27,4 31,8 31,9
28 22,9 23,0 27,5 27,6 31,9 32,0
29 23,1 23,2 276 27,7 32,0 32,1
30 233 234 278 27,9 321 32,2
31 234 23,5 279 28,0 32,2 32,3
32 23,6 23,7 28,0 28,1 32,3 32,4
33 23,8 23,9 28,1 282 324 32,5
34 23,9 24,0 283 28,4 32,5 32,6
35 24,1 24,2 284 28,5 32,6 32,7
36 24,2 | 243 285 @ 286 32,7 32,8
37 24,4 | 24,5 28,7 | 288 328 32,9
38 24,5 | 246 288 | 289 329 33,0
39 24,7 24,8 289 29,0 33,0 331
40 24,9 25,0 291 29,2 33,1 33,2
41 25,0 25,1 29,2 29,3 33,2 333
42 25,0 25,1 29,2 29,3 33,2 33,3

Fonte: Atalah et al., 1997.
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Anexo C — Normas de publicacido do European Journal of Nutrition

European Journal of Nutrition

Instructions for Authors

TYPES OF PAPERS

Accepted article types: Original Articles, Reviews, Short Communications, Letters to the
Editors.

Declaration of Conflict of Interest is mandatory for all submissions. Please refer to the section
"Integrity of research and reporting" in the Instructions for Authors.

Original Articles must not exceed 25 manuscript pages of max. 32 lines each. Exceptions can
be made only with the agreement of the responsible Editor.

Short Communications should not have more than 4 authors, and not contain more than 1000
words and 10 references. Summary and key words are not required. Preliminary results of highly
innovative studies may be submitted as Short Communications.

Letters to the Editors should not have more than 4 authors, and not contain more than 1000
words and 10 references. Summary and key words are not required. Letters are expected to provide
substantive comments on papers published in the EJN. Both the letter and a reply, if appropriate, are
published together whenever possible.

Please submit Original Articles, Reviews, Short Communications electronically via Editorial

Manager using the hyperlink “Submit online"
Please send Letters to the Editor directly to the following e-mail address: ejn@mri.bund.de

MANUSCRIPT SUBMISSION

Manuscript Submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published before; that it is not under
consideration for publication anywhere else; that its publication has been approved by all co-authors, if any, as
well as by the responsible authorities — tacitly or explicitly — at the institute where the work has been carried out.
The publisher will not be held legally responsible should there be any claims for compensation.

Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been published elsewhere are
required to obtain permission from the copyright owner(s) for both the print and online format and to include
evidence that such permission has been granted when submitting their papers. Any material received without
such evidence will be assumed to originate from the authors.

Online Submission

Authors should submit their manuscripts online. Electronic submission substantially reduces the editorial
processing and reviewing times and shortens overall publication times. Please follow the hyperlink “Submit
online” on the right and upload all of your manuscript files following the instructions given on the screen.

TITLE PAGE

Title Page

The title page should include:
The name(s) of the author(s)
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A concise and informative title
The affiliation(s) and address(es) of the author(s)
The e-mail address, telephone and fax numbers of the corresponding author

Abstract

Please provide a structured abstract of 150 to 250 words which should be divided into the following sections:
Purpose (stating the main purposes and research question)
Methods
Results
Conclusions

Keywords
Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.

TEXT

Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.
Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

Use italics for emphasis.

Use the automatic page numbering function to number the pages.

Do not use field functions.

Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

Use the equation editor or MathType for equations.

Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word versions).

Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.

LaTeX macro package (zip, 182 kB)

Headings
Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations
Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of a reference included in
the reference list. They should not consist solely of a reference citation, and they should never include the
bibliographic details of a reference. They should also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by superscript lower-case
letters (or asterisks for significance values and other statistical data). Footnotes to the title or the authors of the
article are not given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section before the reference list.
The names of funding organizations should be written in full.

REFERENCES

Citation

Reference citations in the text should be identified by numbers in square brackets. Some examples:


http://static.springer.com/sgw/documents/468198/application/zip/LaTeX.zip
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1. Negotiation research spans many disciplines [3].
2. This result was later contradicted by Becker and Seligman [5].
3. This effect has been widely studied [1-3, 7].
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The list of references should only include works that are cited in the text and that have been published or
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ARTWORK AND ILLUSTRATIONS GUIDELINES

For the best quality final product, it is highly recommended that you submit all of your artwork — photographs,
line drawings, etc. — in an electronic format. Your art will then be produced to the highest standards with the
greatest accuracy to detail. The published work will directly reflect the quality of the artwork provided.

Electronic Figure Submission

e  Supply all figures electronically.

e Indicate what graphics program was used to create the artwork.

e  For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF format. MS
Office files are also acceptable.

e Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

o Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.
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Definition: Black and white graphic with no shading.

Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within the figures
are legible at final size.

All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum resolution
of 1200 dpi.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Halftone Art



Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.

If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars within the
figures themselves.

Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.
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Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line drawing,
extensive lettering, color diagrams, etc.

Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.
Color Art

Color art is free of charge for online publication.

If black and white will be shown in the print version, make sure that the main information will

still be visible. Many colors are not distinguishable from one another when converted to black and
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white. A simple way to check this is to make a xerographic copy to see if the necessary distinctions
between the different colors are still apparent.
If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.
Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering

. To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

. Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about 2-3 mm
(8-12 pt).

. Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt type on an
axis and 20-pt type for the axis label.

. Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

. Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the
consecutive numbering of the main text. Do not number the appendix figures, "Al, A2, A3, etc." Figures
in online appendices (Electronic Supplementary Material) should, however, be numbered separately.

Figure Captions

. Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure depicts.
Include the captions in the text file of the manuscript, not in the figure file.

. Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number, also in
bold type.

. No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed at the
end of the caption.

. Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles, etc., as

coordinate points in graphs.

. Identify previously published material by giving the original source in the form of a reference
citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide and not
higher than 234 mm.

For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide and not
higher than 198 mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain permission from the
copyright owner(s) for both the print and online format. Please be aware that some publishers do not grant
electronic rights for free and that Springer will not be able to refund any costs that may have occurred to receive
these permissions. In such cases, material from other sources should be used.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your figures, please make sure that
All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech software or a
text-to-Braille hardware)
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Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information (color-blind
users would then be able to distinguish the visual elements)
Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1

ELECTRONIC SUPPLEMENTARY MATERIAL

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other supplementary files to be
published online along with an article or a book chapter. This feature can add dimension to the author's article, as
certain information cannot be printed or is more convenient in electronic form.

Submission

Supply all supplementary material in standard file formats.

Please include in each file the following information: article title, journal name, author names;
affiliation and e-mail address of the corresponding author.

To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may require very
long download times and that some users may experience other problems during downloading.

Audio, Video, and Animations
Always use MPEG-1 (.mpg) format.

Text and Presentations

Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term viability.
A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets

Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is intended.
If the readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets should be
submitted as .xIs files (MS Excel).

Specialized Formats

Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica notebook), and
.tex can also be supplied.

Collecting Multiple Files
It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.

Numbering

If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of the material as
a citation, similar to that of figures and tables.
Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in the animation

(Online Resource 3)", ... additional data are given in Online Resource 4”.
Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.

Captions

For each supplementary material, please supply a concise caption describing the content of the
file.
Processing of supplementary files

Electronic supplementary material will be published as received from the author without any
conversion, editing, or reformatting.
Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your supplementary files, please
make sure that
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The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material
Video files do not contain anything that flashes more than three times per second (so that users
prone to seizures caused by such effects are not put at risk)

INTEGRITY OF RESEARCH AND REPORTING

Ethical standards

Manuscripts submitted for publication must contain a statement to the effect that all human and animal studies
have been approved by the appropriate ethics committee and have therefore been performed in accordance with
the ethical standards laid down in the 1964 Declaration of Helsinki and its later amendments.

It should also be stated clearly in the text that all persons gave their informed consent prior to their inclusion in
the study. Details that might disclose the identity of the subjects under study should be omitted.

The editors reserve the right to reject manuscripts that do not comply with the above-mentioned requirements.
The author will be held responsible for false statements or failure to fulfill the above-mentioned requirements

Conflict of interest

Authors must indicate whether or not they have a financial relationship with the organization that sponsored the
research. This note should be added in a separate section before the reference list.
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Manuscripts that are accepted for publication will be checked by our copyeditors for spelling and formal style.
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that case, you may want to have your manuscript edited by a native speaker prior to submission. A clear and
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smooth the peer review process.
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For Authors from China
SCETERFR AT T L L AE STE G EE IR A BT s Bl © (EE 1] B R e A SpringertEF i 4w iR AR S5
A SEHAENHIW X EE W TEHANAGE - 5 X EES RN THERE ) EESCEZAANE - B AR
POZSHTEINT R A ORI S © TR &I S RIS B R - (% 5 (TR R SpringertfE 22 H0 Gl IR 0 5]
PR MR L

B Rt

For Authors from Japan
Uy —F R E BT DRI, R AT 4T AV— I —IC L DK A FHE ST\ A I, Edanzik
IR LTVET, F—EANE, BB IURIALERLE, AARBICI2FH LV Y X7 =T
¥ NUBRASHO TRV A FE TR ZS W,

N S AV A

For Authors from Korea
o] =& Fad g dojnlo) A G& WS Wz} shAl = B EA Edanz 3 ALE 2708 = H Y Th A a2 g
744 4
2174 R 5ol gk 24 8 AFEE2 A 3] Edanz Editing Global 1ALl EE 238l F=A1™ ZHALeZlF U o
Edanz Editing Global

AFTER ACCEPTANCE
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