Universidade do grande rio “Prof. José de Souza Herdy”

UNIGRANRIO

AMANDA DE FREITAS MARTINS LOPES e CAROLINA SILVA VILLON

A RELACAO ENTRE O METABOLISMO DA VITAMINA D E CASOS DE ABORTO
ESPONTANEO

Rio de Janeiro
2023



Universidade do Grande Rio “Prof. José de Souza Herdy”

UNIGRANRIO

AMANDA DE FREITAS MARTINS LOPES e CAROLINA SILVA VILLON

Trabalho de Concluséo de Curso apresentado
a Universidade do Grande Rio “Prof. José de
Souza Herdy”, como requisito parcial para a
obtencdo do titulo de Bacharel em
Biomedicina.

Orientador: Natalia de Morais Cordeiro

Rio de Janeiro
2023



AMANDA DE FREITAS MARTINS LOPES, CAROLINA SILVA VILLON

A RELACAO ENTRE O METABOLISMO DA VITAMINA D E CASOS DE ABORTO
ESPONTANEO

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado
a Universidade do Grande Rio “Prof. José de
Souza Herdy", como requisito parcial para a
obtengdo do titulo de Bacharel em
Biomedicina.

Orientador: Natalia de Morais Cordeiro

Aprovada em:

Barrada Tijuca, 24 de__ novembro de 2023.

BANCA EXAMINADORA

Nakd tua de Venas Gl

Profa. Natalia de Morais Cordeiro (orientador)

Ohatlle. Trgpandin

J Giselle Aparecaa Fagundes Silva

Daniela Rodrigues de Oliveira



AGRADECIMENTOS

Nossos agradecimentos sao direcionados primeiramente a Deus, por ter nos
sustentado durante todo caminho, porque mesmo que nao sejamos fiéis, Ele continua
sendo fiel a nds assim como foi durante esses 4 longos anos e so por Ele chegamos
até aqui. Toda honra e toda gléria sejam dadas ao nosso Senhor. Agradecemos
também as nossas familias, que estiveram ao nosso lado nesse processo complexo
estendendo a mao nas dificuldades que enfrentamos, em especial nossos pais,
Valéria e José, Giselia e Sérgio, vocés foram, sem duvida, a rede de apoio mais
importante que tivemos. E com muita alegria que citamos também amigas queridas,
gue se mantiveram presentes no desespero das semanas de provas, nasrisadas, nos
grupos, nas contribui¢cdes dos trabalhos e com palavras de carinho,a vocés Andressa,
Julia e Daiane, 0 nosso muito obrigada. Por fim, mas com certeza ndo menos
importante, agradecemos em especial a nossa orientadora, Natalia de Morais, por
toda paciéncia, cuidado, dedicagdo e ensinamentos, tanto ao longo da faculdade,
como durante o periodo de TCC. Agradecemos também a todos os professores que
se fizeram presentes durante o curso, vocés foram essenciais para nossa formacéo,

muito obrigada!



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura molecular da Vitamina D2 @ D3.........ccccoocoiiievieie e, 8
Figura 2. Metabolismo da VitamiNa D .........ccoceiiiiriiiiieeeee e 9
Figura 3. Deficiéncia de vitamina D em gestantes de diferentes continentes ........... 13
Figura 4. Fluxograma para escolha de artigos..........ccoeeereeienieni s 15
Figura 5. Avaliacdo dos niveis de 25(0OH)D € CYP27B1 .......cccooeveeveeeeceececce e 16
Figura 6. Quantificagdo da 25 hidroxXivitamina D .........ccoceeeriiiiniienieee e 17
Figura 7. Razéo entre Treg/T CD4+ e Th17/T CDA+.....ooceeiieiieeeeeeeceeee e 18
Figura 8. Dosagem de IL-6, IL-10 € IL-17 ...t e 19
Figura 9. Concentracao dos fatores por ensaio imunoenzimatiCo..........c.ccecevevrvruenens 20
Figura 10. 25(OH)D X IL-23 € IL-17 X IL-23 ..ot oeieereeeeseneeee st 21
Figura 11. Resultados encontrados para cada parametro avaliado............cc.cccceeuenen. 22

Figura 12. Porcentagem de interrupcdo prematura da gravidez.........c.ccccccevvvevervennen. 22



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...t eee e tee e aes st s st sss st sn s 8
2. METODOLOGIA ... eeeeetee et ses s tes s saessesss s aes st ssssnsssssssssas s sanssnens 14
3. RESULTADOS ...ttt tes e ss st st st sssnsensss s sannens 15

3.1. Diminuicao dos niveis séricos de vitamina D na perda espontanea precoce da
(0= AV [ =S 15

3.2. Insuficiéncia de vitamina D como fator de risco para perdas reprodutivas em
ADOIMO ESPONTANEO........ccieeiece et st e e r et e e e e sre e eneenreeneeenes 17

3.3. Desequilibrio celular Treg/Th17 e perfil de IL-6 em pacientes com recorréncia
inexplicavel aborto @SPONTANEO .........ccccv e ens 18

3.4. Mulheres com aborto espontaneo recorrente diminuiram a 25(OH)D e o VDR
Na INterface feLO-MALEIM AL .......cccoiiie e 19

3.5. Caracteristicas do primeiro trimestre da gravidez com deficiéncia de vitamina

5 RS~ |
A, DISCUSSAO. ..ot eee e e e e et e e er e ees e e e as e eesaees e eseeseseeseasesesesasanseseseasareessrenes 23
B, CONGCLUSAO .o e ee e e e e e e e e e e e s e e es e e s et ereseae s et e ereaereneaeaea, 26

= = T = N0 1N T 26



A RELACAO ENTRE O METABOLISMO DA VITAMINA D E CASOS DE ABORTO
ESPONTANEO

Amanda de Freitas Martins Lopes?
Carolina Silva Villon?2

Natalia de Morais Cordeiro3

RESUMO

Casos de insuficiéncia ou deficiéncia de vitamina D em mulheres gravidas tém se
tornado cada vez mais comuns no cendrio contemporaneo. Estudos tém avaliado uma
possivel relacdo entre a condicdo de hipovitaminose D e a ocorréncia de abortos
espontaneos. Para que sua forma ativa seja atingida, a vitamina D conta com a a¢&o do gene
CYP27B1, que converte a 25(OH)D em 1,25(0OH)2D, possibilitando sua ligagdo ao seu
receptor VDR. Por ser um micronutriente funcional a nivel sistémico, quando em declinio,
pode causar desequilibrios imunolégicos, favorecendo a secrecdo de interleucinas pro-
inflamatorias, como a IL-17, que contribuem para a ma implantacdo do feto. 120 mulheres,
dentre elas: gravidas e ndo gravidas com histérico normal de gesta¢gdes anteriores e outras
com historico de perdas gestacionais (PG), participaram de um estudo onde foram dosados
os niveis de 25(0OH)D e CYP27B1. Os resultados demonstraram que pacientes com PG
apresentaram niveis de 25(OH)D e CYP27B1 menores, quando comparados com gravidas
normais. Além disso, um estudo realizado em 2017 encontrou diminuicdo de 25(OH)D e
aumento das IL-23 e IL-17 em amostras deciduais de mulheres com historico de aborto
espontaneo recorrente. Foi realizada uma pesquisa integrativa da literatura e concluiu-se que
€ imprescindivel a realizacdo prévia da quantificagdo da vitamina D em mulheres que
pretendem engravidar ou que tiveram gravidez inesperada, e suplementa-las quando houver
necessidade, especialmente no primeiro trimestre de gestagéo, visando o bem-estar fetal e a
permanéncia dessa gestacao.

Palavras-chave: Vitamina D, Aborto espontaneo, Deficiéncia de vitamina D, 25-
hidroxivitamina D, IL-17.
ABSTRACT

Cases of vitamin D insufficiency or deficiency in pregnant women have become
increasingly common. Studies have evaluated a possible relationship between the condition
of hypovitaminosis D and the occurrence of spontaneous abortions. In order to reach its active
form, vitamin D relies on the action of the CYP27B1 gene, which converts 25(OH)D into
1,25(0OH)2D, enabling it to bind to its VDR receptor. As it is a functional micronutrient at a
systemic level, when it declines, it can cause immune imbalances, favoring the secretion of
pro-inflammatory interleukins, such as IL-17, which contribute to poor implantation of the fetus.
120 women, including pregnant and non-pregnant women with a normal history of previous
pregnancies and others with a history of gestational loss (PG), took part in a study in which
25(0OH)D and CYP27B1 levels were measured. The results showed that PG patients had lower
levels of 25(0OH)D and CYP27B1 compared to normal pregnant women. In addition, a study
carried out in 2017 found a decrease in 25(OH)D and anincrease in IL-23 and IL-17 in decidual
samples from women with a history of recurrent miscarriage. An integrative literature search
was carried out and it was concluded that it is essential to carry out prior vitamin D
quantification in women who intend to become pregnant or who have had a history of
miscarriage.

Keywords: Vitamin D, Miscarriage, Vitamin D deficiency, 25-hydroxyvitamin D, IL-17.

1.2 Graduandas do curso de Biomedicina na Universidade do Grande Rio — UNIGRANRIO.
3 Biomédica Doutora em Farmacologia e Quimica Medicinal pela UFRJ.



1. INTRODUCAO

A vitamina D (VD) é caracterizada como um hormdnio esteroide, lipossoluvel
e que desempenha umimportante fator sisttmico de regulacéo corporal (Féliz, 2019).
E possivel salientar a existéncia de duas categorias distintas desse micronutriente, a
vitamina D3, popularmente conhecida como colecalciferol, que possui suas taxas
crescentes no organismo quando se tem principalmente o estimulo solar, com
participacao dos raios ultravioleta B (UVB) com comprimentos de onda por volta de
290 e 315 nanbmetros — essa sintese dérmica € a principal fonte de vitaminaD — e
quando ha a ingestédo de uma dieta rica em frutos do mar. Por meio desse cenario,
ocorre uma isomerizagcdo do precursor de colesterol pré-vitamina D3 - 7-
dehidrocolesterol — em pré-vitamina D3. E importante citar que a exposi¢do de modo
continua a radiacdo, faz com que o corpo necessite de fatores que regulem
mecanismos intrinsecos que controlem essa producéo cutanea de vitamina D, para
gue nao haja niveis exacerbados a ponto de causar intoxicagao (Ideraabdullah et al.,
2019). A segunda categoria € referente a vitamina D2 ou ergocalciferol, a qual é
adquirida em detrimento da ac&o dos raios UVB sobre o esteroide vegetal ergosterol
presente em fungose plantas, os cogumelos sdo exemplos dessa fonte (Galvao et al.,
2013). Em contrapartida, essas duas classes quando ativas, possuem respostas
biolégicas similares no metabolismo e, de acordo com Campbell (2000), apenas se
diferem mediante a auséncia de uma metila e ao somatoério de uma ligacao dupla
(Figura 1).

Figura 1. Estrutura molecular da Vitamina D2 e D3

A. Colecalciferol — D3 B. Ergocalciferol — D2

Fonte: Castro, 2011.



Quando formada, a vitamina D ainda inativa sai do interior dos queratinocitos
para os capilares da derme e transita conectada a proteina de ligacdo da vitamina D
(DBP, do inglés vitamin D binding protein), que € uma GC-globulina que transporta
moléculas desse micronutriente ainimeros tecidos-alvo, no intuito de serem ativadas
no figado e nos rins (Galvao et al., 2013). As formas de acdo desse hormoénio sédo
guiadas pelo receptor de vitamina D (VDR) a nivel nuclear, agindo na transcricao
genética em tecidos alvo. Quando presente no 6rgéo hepéatico, apos ter sido carreado
pela circulacdo, o colecalciferol sofre hidroxilagcdo no carbono 25 por uma enzima
chamada 25-hidroxilase (25-OHase), tendo como resultante o 25-hidroxicolecalciferol
que é a forma a qual a vitamina D é armazenada (Ideraabdullah et al., 2019).

A partir desse resultado, o 25-hidroxicolecalciferol é transportado para os rins
com auxiliode uma proteina chamadatranscalciferinae é 1a- hidroxilado pelaenzima
25-hidroxivitamina D3-1a-hidroxilase (1a-OHase), essa enzima € uma proteina
mitocondrial da familia do gene CYP450 e é codificada pelo gene CYP27B1. Desse
modo, o calcitriol (1a-25-diihidroxivitamina D) que é a forma mais ativa desse
micronutriente é produzido, contribuindo para a homeostase sistémica (Figura 2). Nos
rins, a expressao do gene CYP27B1 pode ser estimulada pela regulagcéodas taxas do
paratorménio (PTH), no entanto, esse controle independe um do outro, visto que essa
expressao pode sercoordenadapor numerosas condi¢gdes especificasde cada célula,

como as interleucinas 1 ou interferon gama (INFy) (Brito, 2017).

Figura 2. Metabolismo da vitamina D
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O gene CYP27B1 esta localizado no cromossomo 12g13.3, e faz parte da
superfamilia do citocromo P450, especificamente o membro 1 da subfamilia B da
familia 27, que engloba enzimas responsaveis por catalisar transformacgdes quimicas
em compostos de origem exdgena ou enddgena, na intencdo de torna-las mais
soltveis e de facil excrecdo pelo metabolismo (Dhull et al., 2020; Lemos et al., 2014).
Esse gene possui sua atividade regulada principalmente nos rins, no entanto, foi
identificada sua presenca em érgaos extrarrenais, como por exemplo na placenta, nos
macréfagos, nos pulmdes e no cérebro. A 25(0OH)D - forma de armazenamento da
vitaminaD - necessariamente precisa ser convertidaem 1,25(0OH)2D, que é suaforma
ativa, para que impulsione reacdes especificas para o equilibrio da homeostase
corporal. Para que haja essa conversdo, é preciso que o CYP27B1 realize a
codificacdo da 1a-hidroxilase e a enzima em questdo determine a quantidade de
vitaminaD circulante. Faz-se importante salientar que a sua expressao naorenal pode
produzir 1,25(0OH)2D local (Meyer et al., 2019). A partir do momento em que a vitamina
D é sintetizada em detrimento da acdo do CYP27B1, seu receptor (VDR) é ativado
para que ela possa se ligar e realizar suas func¢des em tecidos alvos (Adams et al.,
2013). Existem células humanas que expressam tanto o gene, quanto o receptor do
micronutriente em questao, e estdo entre elas trofoblasto fetal, célula tubular renal,
células dendriticas e, principalmente, por inUmeras células do sistema imunoldgico
das quais contribuem na resposta anti-inflamatdéria catalisada pela vitamina D na
placenta por inibir expressées de interleucinas especificas (Zacharioudaki et al.,
2021).

A repercussdo biolégica dos efeitos da 1a-25-diihidroxivitamina D esta
intimamente ligada ao ajuste metabdlico de célcio e fésforo, tanto em meio extracelular
quanto a niveis séricos no organismo. A 1,25(0OH)2D pode contribuir na absorcao
desses minerais pelo intestino por difusao facilitada, com a presenca do PTH existe a
contribuicdo na captacdo do célcio a nivel renal nos tibulos distais dos glomérulos
visando manter alinhado o metabolismo 6sseo, quando hdnecessidade de reabsorcao
para manter a integridade e influenciando de modo direto no aumento da sua
mineralizacdo (Galvao et al., 2013). Sem a vitamina D, a absorcéo de calcio e fésforo
estad emtorno de 10% a 15% e 60% respectivamente, nao obstante, quando ela possui
o teor necessario metabolicamente esses numeros aumentam para 30% a 40% de

calcio e 80% de fosforo (Lichtenstein etal., 2013).
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A vitamina D também tem papel importante no sistema imunolégico, por agir na
diferenciacdo de células como macréfagos, linfocitos, células natural killer (NK) e
dendriticas (CDs) (Ao et al., 2021). Gracas a expressao de receptores intracelulares
de vitamina D (VDR) nessas células do sistema imune, a vitamina D é capaz de gerar
uma acdo imunoldgica local, ja que todas essas células expressam a enzima
CYP27B1 (Cyprian etal., 2019).

A vitamina D atua tanto na resposta inata, quanto na adaptativa, regulando a
producdao de citocinas, como as interleucinas e interferon-y (IFNy), e assim mediando
processos inflamatérios (Momentti et al., 2018). A resposta imunoldgica inata
(inespecifica), diz respeito a primeira linha de defesa do organismo. Ela responde da
mesma maneira a diversos patdgenos diferentes, através da acao de proteinas e
células do sistema imunoldgico, além de contar com protecao oferecida pela pele e
mucosas. Sua acao € rapida, mas ndo gera memoria imunoldgica (Sun et al., 2020).
Ja a resposta adaptativa age sobre os patégenos de maneira especifica, porém
necessitaidentifica-los primeiramente. Dessa forma, o sistema imunolégico adaptativo
apresenta uma resposta mais lenta a invasores do que o sistema inato, no entanto
suaacgdo € mais precisa e capaz de gerar memoria imunoldgica (Dai et al., 2017). As
células T sdo componentes de suma importancia para o sistema imune adaptativo
junto com as célulasB. As duas classes B e T tem sua origem a partir do osso da
medula, no entanto, células T possuem sua maturacao feita no timo e contam com
diferenciagfes relevantes quando hé a ocorréncia da sua ativacdo. Elas podem ser
divididas em células TCD8+ e TCD4+ de acordo com a especificidade de MHC classe
I, receptor para antigenos enddégenos, e MHC classe Il receptor para antigenos
exdgenos (Espinosa etal., 2020). As células T CD4+ sdo protetoras essenciais contra
doencas infecciosas, mas também possui correlacdo com a ocorréncia de
autoimunidade e alergias. A ativacdo da T CD4+ se inicia quando um receptor de
células T (RCT) faz o reconhecimento de um peptideo especifico dos complexos
relevantes de histocompatibilidade de MHC classe Il, os quais sdo expressos por
células apresentadoras de antigenos. Entre os subconjuntos desse grupo de células
tem-se as T-helper (Th1l, Th2, Th17) e T reguladoras (Treg), e essa divisao especifica
de conjuntos esta altamente correlacionada com a sinalizacdo emitida pelos RCTs
(Ruterbusch et al., 2020). As células Th17 produzem citocinas da familia IL-17 pro-
inflamatorias, e sofrem acéo da interleucina 23 (IL-23), que atua na diferenciacao e

mantém a resposta da Th17, assim como a Th1, em contrapartida a Th2 suprime essa
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diferenciacdo. Sob a otica das células T reguladoras, elas apresentam um papel
central de imunorregulacdo e tolerancia imunoldgica, e condicionam a secrecao de
citocinas inibitérias TGF-b e IL-10, ambas com carater anti-inflamatorio (Zhu et al.,
2016). Ademais, alguns estudos comprovaram o envolvimento da interleucina 6 (IL-6)
no eixo Treg/Th1l7, a qual age na inibicdo da acdo da Treg e contribui no
desenvolvimento positivo de Th17 (Harbour et al., 2020).

Quando a vitamina D ndo é absorvida ou metabolizada corretamente no
organismo, um quadro de deficiéncia ou insuficiéncia desse micronutriente é
estabelecido. Apesar de ndo ser um consenso, a maioria dos estudos entende como
deficiéncia niveis séricos de vitamina D menores do que 20 ng/ml no sangue,
enquantoainsuficiénciaé consideradaquando seusvalores estao entre 20 e 29 ng/ml.
Concentracdes de 25(0OH)D circulantesigual ou acima de 30 ng/ml séo estabelecidas
como niveis adequados. A deficiéncia de vitamina D tem se apresentado globalmente
como um problema de saude puablica digno de atencdo. Estima-se que
aproximadamente 1 bilh&o de pessoas ao redor do mundo sofram com essa doencga
(Palaciose Gonzalez, 2013; Bakleicheva et al., 2021). Entre os grupos de risco
existentes, as gestantes tém apresentado nameros significativos, demonstrando uma
prevalénciade, aproximadamente, 20 a 40% para casos de hipovitaminose D (Urrutia-
pereira e Solé, 2014).

Um estudo foi realizado em 17 paises ao redor do mundo, a fim de avaliar as
concentragBes séricas de vitamina D em gravidas ou lactantes em diferentes
continentes. Ao todo, participaram da pesquisa dois paises na América, um na Africa,
seis na Europa, um na Oceania e sete na Asia. Os dois paises com as maiores
porcentagens apresentadas pertencem ao continente asiatico, sendo o primeiro a
india, com as maiores porcentagens para quadros de prevalénciade deficiéncia grave
de vitaminaD (60%) e deficiénciade vitamina D (96%), definidas como concentracdes
séricas <12 ng/mL e <20 ng/mL, respectivamente. O segundo pais foi a Turquia, que
apresentou a maior porcentagem de mulheres com insuficiéncia de 25(0OH)D (100%),
condicdo definida por niveis séricos de colecalciferol <30 ng/mL, e as segundas
maiores porcentagens para casos de prevaléncia de deficiéncia grave de vitamina D
(50%) e deficiénciade vitamina D (90%). Fatores como baixa ingestdo de alimentos
ricos em vitamina D, pigmentacdo cutanea e baixa exposi¢ao solar contribuem para
quadros de deficiéncia de vitamina D (Darling, 2020). Nessa perspectiva, o continente

asiatico apresenta uma populacdo com prevaléncia substancial de pele escura,
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caracteristica que dificulta a sintese cutanea de vitamina D. Além disso, questdes
culturais e religiosas presentes no Asia, como o uso da burca pelas mulheres, dificulta
a exposicao solar desse grupo, especificamente (Man etal., 2017). Em contrapartida,
0 unico estudo realizado no continente africano, constatou uma prevaléncia muito
baixa de casos de hipovitaminose D, com apenas 1% e 2% para niveis menores do
que 20 ng/mL e 30 ng/mL respectivamente, como mostra a figura, 0 que pode ser
relacionado com a alta incidéncia solar nesse continente (Palacios e Gonzalez, 2013)
(Figura 3).

Figura 3. Deficiéncia de vitamina D em gestantes de diferentes continentes
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A 74% .
m Turquia m Paquistdo
B oo

Canada

Inglaterra

——— e

Espanha

EX s2%

Vietna

»/' EA %

Tanzénia

1% B

Status de vitamina D Avstékiia =

. <30 nmol/l (<12 ng/ml) m

. <50 nmol/l (<20 ng/ml)
<75 nmol/l (<30 ng/ml)

Fonte: Adaptado de Palacios e Gonzalez, 2013

Tal deficiéncia em mulheres gravidas pode resultar em algumas adversidades
como, vaginose bacteriana, pré-eclampsia e diabetes gestacionais (Amegah et al.,
2017), ainda, estudos vém investigando uma possivel relacéo entre baixos niveis de
vitamina D e casos de abortos espontaneos (Tamblyn et al., 2022).

O aborto espontaneo é caracterizado por ser uma interrupcéo involuntaria da
gravidez e é considerado um dos problemas mais comuns durante a gestacdo. Sua
ocorréncia geralmente se da no 1° trimestre de gravidez, podendoacontecer até a 222
semana de gestagéo, e sua recorréncia é entendida quando h4 histérico de trés ou

mais perdas consecutivas. Estima-se que 15 a 20% das gestacdes terminam em
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abortos espontaneos. As causas para a perda gestacional sdo multifatoriais, fato que
dificulta o diagnéstico preciso, entre as complicacdes que levam a esse quadro estdo:
disfuncdes do endométrio, anomalias genéticas, diabetes e deficiéncia nutricional
(Oliveira et al., 2020).

Durante o periodo gestacional, a placenta é a interface responsavel pela
comunicacgao entre a mée e o feto, ela possibilita a troca de gases e a passagem de
nutrientesque irdo garantiro bom curso da gravidez (Yong e Chan, 2020). Esse 6rgéo
também participa de fungBes endocrinas e, assim como os rins, apresenta tanto na
decidua materna, quanto no trofoblasto fetal o gene CYP27B1. A presenca desse
gene na placenta, garante que haja uma producado local de calcitriol no meio
intrauterino (Hou et al., 2016). Contudo, a diminuicéo de disponibilidade da 25(0OH)D
por parte materna vai resultar também na diminuicao da entrada de colecalciferol no
meio intrauterino através da placenta, causando queda na producdo local da
1,25(0OH)2D, culminando na deficiéncia de vitamina D por parte do feto. Esse estado
de hipovitaminose D potencialmente ira causar problemas na programacao
epigenética, afetando 6rgéos e tecidos-alvo, como o cérebro, figado e tecido adiposo,
além de ocasionar alteracGes na acessibilidade da cromatina, na metilacdo do DNA e
no RNA nao codificante (Ideraabdullah et al., 2019). Por causa do seu papel
imunomodulador, a producéo local de calcitriol no Utero durante a gestagédo € de
extrema importancia para que os efeitos imunossupressores sejam atingidos, e assim
0 sistema imunoldgico materno sustente a implantacao fetal. (Li etal., 2017).

Sendo assim, com objetivo de compreender a influénciada vitamina D e seu
papel na ocorréncia de abortos espontaneos, o presente trabalho busca identificara
relacdo entre a hipovitaminose D e a salde gestacional, analisar a associacdo entre
o0 gene CYP27B1, o receptor VDR e perdas gestacionais e compreender reacoes
imunoldgicas envolvidas na falta da vitamina D e sua relacdo com abortos

espontaneos.

2. METODOLOGIA

Foi realizada uma revisdo integrativa da literatura, sob uma abordagem
guantitativados dados encontrados. A pesquisaincluiu abuscade artigos nosbancos

de dados PubMed e Scielo, utilizando as palavras-chave “vitamin D”, “miscarriage”,
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“vitamin D deficiency”, “25-hydroxyvitamin D”, “IL-17”. Os artigos utilizados para

elaboracédo do presente estudo foram publicados entre os anos de 2013 e 2023.

Figura 4. Fluxograma para escolha de artigos
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3. RESULTADOS

3.1.Diminuicdo dos niveis séricos de vitamina D na perda espontanea precoce da

gravidez

Um estudo realizado por Hou et al. (2016), buscou avaliar as concentracdes de
25(0OH)D e do gene CYP27B1, buscando uma possivel relacdo com casos de aborto
espontaneo. Para isso, 120 mulheres participaram da pesquisa, que foi realizada no
Hospital Afiliado da Universidade Xi‘an Jiaotong e Hospital de Sadde Materno-Infantil
na China, de 2013 a 2014. Elas foram divididas em dois grupos com subgrupos, um
grupo de 60 mulheres com gravidez precoce com 30 que faziam parte do subgrupo
de gravidez com perda gestacional e as outras 30 do grupo controle (gravidez normal).
Jé as outras 60 eram mulheres ndo gestantes, em que 30 faziam parte do grupo 1 de
nao gravidas em idade fértil com historico clinico de gravidez bem-sucedida e as

outras 30 participaram do grupo 2 de ndo gravidas férteis com gesta¢cbes anteriores,



16

as quais tiveram um ou mais abortos espontaneos no primeiro trimestre. Foram

testados os niveis séricos de 25(0OH)D e CYP27B1 por kits Elisa comerciais.

Figura 5. Avaliacdo dos niveis de 25(0OH)D e CYP27B1

80 - 150 -
*
" a
£ £
E 3 100 -
g 2
[~ o
2 @
s 5 50 - |
o >
o~ ) a . *
b
T
" 0 - T T
N 2 » > N 9 L) ™

1- Gravidas normais 2-PG  3-Naogravidas1 4 -Nao gravidas 2

*diferengas significativas

Fonte: Adaptado de Hou et al., 2016

Foram feitas dosagens de 25(0OH)D e CYP27B1 no soro dos 4 subgrupos de
pacientes. Para leitura dos graficos, primeiramente, € preciso que se entenda as
colunas como: 1 - grupo de gravida normal; 2 - grupo de perdas gestacionais (PG); 3
- grupo de néo gravidas 1; 4 - grupo de néo gravidas 2. Além disso, os asteriscos
demonstram que houve diferenca significativa (p < 0,05). Dessa forma, o grafico da
figura 3, a esquerda, com avaliacdo de 25(0OH)D no soro das pacientes, constatou
diferenca significativa entre os 4 grupos, com destaque para 0 grupo de gravidas
normais (a), que apresentou uma diferenca significativamente maior, quando
comparado aos outros trés grupos. Em contrapartida, o grupo de néo gravidas 2 (b),
apresentou uma diferencasignificativamente menorquando comparado com os niveis
de colecalciferol dos grupos PG e néo gravidas 1.

Ja o gréfico a direita, ainda na figura 3, diz respeito aos niveis do gene
CYP27B1 encontrados nas pacientes. De igual forma, houve diferenca significativa
entre os 4 grupos, onde o grupo de gravidas normais (a) apresentou uma diferenca
significativamente maior em comparacdo aos demais grupos e o0 grupo de néao
gravidas 2 (b) expressou uma diferenca significativamente menor quando comparado

aos grupos PG e nao gravidas 1.
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3.2.Insuficiénciade vitamina D como fator de risco para perdas reprodutivas em aborto

espontaneo

Uma pesquisaconduzidaporRadzinskyetal. (2021), buscou estudara relacéo
entre o quadro de deficiénciade vitaminaD e casos de aborto espontaneono primeiro
trimestre de gravidez. 178 mulheres elegiveis participaram dessa pesquisa, que foi
realizada no Departamento de Obstetricia do Instituto Médico da Universidade da
Amizade do Povo Russo, entre os anos de 2017 a 2020. Dessas 178 mulheres, 77
fizeram parte do grupocontrole e 101 do grupo de pacientes com perdas gestacionais.
O ultimo grupo citado foi dividido em grupo 1 — 58 mulheres com relato de primeiro
aborto e grupo 2 — 43 mulheres com um ou mais relatos de aborto. Foi medida a taxa

de 25-hidroxivitamina D por espectrometria e a soma de praticas clinicas.

Figura 6. Quantificagcdo da 25 hidroxivitamina D
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Fonte: Adaptado de Radzinsky et al., 2021.

A figura 4 ilustra a quantificacdo de 25(OH)D em mulheres com histérico de
perda gestacional e um grupo controle, e a diferenca foi considerada significatva
quando p < 0,05. Uma diferenca significativa foi encontrada entre os grupos em
relacdo ao status de insuficiéncia de vitamina D, em que o grupo de perdas
gestacionais no primeiro trimestre apresentou uma frequéncia maior quando

comparado ao grupo controle (93,3% versus 76,9%, p = 0.0183), considerando,
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juntamente, o percentual de mulheres de ambos os grupos com diagndstico de
deficiéncia de 25(0OH)D (71,7% versus 51,3%, p = 0,0392).

3.3.Desequilibrio celular Treg/Th17 e perfil de IL-6 em pacientes com recorréncia

inexplicavel aborto espontaneo

50 mulherescompuserama coorte de um estudorealizado por Zhu etal. (2016),
no Departamento de Obstetricia e Ginecologia do Hospital Memorial Sun Yat-sen, na
China, entre setembro de 2013 e abril de 2014. 25 pacientes, com histérico de 3
abortos espontaneos consecutivos que ocorreram antes da 122 semana gestacao,
fizeram parte do grupo de aborto espontaneorecorrente inexplicavel (AERI),enquanto
0 grupo controle foi composto por 25 mulheres saudaveis e férteis que tiveram pelo
menos uma gravidez bem-sucedida e nenhum aborto anterior. No grupo AERI os
abortos induzidos foram realizados quando os batimentos cardiacos fetais ndo eram
mais detectados, enquanto no grupo controle, os abortos eletivos foram realizados
dentro de 1 semana apd6s a demonstracdo da atividade cardiaca fetal. Foram
avaliados os niveis das células Treg, Thl7 e T CD4+ por citometria de fluxo, e as
interleucinas 6, 10 e 17 por kits Elisa, a partir de amostras de sangue das pacientes,
a fim de avaliar uma possivel relacdo de suas concentracdes com quadros de aborto
espontaneo recorrente inexplicavel. Um p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo.

Figura 7. Razdo entre Treg/T CD4+ e Th1l7/T CD4+
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Fonte: Adaptado de Zhu et al., 2016.
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A figura 5 mostra a porcentagem de células Treg e Th17 entre as células T
CD4+. As porcentagens de células Treg entre as células T CD4+ do sangue periférico
foram significativamente menores em pacientes com AERI, quando comparadas com
0 grupo controle. Em contrapartida, as porcentagens de células Th1l7 foram
significativamente maiores nesse mesmo grupo, quando comparado com 0O grupo
controle (P = 0,0002 e P <0,0001, respectivamente).

Figura 8. Dosagem de IL-6, IL-10 e IL-17
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Fonte: Adaptado de Zhu et al., 2016

Na figura 6 é possivel observar os niveis séricos de citocinas das pacientes
com AERI e controles saudaveis. O nivel sérico de IL-10 foi significativamente menor
em pacientes com AERI quando comparado com controles saudaveis (P = 0,04). Ja
0S niveis séricos de IL-17 e IL-6 se mostrou significativamente maior nas pacientes

com AERI do que nos controles saudaveis (P =0,03 e P = 0,01, respectivamente).

3.4.Mulheres com aborto espontaneo recorrente diminuirama 25(OH)D e o VDR na

interface feto-materna

60 mulheres constituiram a coorte de um estudo conduzido por Li et al. (2016),
no Primeiro Hospital Afiliado da Universidade Médicana China,de janeiro a dezembro

de 2016. Dessas 60 mulheres, 30 delas fizeram parte do grupo de pacientes com
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abortos espontaneos recorrentes (AER) e as outras 30 estavam no inicio da gravidez
e foram submetidas, com consentimento, ao aborto eletivo, constituindo o grupo
controle. Foram selecionadas mulheres de 25 a 35 anos de idade, que estavam de 7
a9 semanasde gestacao e com fluxo menstrual normal.No grupo controle, a atividade
cardiaca fetal foi identificadanasemana anterior ao aborto eletivo, enquantono grupo
de mulheres AER, 0 aborto foi realizado a partir do momento em que o batimento
cardiaco fetal nédo foi detectavel durante o exame. Foram testadas as concentracfes
de 25(OH)D, IL-17 e IL-23 a partir de amostras de tecidos deciduais das pacientes,
por meio de kits Elisa, a fim de entender a relacdo da vitamina D e citocinas

inflamatdrias em casos de perdas gestacionais.

Figura 9. Concentracdo dos fatores por ensaio imunoenzimético
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Fonte: Adaptado de Li et al., 2016.

Os gréaficos A e B da figura 7 sdo referentes aos niveis de 25(OH)D, IL-17 e IL-
23 encontrados nos tecidos deciduais de um grupo de mulheres com aborto
espontaneo recorrente e um grupo controle. Em ambos os graficos, a diferenca é
entendida como significativa quando p < 0,05. No grafico A, o grupo de mulheres com
ERA apresentou uma diferencasignificativamenorem relacéo aos niveis de 25(OH)D,
quando comparado ao grupo controle (p =0,013). J4 no grafico B, IL-17 e IL-23 foram

significativamente maiores no grupo AER, quando comparado com o grupo controle.
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Figura 10. 25(OH)D X IL-23 e IL-17 X IL-23
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Fonte: Adaptado de Li et al., 2016.

A partir de uma anéalise de correlacdo, ainda considerando p < 0,05 para
diferencas significativas, o grafico A da figura 8 apresenta uma correlacdo
significativamente negativa entre os niveis de 25(0OH)D e IL-23 (p = 0,005). Em
contrapartida, o grafico B da mesma figura mostra uma correlacéo significativamente
positiva entre os niveis das interleucinas 17 e 23 (p = 0,024). Isso demonstra que
quanto maiores os niveis de 25(0OH)D, menores os da IL-23, da mesma forma, quanto
maiores 0s niveis dessa mesma interleucina, maiores também seréo os niveis da IL-
17.

3.5.Caracteristicas do primeiro trimestre da gravidez com deficiéncia de vitamina D

88 mulheres participaram de uma pesquisa conduzida por Bakleicheva et al.
(2021), a fim de analisar a relacdo entre baixas concentragbes de vitamina D e
guadros de abortos espontaneos. O estudo foi realizado no Instituto de Pesquisa de
Obstetricia, Ginecologiae Reprodutologiaemhomenagema DOOtt, Sao Petersburgo,
a partir de 2018 até 2020. As 88 pacientes foram divididas em trés grupos mediante a
sua disponibilidade de 25(0OH)D no soro sanguineo, avaliado através do método de
guimioluminescéncia. Grupo 1: 14 mulheres com 25(0OH)D<10 ng/ml (deficiéncia de
vitamina D); Grupo 2: 62 mulheres com 25(0OH)D entre 10 a 30 ng/ml
(deficiéncialinsuficiéncia de vitamina D) e grupo 3: 12 mulheres com 25(0OH)D>30

ng/ml (niveis normais de vitamina D).
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Figura 11. Resultados encontrados para cada parametro avaliado

1 grupo 2 grupo 3 grupo
Parametros {n=14) (n=62) (n=12) Significativo
Vit. D £10 ng/ml Vit. D 10-30 ng/ml Vit. D 230 ng/ml
Infertilidade
na 66,7% (8) 37,1% (23) 16,7% (2) x2: 4,473 P t-3= 0,035
Anamnese
(%)
Perda
gestacional 14,3% (2) 4,8% (3) 8,33% (1) x2: 1,658 P t-3= 0,198
recorrente
(%)
Ameaca de
aborto 85,7% (12) 69,3% (43) 33,3% (4) x2: 7,490 P t-3= 0,007

espontaneo
(%)

Fonte: Adaptado de Bakleicheva et al., 2021.

Em relacdo aos parametros analisados, na figura5 é possivel observar que o
diagnostico de infertilidade se apresentou significativamente 4 vezes mais provavel
em mulheres com status de deficiéncia de vitamina D, quando comparado ao grupo
de mulheres com niveis normais de 25(0OH)D (66,7% e 16,7%, respectivamente,
p = 0,035). O grupo 1, composto por mulheres com deficiéncia grave de vitamina D,
apresentou uma frequéncia 3 vezes maior de quadros de abortos espontaneos
recorrentes, frente ao grupo 2 (14,3% e 4,8%, respectivamente). Além disso, ainda no
grupol, aameaca de aborto espontdneo se mostrou significativamente 3 vezes maior,

guando comparado com o grupo 3 (85,7% e 33,3%, respectivamente, p= 0,007).

Figura 12. Porcentagem de interrupgdo prematura da gravidez
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33,5% (4) 16,1% (10) 0% P1-3=0,045

Fonte: Adaptado de Bakleicheva el al., 2021.

Ja a figura 6 mostra que, em relacdo ao critério de interrup¢do prematura da

gravidez, o grupo 1 demonstrou uma porcentagem estatisticamente significativa,
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gquando comparado ao grupo 3, onde nenhuma gestante apresentou essa

complicacao (33,5% e 0%, respectivamente, p = 0,045).

4. DISCUSSAO

Durante a gravidez, para além de uma interface para passagem de nutrientes,
a placenta assume também papéis endocrinos relevantes na saude fetal. Esse 6rgao
materno expressa o gene CYP27B1, uma enzima extremamente importante na via
metabdlica da vitaminaD, e pode expressar de igualforma o VDR, tanto no trofoblasto
fetal quanto na decidua materna, além disso, alguns dados indicam que 50% do
calcitriol da mée é oriundo desses tecidos (O’'Brien et al., 2014). Em outro estudo,
Guo et al. (2020), observaram gque a expressdo aumentada de VDR no endométrio,
especialmente quando estavam ao longo da janelade implantag&o do ciclo menstrual,
possibilitava as pacientes a terem uma probabilidade significativamente maior de
engravidar do que mulheres com expressao de taxas VDR diminuidas. Ou seja, a
partir do momento em que o gene CYP27B1 converte a 25(0OH)D na suaforma ativa
e ela se torna mais disponivel circulante seja a nivel sérico ou local, mais receptores
se fazem presentes em seus respectivos tecidos alvos - consequentemente na
placenta - e desse modo, h&a a contribuicdo no desenvolvimento da receptividade
endometrial (Guo etal., 2020).

Sabe-se também que a 1,25(0OH)2D, néo é capaz de atravessar a placenta,
apenas em sua forma de armazenamento ela € capaz de ultrapassar a barreira
placentaria para entédo ser convertida em suaforma ativa, através da acao extrarrenal
da 1a-hidroxilase. Por isso os niveis de 25(0OH)D circulantes no soro materno sao
diretamente proporcionais a transferéncia e consequente producéo de vitamina D em
meio intrauterino (Dutra et al., 2021). Em um estudo realizado por Andersen et al.
(2015), foi encontrada uma associacao entre baixo status de vitamina D e aborto
espontaneo no primeiro trimestre de gestacdo, em uma coorte de 1683 mulheres
doadoras de soro antes da 222 semana de gravidez, dando luz novamente a uma
possivel relacdo entre baixos niveis de VD e perdas gestacionais.

A vitamina D também exerce um papel importante na modulacao do sistema
imune (Hii e Ferrante, 2016), por isso sua deficiéncia/insuficiéncia pode levar a
guadros de doencas autoimunes, além de causar complicacfes na gestacdo, umavez
qgue ela pode atuar no estabelecimento da tolerancia a implantacéo fetal (Ota et al.,
2014).
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No estudo realizado por Li et al. (2017), foi encontrada uma diminuicéo de
25(0OH)D e aumento das IL-23 e IL-17 em amostras deciduais de mulheres com
histérico de aborto espontaneo recorrente, em comparacdo com as amostras de
mulheres com histérico de gestacdes normais, deixando clara uma relacéo
significativa negativa de 25(0OH)D frente ao eixo IL-23/IL-17. Outro estudo proposto
por Zhu et al. (2016), demonstrou niveis menores de Treg e IL-10, e maiores de Th17
e IL-6 em um grupo de mulheres com histérico de aborto espontaneo recorrente,
quando comparado com um grupo controle de mulheres férteis saudaveis.

A 1,25(0OH)2D atua na resposta imunoldgica adaptativa inibindo a proliferacéo
e diferenciacdo de linfocitos B e T, levando a uma mudancga para T auxiliar (Th) 2,
referente ao equilibrio Th2/Thl. A vitamina D também aumenta a producdo de
citocinas Th2, enquantodiminuiascitocinas Th17,possivelmente por inibiraproducao
de IL-6 e IL-23 (Schroder-Heurich etal., 2020). Além disso, o calcitriol promove a agédo
de células Treg, que sdo uma subpopulacao de linfécitos T capazes de suprimir
respostas imunoldgicas adversas, através da atenuacao de células T citotoxicas,
célulasTh1, macrofagos, célulasdendriticas (CDs) e célulasnatural killer (NK) (Zhang
et al., 2022). No que diz respeito as respostas imunoldgicas inatas, a vitamina D atua
em monacitos/macréfagos potencializando seus efeitos antimicrobianos, ela também
inibe a maturagdo de CDs, direcionando essas células a um estado mais tolerogénico
(Martens et al., 2020).

As células Th1l7 apresentam papel importante na regulacdo de doencas
autoimunes e processos inflamatorios, por meio da producao de interleucinas, entre
elas a IL-17, uma interleucina com papel pré-inflamatério. Em alguns casos de AER
inexplicavel,houve relatos de niveis de IL-17 e IL-23 - interleucinaprecursorade Th17
- aumentados no soro sanguineo e na decidua, quando comparados a gestacfes
normais. Célulasdotipo Treg também foram encontradasem niveis baixos em alguns
casos de aborto espontaneo sem explicacéo (Fu et al., 2014).

Outro estudorealizado por Chary et al. (2015), avaliou os niveis de células Treg
e IL-10 a partir de amostras de sangue de 158 mulheres gestantes, que foram
divididas em trés grupos (vitamina D suficiente, insuficiente e deficiente), dependendo
do seu status de vitamina D. Foram encontrados niveis menores da interleucina 10 (p
< 5) em gestantes dos grupos com insuficiéncia e deficiénciade 25(0OH)D, tanto no
sangue materno, como do corddo umbilical. Da mesma forma, a populacao de células

Treg, tanto do sangue materno, quanto no cordao umbilical, se apresentou menor (p
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<0,05) em gestantes com deficiéncia de 25(0OH)D, quando comparado com mulheres
dos outros dois grupos, propondo mais uma vez a existéncia de uma relacéo direta
entre a vitamina d e a modulacéo do sistema imune, com consequente impacto na
tolerancia imunoldgica.

As diretrizes sobre cuidados pré-natais para o bom curso da gestacdo foram
publicas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) pela primeira vez em 2016, e
posteriormente, recomendacdes especificas a respeito da suplementacéo da vitamina
D foram publicadas pelo mesmo érgao. De acordo com a OMS (2020), gestantes que
possuem uma dieta pobre em alimentos fontes de vitamina D e baixa exposicao solar,
podem carecer de suplementacédo via oral dessa vitamina, contudo, a avaliacao para
as doses necessarias de suplementacédo deve ser individualizada para cada gestante,
e embasadas por exames laboratoriais, a partir da avaliagdo das concentracdes
séricas de 25(0OH)D.

Diante da sugestdo de relacdo entre aborto espontédneo e quadros de
deficiéncia/insuficiéncia de VD, uma pesquisa realizada por Mansur et al. (2022),
identificou que intervencdes néo tardias na constatacdo da baixa de vitamina D e
suplementacdo da mesma, auxiliam na prevenc¢ao de doencgas respiratérias, autismo,
esclerose e até mesmo em casos de perdas gestacionais. Foi demonstrado que
valores desse micronutriente superiores a 40 ng/mL favorecem o possivel resultado
clinico positivo de neonatos e de suas maes. Até mesmo na fase da lactacéo, Pilz et
al. (2018) afirmam que essa reposicdo deve ser feita com afinco, visto que
guantidades minimas - aproximadamente 20% - de 25(OH)D séricas materna sao
transferidas para o leite da mée.

Apesar de ndo haver consenso emrelacdo a um padrao de doses necessarias
no processo de suplementacdo de vitamina D durante a gestacdo, uma revisédo
sisteméatica avaliou os impactos dessa suplementacdo nos niveis séricos maternos
durante a gravidez, e concluiu que a suplementacéo com doses acima de 1000Ul/dia
desse micronutriente, resultaram em efeitos positivos em relagcdo as concentragoes
séricas de vitamina D das gestantes (Colonetti et al., 2022). JA um estudo
randomizado duplo-cego avaliou os resultados da suplementacdo de 25(OH)D em
casos de AER, e obtiveram como resposta a diminuicdo dos niveis da IL-23 e
subsequentemente queda naincidéncia de aborto espontaneo (Samimi et al., 2017),
evidenciando a importancia de suplementacéo de vitamina D para o bom curso da

gestacao, especialmente no primeiro trimestre da gravidez.
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5. CONCLUSAO

O quadro de aborto espontédneo pode apresentar diferentes causas, como
anomalias genéticas, infec¢des durante a gestacdo, tabagismo e até deficiéncias
nutricionais. A vitamina D € um importante micronutriente que vem sendo relacionado
como possivel causa para alguns casos de perda gestacional. Diversos estudos
concluiram que a deficiéncia/insuficiéncia de 25(0OH)D pode modular negativamente
o primeiro trimestre de gravidez. Além disso, algumas pesquisas de coorte também
chegaram a conclusdo de que a hipovitaminose D leva a um desequilibrio
imunoldgico, que pode predispor o aumento de perdas gestacionais. Por isso, a
intervencdo periconcepcional voltada especificamente para analise do status de
vitamina D se faz importante, uma vez que dessa forma é possivel avaliar a
necessidade de suplementacdo dessa vitamina no primeiro trimestre de gestacéo, ou

até mesmo ao longo de toda gravidez.
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