Universidade do Estado do Rio de Janeiro

2N o
%‘“oUEmP 3 ; Centro Biomédico
@ estapo & Instituto de Nutricédo

)

Joana de Novais Pereira

Investigacdo de biomarcadores do estado nutricional de vitamina D em
gestantes e de seus determinantes sociodemograficos, de estilo de vida e
genéticos

Rio de Janeiro
2019



Joana de Novais Pereira

Investigacdo de biomarcadores do estado nutricional de vitamina D em gestantes e de

seus determinantes sociodemograficos, de estilo de vida e genéticos

Tese apresentada, como requisito parcial para
obtencdo de titulo de Doutor, ao Programa de Pés-
graduacdo em Alimentacdo, Nutricdo e Saude da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Linha
de Pesquisa:  AdaptacGes fisioldgicas e
metabdlicas: Programacdo, nutricdo e atividade
fisica.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Flavia Fioruci Bezerra

Rio de Janeiro
2019



CATALOGACAO NA FONTE
UERJ/ REDE SIRIUS / BIBLIOTECA CEH/A

P436 Pereira, Joana de Novais.
Investigacdo de biomarcadores do estado nutricional de vitamina D em
gestantes e de seus determinantes sociodemograficos, de estilo de vida e
genéticos / Joana de Novais Pereira. — 2019.
113 f.

Orientadora: Flavia Fioruci Bezerra.
Tese (Doutorado) — Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Instituto de
Nutricdo.

1. Nutric8o — Teses. 2. Gesta¢do — Teses. 3. Vitamina D — Teses. |. Bezerra,
Flavia Fioruci. 1. Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Instituto de
Nutricdo. I11. Titulo.

es CDU 612.3(81)

Autorizo, apenas para fins académicos e cientificos, a reproducdo total ou parcial desta
tese, desde que citada a fonte.

Assinatura Data



Joana de Novais Pereira

Investigacdo de biomarcadores do estado nutricional de vitamina D em gestantes e de

seus determinantes sociodemograficos, de estilo de vida e genéticos

Tese apresentada, como requisito parcial para a obtencdo de
titulo de Doutor, ao Programa de Pds-graduacdo em
Alimentacdo, Nutricdo e Salde da Universidade do Estado do
Rio de Janeiro. Linha de Pesquisa: AdaptacGes fisioldgicas e
metabdlicas: Programacdo, nutri¢do e atividade fisica.

Aprovada em 26 de julho de 2019.

Banca examinadora:

Prof?. Dr?. Flavia Fioruci Bezerra (Orientador)
Instituto de Nutricdo — Universidade do Estado do Rio de Janeiro

Profé. Dr2. Marta Citelli dos Reis

Instituto de Nutricdo — Universidade do Estado do Rio de Janeiro

Prof?. Dra. Lucia de Fatima Campos Pedrosa
Departamento de Nutrigdo - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Profé. Dr3. Verdnica Marques Zembrzuski
Instituto Oswaldo Cruz — Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)

Dr2, Maria Eduarda Ledo Diogenes Melo
Instituto Nacional de Cancer (INCA)

Rio de Janeiro
2019



DEDICATORIA

Ao0s meus pais, meus maiores incentivadores e companheiros de vida, que
transmitiram a mim o valor de uma profissdo e a importancia da fé na construcdo do meu

proprio caminho.



AGRADECIMENTOS

A universidade do Estado do Rio de Janeiro, por me acolher durante os quatro anos de
doutorado. Por me proporcionar, mesmo em seus momentos mais dificeis e desafiadores
momentos de imensa alegria, crescimento profissional, encontros com pessoas que
caminharam comigo e hoje, sdo imensamente importantes em minha vida.

A professora Flavia Fioruci Bezerra, pela inspiracdo na perfeicdo no que conduz a sua
profissdo. Serei eternamente grata por cada ensinamento, pela orientacdo na execucdo deste
projeto e para muito além dele. Obrigada por me guiar, me acompanhar desde 0s primeiros
tortos passos.

Aos laboratorios de Fisiopatologia e Bioquimica da Nutricdo, minha segunda casa
durante esses quatro anos de doutorado, ao laboratério para Estudos da Interacdo entre
Nutricdo e Genética (Instituto de Nutrigdo — UERJ) e ao laboratério de Genética Humana do
Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

A todos os professores do Programa de P6s-Graduacdo em Alimentacdo, Nutricdo e
Saude (Instituto de Nutricdo — UERJ) pela contribuicao e aprendizagem.

As minhas queridas alunas de iniciagdo cientifica Julia e Fernanda, por todo o apoio e
ajuda durante essa caminhada, estando ao meu lado desde o momento das coletas de amostras
até a realizacdo das anélises laboratoriais. Sou muito sortuda em ter sido contemplada com as
melhores alunas de iniciacdo cientifica que eu poderia ter. Vocés deram um colorido especial
a este trabalho.

Aos queridos amigos do NENFE e do PPG Alimentacdo, Nutricdo e Saude, por
estarem ao meu lado e me acompanharem ao longo dessa caminhada.

As minhas queridas amigas, Thamiris, Elaine, Caroline, presentes da UERJ e dessa
jornada linda e inesquecivel. Obrigada por todas as risadas, todo o apoio e aconchego nos
momentos mais dificeis.

A todas as minhas amigas do Laboratorio de Fisiopatologia e Bioquimica da Nutrigéo,
minha segunda familia durante esses quatro anos.

As minhas amadas primas, Julia e Luna, minhas grandes incentivadoras. Sempre
acreditando, no meu potencial e nos meus sonhos. Sou grata a Deus por permitir 0 nosso
encontro nessa vida.

A minha amada avo Adilea. Sinto tanto a sua falta, do seu carinho, da sua voz. Eu

tenho certeza que vocé continua orando, zelando por mim. Sinto a sua presenca ao meu lado



todos os dias. Obrigada por ter se tornando o meu anjo protetor e me ajudar a concluir esse
ciclo. Saudades, sempre.

A CAPES pela concessdo da bolsa de doutorado e ao CNPQ pela concessdo do apoio
financeiro para o Projeto. O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacéo
de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de
Financiamento 001.

A todas as voluntarias que aceitaram fazer parte desta pesquisa. Vocés sdo a razao para
a realizacdo desse estudo.

A todos os funcionarios do Hospital Maternidade Herculano Pinheiro, em especial a
enfermeira Eliane que me recebeu de bragos abertos e realizou todas as coletas de amostras
bioldgicas das voluntarias do presente estudo.

Ao meu irmdo, pelo amor, carinho e incentivo incondicionais.

E finalmente aqueles que séo e sempre serdo 0s mais importantes na minha vida, 0s
meus pais. Muito obrigada por estarem sempre de méos dadas comigo e me ensinarem todos
os dias e, incansavelmente, o real valor da vida. Hoje sei que mais importante do que saber
para onde vamos, € saber de onde viemos, e que eu sempre terei para onde voltar. Eu amo

muito vocés.



Bom mesmo ¢ ir a luta com determinacéo,
abracar a vida com paixéo,

perder com classe

e vencer com ousadia,

porque o0 mundo pertence a quem se atreve
e a vida € muito para ser insignificante.

Augusto Branco



RESUMO

PEREIRA, J. Investigacao de biomarcadores do estado nutricional de vitamina D em gestantes e
de seus determinantes sociodemograéficos, de estilo de vida e genéticos. 2019. 113 f. Tese
(Doutorado em Alimentacdo, Nutricdo e Saude) — Instituto de Nutri¢do, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, 2019.

O conhecimento dos determinantes do estado de vitamina D em mulheres durante o periodo
gestacional é particularmente importante devido as potenciais implicagdes da insuficiéncia dessa
vitamina para a salude materna e fetal. Além de fatores sociodemogréficos e de estilo de vida, é
possivel que polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs) determinem a predisposicao de gestantes a
inadequacéo de vitamina D. Por ser um periodo de importantes altera¢cdes no metabolismo da vitamina
D, a determinagdo do estado dessa vitamina em gestantes baseada exclusivamente nas concentragdes
séricas do indicador convencional de adequagdo [25(OH)D] tem sido questionada. Na presente Tese
sdo apresentados dois manuscritos originais gque objetivaram investigar um amplo conjunto de
biomarcadores de estado nutricional de vitamina D em gestantes brasileiras e seus determinantes
demogréficos e de estilo de vida (artigo 1), bem como a associa¢do entre as concentragcdes desses
biomarcadores e SNPs localizados no gene que codifica a proteina ligante de vitamina D (DBP - gene
GC) (artigo 2). Trata-se de um estudo transversal com uma amostra de conveniéncia (n=123)
composta por mulheres adultas no terceiro trimestre de gestagdo atendidas em uma maternidade
publica da rede Municipal de saude da cidade do Rio de Janeiro. Informagdes sobre idade materna,
escolaridade, idade gestacional, IMC pré-gestacional, nimero de gestacOGes anteriores, habito de
fumar, habito de beber e de praticar atividade fisica durante a gestacdo foram autorrelatadas no
momento da entrevista. A determinacdo da pigmentacdo da pele foi avaliada com auxilio de um
colorimetro portétil. As concentragdes séricas de 25(OH)D3 foram determinadas por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a um Detector de Arranjo de Diodos (CLAE-DAD). As
concentragdes sericas de albumina, DBP e PTH foram determinadas utilizando métodos
convencionais. As frac@es livre e biodisponivel de 25(OH)D3 foram determinadas indiretamente por
equacdo matematica baseada na constante de afinidade de ligacdo com albumina e DBP. As
genotipagens dos SNPs rs2282679 (G>T), rs4588 (G>T) e rs7041 (A>C) foram realizadas por PCR
em tempo real. No primeiro artigo, utilizando analises de regressdo linear maltipla, a idade gestacional
se associou inversamente as concentracdes de 25(OH)D3, enquanto o IMC-pré gestacional foi
diretamente associado as concentracdes de DBP (B = 5,84, 95% IC: 0,62, 11,06). As mulheres que
tiveram 0 sangue coletado durante o inverno e 0 outono apresentaram menores concentracfes de
25(0OH)D3, DBP, 25(0OH)D3 livre e 25(0OH)D3 biodisponivel. No segundo artigo, apds ajustes pela
estacdo do ano, idade gestacional e IMC pré-gestacional, as mulheres com o gen6tipo GG (rs2282679)
apresentaram menores concentracdes de DBP comparadas aquelas com genétipo TT. Os gen6tipos GT
e GG (rs2282679) foram associados as maiores concentragdes de PTH (B = 14,53; 95% IC: 3,86, 25,20
e B = 19,66; 95% IC: 0,28, 39,04), enquanto menores concentracdes de PTH foram observadas nas
mulheres com os genétipos GT e TT no SNP rs4588 (B = -14,12; 95% IC: -25,47, -2,78 e B = -19,39;
95% IC: -38,88, 0,11, respectivamente). Em conjunto, nossos resultados sugerem que a estacdo do
ano, a idade gestacional, e o IMC pré-gestacional s&o os principais fatores responsaveis por determinar
a predisposicdo de gestantes a insuficiéncia de vitamina D e que, aparentemente, as concentra¢fes de
25(0OH)D3 total e de suas fracOes livre e biodisponivel fornecem informagdes semelhantes a respeito
do estado nutricional de vitamina D em gestantes brasileiras. Os resultados sugerem ainda que os
SNPs avaliados, embora ndo tenham apresentado associacdo com as concentracdes de 25(OH)D3 total
e fracOes, parecem influenciar as concentragdes de PTH, considerado um indicador de funcionalidade
da vitamina D.

Palavras chave: Gestacdo. Vitamina D. Determinantes demograficos. SNP. Brasil.



ABSTRACT

PEREIRA, J. Investigation of biomarkers of vitamin D status in pregnant women and their
sociodemographic, lifestyle and genetic determinants. 2019. 113 f. (Doutorado em
Alimentacdo, Nutricdo e Saude) — Instituto de Nutricdo, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, 2019.

The knowledge of the determinants of vitamin D status in pregnant women is
particularly important due to the potential implications of its insufficiency for both maternal
and fetal health. In addition to sociodemographic and lifestyle factors, it is possible that single
nucleotide polymorphisms (SNPs) determine the genetic predisposition of pregnant women to
inadequate vitamin D status. Pregnancy is associated with important changes in vitamin D
metabolism. Vitamin D status assessment in pregnant women based exclusively on the serum
concentrations of the conventional vitamin D indicator [25(OH)D] has been questioned. In the
present thesis, two original manuscripts are presented investigating a broad set of biomarkers
of nutritional vitamin D status in Brazilian pregnant women and their demographic and
lifestyle determinants (manuscript 1), as well as the association between concentrations of
these biomarkers and SNPs the gene encoding vitamin D binding protein (DBP - GC gene)
(manuscript 2). This is a cross-sectional study with a convenience sample (n = 123) conducted
in women in the third trimester of pregnancy attended at a public maternity of the Municipal
health in Rio de Janeiro, Brazil. Information on maternal age, educational attainment,
gestational age, pre-gestational BMI, number of previous pregnancies, smoking habit,
drinking habits and practicing of physical exercise during pregnancy were self-reported at the
time of the interview. The skin pigmentation was evaluated using a portable colorimeter.
Serum concentration of total 25(OH)Ds was measured by high-performance liquid
chromatography coupled with diode array detector (HPLC-DAD). Serum concentrations of
albumin, DBP and PTH were determined. Free and bioavailable fractions of 25(OH)D3 were
indirectly estimated based on the protein-ligand binding kinetics. The genotyping of the SNPs
rs2282679 (G>T), rs4588 (G>T) e rs7041 (A>C) were performed by Real-Time PCR. In the
first manuscript, using multiple linear regression analysis, gestational age was inversely
associated with 25(OH)Ds concentrations, whereas pre-pregnancy BMI was directly
associated with DBP concentrations ( = 5.84, 95% CI: 0.62, 11.06). Lower concentrations of
25(0OH)Ds, DBP and free and bioavailable 25(OH)Ds fractions were observed in women who
had blood collected during the winter and autumn. In the second manuscript, after adjustments
for season, gestational age and pre-pregnancy BMI, women with GG genotype (rs2282679)
had lower DBP concentrations compared to those with TT genotype. The genotypes GT and
GG (rs2282679) were associated with the highest PTH concentrations (p = 14.53, 95% CI:
3.86, 25.20 and B = 19.66, 95% CI: 0.28, 39, 04), while lower concentrations of PTH were
observed in women with GT and TT genotypes at the SNP rs4588 (B = -14.12; 95% CI: -
25.47, -2.78 and B = -19.39; 95% CI: -38.88, 0.11, respectively). Our results suggest that the
season of the year, gestational age and pre-pregnancy BMI are the main factors determining
the predisposition of pregnant women to vitamin D insufficiency and that, apparently, total
25(0OH)Ds3, as well as its free and bioavailable fractions, provide similar information about
vitamin D status in Brazilian pregnant women. The results also suggest that although the
evaluated SNPs were not associated with 25(OH)Ds (both total and fractions), it appears that
they may influence PTH concentrations, considered a marker of vitamin D function.

Keywords: Pregnancy. Vitamin D. Demographic determinants. SNP. Brazil.
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APRESENTACAO

A presente Tese compreende um estudo transversal desenvolvido na Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (UERJ). A investigacdo do estado nutricional de vitamina D em
mulheres durante o periodo gestacional € particularmente importante devido as potenciais
implicacdes da inadequacdo dessa vitamina para a salude materna e fetal. Apesar da gestacdo
estar associada a diversas alteragdes no metabolismo de vitamina D, os critérios utilizados
para a definicdo do estado de vitamina D em mulheres durante o periodo gestacional sdo os
mesmos empregados para a populagdo adulta em geral. Nesse contexto, o objetivo do estudo
foi avaliar os biomarcadores do estado nutricional de vitamina D em gestantes adultas bem
como os seus determinantes socio-demograficos, de estilo de vida e genéticos.

Durante o desenvolvimento da tese a aluna realizou o recrutamento, no Hospital
Maternidade Herculano Pinheiro, das voluntérias estudadas assim como todas analises
laboratoriais que compde o presente trabalho, incluindo a determinacdo das concentragdes
séricas de 25(OH)Ds, da proteina ligante de vitamina D, de PTH e de albumina no
Laboratorio de Fisiopatologia e Bioquimica da Nutricdo (UERJ). A extracdo do DNA e as
genotipagens dos SNPs investigados foram realizadas no Laborat6rio para Estudos de
Interacdo entre Nutricdo e Genética (UERJ).

Este documento se encontra estruturado nas seguintes secgOes: apresentacéo,
introducdo, revisao bibliografica, hipoteses, objetivos, métodos, resultados e conclusbes. Os
questionarios e 0s materiais complementares utilizados no momento da coleta de dados e de
amostras biolégicas das voluntarias que aceitaram participar do estudo estdo apresentadas nas
segoes “apéndice”.

As secdes de “resultados” e “discussdo” foram desenvolvidas no formato de dois
artigos cientificos. O primeiro, intitulado “Investigation of biomarkers of vitamin D status in
Brazilian pregnant women and their potential demographic and lifestyle determinants e o
segundo intitulado “Associacdo entre polimorfismos de nucleotideos unicos localizados no
gene GC e as concentracOes de biomarcadores de estado de vitamina D em gestantes

brasileiras” serdo em breve submetidos para periddicos de circulagdo internacional.
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INTRODUCAO

Estudos epidemioldgicos revelam expressiva insuficiéncia de vitamina D em grupos
populacionais de diferentes paises, de varios continentes, em geral associada a fatores
ambientais, socio demograficos e de estilo de vida (MITHAL et al., 2009). Dentre 0s
diferentes grupos populacionais, a investigacdo do estado de vitamina D em mulheres durante
0 periodo gestacional merece especial atencdo devido as potenciais implicacdes da
insuficiéncia dessa vitamina para a salde materna e fetal.

A gestacdo é um estagio de importantes alteracdes bioldgicas, anatbmicas e enddcrinas
incluindo a secrecdo aumentada de hormonios, a expansdo do volume plasmatico e da massa
eritrocitaria, a variacdo da composicdo corporal materna e a necessidade aumentada de
nutrientes em resposta ao desenvolvimento dos tecidos materno e fetal (DONANGELO,
BEZERRA, 2016). A demanda aumentada de célcio, principalmente no terceiro trimestre de
gestacdo, necessaria para a sintese dssea fetal, induz adaptacdes metabolicas que incluem o
aumento da eficiéncia de absorcéo intestinal de calcio nesse periodo, que por sua vez depende
de alteracgdes fisiologicas no metabolismo de vitamina D (KOVACS, KRONENBERG, 1997),
em especial, do incremento das concentracdes séricas da forma ativa da vitamina D, a 1,25-
dihidroxivitamina D [1,25(OH).D], sendo até entdo, pouco esclarecido o impacto desse ajuste
sobre as concentracdes séricas de 25(0OH)D, substrato para a sintese de 1,25(OH).D.

Mais recentemente o0 aumento da sintese hepatica da proteina ligante de vitamina D
(DBP), em especial no terceiro trimestre de gestacdo, tem sido relatado em estudos
longitudinais (JASSIL et al., 2017; BEST et al., 2018; KARRAS et al., 2018). Considerando
que, de acordo com a hipotese do “hormonio livre”, apenas 0os hormonios na sua forma livre,
ndo complexados a proteinas transportadoras especificas, estariam sujeitos a exercerem as
suas atividades bioldgicas (TSUPRYKOV et al., 2017), seria plausivel considerar que as
concentracdes séricas de 25(OH)D total, considerado o melhor indicador de suficiéncia de
vitamina D (NORMAN, 2008; HOLICK et al., 2011) em individuos saudaveis pode nao
refletir o real estado de vitamina D, em condicOes de alteracdes nas concentragdes séricas da
DBP, por ndo considerar a biodisponibilidade da vitamina D (KIM et al.,, 2017;
TSUPRYKOQV etal., 2019).

Diante do exposto tem sido postulado que a informacdo complementar a respeito das
concentragdes de outros biomarcadores associados ao estado de vitamina D, incluindo o
hormbnio da paratireoide (PTH), a DBP e as fragdes livre e biodisponivel de vitamina D

poderiam contribuir para a melhor determinacdo do estado de vitamina D em mulheres
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durante o periodo gestacional (PRENTICE et al., 2008; BIKLE et al., 2017; TSUPRYKOV et
al., 2017).

Sexo feminino, idade avancada, cor de pele escura, baixa exposi¢do solar, baixa
ingestdo dietética e meses de inverno, tem sido considerados os principais determinantes das
concentragOes séricas de 25(OH)D em diferentes populagdes (HILGER et al., 2014; YAO et
al., 2017). Além desses fatores, estudos sobre associa¢des genéticas no campo da vitamina D,
tem relatado que alguns polimorfismos genéticos de nucleotideos Unicos (SNPs) parecem
estar associados as concentracdes séricas e as func¢des de vitamina D no organismo humano.
Nesse sentido, tem sido proposto que SNPs localizados em genes envolvidos com as vias de
sintese e de metabolismo da vitamina D podem determinar a predisposi¢do genética de
individuos a inadequacdo do estado de vitamina D (JOLLIFFE et al., 2016).

Devido ao conhecimento ainda limitado a respeito da influéncia da gestacdo e de
algumas caracteristicas genéticas nas concentracGes séricas do principal biomarcador do
estado de vitamina D, consideramos oportuna a investigacéo, para a melhor determinacao do
estado nutricional de vitamina D materna, das concentracdes séricas da 25(OH)Ds, de outros
biomarcadores de estado de vitamina D e de polimorfismos localizados em genes envolvidos

com o metabolismo e o transporte da vitamina D .
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Gestacdo como periodo de elevada demanda de nutrientes

A gestacdo representa um estagio do desenvolvimento humano responsavel por
importantes alteracdes fisioldgicas e anatdmicas no organismo materno (HOLLIS et al., 2017)
que se iniciam no momento da nidacéo e se prolongam até o término da gestacdo (DAWES,
CHOWIENCZYK, 2001). Os principais ajustes fisioldgicos observados no metabolismo
materno incluem mudancas na secrecdo de hormonios maternos, principalmente de
progesterona e estrogénio, necessarias a manutencdo da gestacdo, aumento do volume
plasmatico (45 a 50%) e da massa eritrocitaria (15 a 20%), diminui¢do dos valores do
hematocrito, mudancas na composicdo corporal materna e requerimento aumentado de
nutrientes incluindo proteina, vitaminas e minerais, como consequéncia do desenvolvimento
dos tecidos materno e fetal, transferéncia placentaria de nutrientes e capacitacdo do organismo
materno para a lactacdo (DONANGELO, BEZERRA, 2016).

Entre os nutrientes com demanda aumentada durante a gestacdo, figura o célcio, em
resposta a transferéncia placentaria desse mineral (13 a 33g) para a formacgdo do esqueleto
fetal (KOVACS, KRONENBERG, 1997; ZHANG et al., 2014; KARRAS et al., 2017).
Ajustes fisioldgicos no organismo materno garantem o suprimento aumentado de célcio sem
que haja necessidade aumentada da sua ingestdo por mulheres durante o periodo gestacional.
Dentre as principais adaptacdes no metabolismo do célcio ja descritas, destaca-se 0 aumento
da eficiéncia de absorcdo intestinal materna que ocorre na dependéncia da ac¢ao da vitamina D
(HEANEY, SKILLMAN, 1971; BRANNON et al., 2011; BEST et al., 2018).

A definicdo das recomendacdes de ingestdo de vitamina D €, no entanto, complexa
devido as alteraces fisioldgicas e anatdbmicas no organismo materno e a compreensao, ainda
limitada, a respeito das adapta¢fes no metabolismo de vitamina D durante a gestacdo (BEST
et al., 2018). Estudos tém sugerido que possiveis ajustes metabdlicos responsaveis, em
condigdes fisiologicas normais, pelo incremento das concentragdes de vitamina D, assegurem
a manutencdo da salde materna e fetal independente da maior ingestdo e/ou suplementacdo
dessa vitamina durante o periodo gestacional (I0M, 2011).

1.2 Vitamina D - historico, definicdo e metabolismo

As primeiras descri¢Oes a respeito do raquitismo, ou doenga de Glisson, surgiram no
século XVII, em regides da Holanda e da Inglaterra, onde a exposi¢do solar era escassa ao
longo do ano. Ainda que sem impacto na comunidade cientifica internacional, no século XIX
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o professor polonés S’niadecki relatou a alta frequéncia de raquitismo em areas urbanas e
enfatizou o possivel papel da radiacdo solar no tratamento da doenga. Em 1919, o pesquisador
Edward Mellamby, observou que os cdes utilizados em suas pesquisas e desprovidos de
exposicao solar desenvolveram alteragdes esqueléticas semelhantes as observadas em criangas
raquiticas, e que tais alteracdes foram evitadas nos animais administrados com doses diarias
de 6leo de peixe (PEREZ-LOPEZ, 2007).

Na década de 1930, a vitamina D foi identificada por pesquisadores que estudavam
as estruturas quimicas de membros da familia do colesterol (PEREZ-LOPEZ, 2007).
Atualmente, o termo “vitamina D” ¢ utilizado para referenciar um grupo de moléculas
secosteroides sintetizadas a partir do 7-dehidrocolesterol (7-DHC) (CASTRO, 2011). Devido
a similaridade da estrutura quimica e mecanismo de acdo bioldgica, a forma ativa da vitamina
D é considerada um horménio esteroide. Atualmente, atribui-se a esse horménio uma agédo
pleiotropica que vem sendo crescentemente investigada em relacdo as diversas acOes
bioldgicas relacionadas a satide humana, para além da homeostasia do célcio e metabolismo
0sseo (CHRISTAKOS et al., 2016).

Apesar de ser obtida através da ingestdo de determinados alimentos de origem
animal (colecalciferol, vitamina Ds), incluindo peixes gordurosos de agua de fria e profunda,
e alimentos de origem vegetal e fungos comestiveis (ergosterol, vitamina D), a principal
fonte de vitamina D é a sintese cutanea. Na pele, a sintese da vitamina D é iniciada no estrato
basal e espinhoso do tecido epitelial onde esta armazenado o composto precursor da vitamina
D, o 7-DHC. A absorcao cutanea da radiacdo solar, especialmente a ultravioleta (UVB), nos
comprimentos de onda entre 290 e 315 nandémetros (nm), promove a conversdo do 7-DHC, a
partir da ruptura da ligacdo presente entre os carbonos 9 e 10 do anel B, em pré-vitamina Ds
(CASTRO, 2011), que por sua vez é termicamente isomerizada a vitamina Dz (CHEN et al.,
2007).

A sintese cutanea de vitamina D parece ser influenciada por diversas variaveis

incluindo, o uso frequente de protetor solar, a pigmentacdo da pele, o &ngulo de incidéncia da
luz solar sobre a Terra (zénite solar) e a latitude. O angulo zenital, maior durante os meses de inverno e
proporcional a latitude, promove a reducdo da incidéncia de radiacdo solar sob a Terra e, consequentemente, a
diminuigdo da sintese cutanea de vitamina D; (WEBB et al., 1988). Além disso, 0 processo inicial de ativacdo da
vitamina D também parece depender da pigmentacdo da pele (CHEN et al., 2007; MCCARTY ., 2008) uma vez
gue a melanina compete com o 7-DHC pela absorcéo da radiacdo UVB (MITHAL et al., 2009). Com o intuito de
evitar a sintese excessiva de colecalciferol, em situacdo de prolongada exposicdo cutanea a luz solar, o
organismo humano faz o uso de um mecanismo de protecdo, a partir da absorcdo de fdétons UVB pela pré-
vitamina D3 e sua isomerizacdo em metabdlitos biologicamente inativos incluindo o lumesterol, taquisterol, 5,6-

transvitamina D3 e suprasterol (WEBB et al., 1988).
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Independente da origem, dietética ou a partir da sintese cutanea, a vitamina D é
transportada até o figado, complexada a proteinas transportadoras especificas como a
albumina e, principalmente, a proteina ligante de vitamina D (DBP) (CHUN et al., 2014). No
figado, a vitamina D € convertida pela enzima vitamina D-25-hidroxilase (25-OHase, gene
CYP2R1) em 25-hidroxivitamina D (calcidiol, 25(OH)Ds e 25(0OH)D>), o principal metabdlito
circulante de vitamina D (NORMAN, 2008; HOLICK et al., 2011). Por ndo apresentar
funcGes biologicas especificas, a 25(OH)D ligada as proteinas transportadoras €
sequencialmente metabolizada no tubulo renal proximal pela enzima 25(OH)D-1a-hidroxilase
(La-OHase, gene CYP27B1), resultando na sintese da 1,25-dihidroxivitamina D (calcitriol,
1,25(0OH).D), metabdlito responsavel pelas a¢bes bioldgicas da vitamina D (CHRISTAKOS
et al., 2016). A sintese renal de 1,25(0OH)2D ¢é regulada pelas concentracdes séricas de célcio,
de fdsforo, do fator de crescimento de fibroblastos 23 (FGF23) e do paratorménio (PTH)
(HOLICK, 2011) que parecem também determinar a expressao/atividade renal da CYP27B1
(WEBSKY et al., 2018). Um importante mecanismo de protecdo contra a sintese excessiva da
1,25(0OH).D, é a sua conversdo renal, pela enzima 25-hidroxivitaminaD-24-OHase (24-
OHase, gene CYP24Al), nos metabdlitos intermediarios 24,25(0H).D e 1,24,25(0OH)sD
(ZIEROLD et al., 2003).

As acdes bioldgicas da 1,25(0H).D sdo mediadas pela sua ligagdo com o receptor de
vitamina D (VDR), um fator de transcri¢do pertencente a familia de receptores de esteroides
nucleares, incluindo os receptores de acido retindico, de horménios tireoidianos e sexuais
(MARGOLIS, CHRISTAKOS., 2010). A 1,25(0OH).D, através da interagdo com o VDR
regula de forma direta e indireta a expressdo de aproximadamente 2000 genes humanos,
muitos dos quais apresentam em sua regido promotora elementos de resposta a vitamina D
(VDRE, Vitamin D Response Element) (WEBSKY et al., 2018).

A principal fungdo biolégica da vitamina D é a sua atuagcdo na homeostasia do célcio
através do controle da troca de ions de célcio e de fosfato na membrana celular dos
enterécitos, das células tubulares renais e dos midcitos, favorecendo a adequada
mineralizacdo e desenvolvimento do esqueleto em criancas e adolescentes e manutengéo da
salide 6ssea no decorrer da vida (HOLICK, 2007).

Além disso, a expressdo do VDR e da enzima la-hidroxilase em células humanas
ndo relacionadas ao metabolismo do célcio incluindo as células do sistema imunoldgico
(macroéfagos, linfocitos B e linfocitos T e células dendriticas), neurénios, células placentérias
e do sistema nervoso central (JONES et al., 1998) sugere que a atuagéo da vitamina D no

organismo humano néo se limita & manutencédo da saude dssea.
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Nesse contexto, estudos recentes tem relatado que a vitamina D esteja envolvida na
modulacdo do sistema imune adaptativo através da ativacdo de células T reguladoras (BIKLE,
2008; KAMEN et al., 2010), na protecdo do sistema nervoso central contra radicais livres
(BISCHOFF-FERRARI et al., 2006), no sistema cardiovascular, regulando a contractilidade e
o relaxamento da musculatura cardiaca (PUSCEDDU et al., 2015). Durante a gestacdo, a
expressdo placentaria do VDR, principalmente no terceiro trimestre de gestacdo (SHAHBAZI
et al., 2011), indicam a atuacao da vitamina D na implantagdo embrionaria, na vascularizagdo
placentaria  (JI et al., 2017) e nos desfechos relacionados a gestacdo incluindo, o
desenvolvimento de distdrbios hipertensivos gestacionais (BACA et al., 2016; BAKACAK et
al., 2015; BAREBRING et al., 2016) parto prematuro e baixo peso ao nascer (DROR,
ALLEN, 2010; CHUN et al., 2016).

1.3 Indicadores e métodos de avaliagdo do estado nutricional de vitamina D

Nos ultimos 10 anos a percepc¢do do que se constitui um estado adequado em vitamina
D vem sofrendo intensa revisdo. Até entdo, a inadequacdo de vitamina D era definida por
critérios béasicos de presenca ou auséncia de doencas Osseas (raquitismo em criancas e
osteomalécia em adultos), usualmente associados a concentragBes muito baixas da principal
forma circulante dessa vitamina, a 25(OH)D. Essas definicdes sofreram e vém sofrendo
intensas modificacfes de forma que valores (ndo consensuais) mais altos de 25(OH)D tém
sido adotados como referéncia para a defini¢do de um estado étimo de vitamina D (HOLICK,
2007).

As diretrizes atuais consideram a determinacdo da concentracdo sérica de 25(0OH)D o
melhor indicador do estado nutricional de vitamina D (NORMAN, 2008; HOLICK et al.,
2011). Devido a sua meia-vida de 2 a 3 semanas, as concentragdes séricas de 25(OH)D
oscilam pouco em um curto periodo, e por isso, refletem tanto a ingestdo dietética quanto a
sintese cutanea de vitamina D (NORMAN, 2008). Além disso, estudos determinaram que as
concentragOes de 25(0OH)D estéo fortemente associadas aos desfechos classicos de adequacao
de vitamina D (BISCHOFF-FERRARI et al., 2006), incluindo a mineralizacdo 0ssea, 0 risco
de fraturas (PRIEMEL et al., 2010) e de eventos cardiovasculares, as causas de mortalidade
(DOBNIG et al., 2008) e a supressdo das concentragdes séricas de PTH circulante (HARRIS
et al., 2003).

Embora a 1,25(0OH).D seja 0 metabdlito de vitamina D com atividade bioldgica

especifica, a sua utilizacdo como indicador do estado nutricional de vitamina D é pouco
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indicada pelas diretrizes atuais, devido a sua regulacdo por fatores como o PTH e o
calcio/fosfato sérico. Além disso, a sua meia-vida, de aproximadamente 4 horas, determina
uma significativa variabilidade intra-individual das suas concentracdes séricas. Do ponto de
vista analitico, a dosagem de 1,25(OH).D é desafiadora devido as suas concentra¢ées 1000
vezes menores que as da 25(0OH)D e a escassez de métodos de referéncia aceitos
internacionalmente (HERRMANN et al., 2017).

Diferentes pontos de corte, baseados nas concentracdes sericas de 25(OH)D foram
sugeridos pelo Instituto de Medicina Americano e pela Sociedade Americana de
Endocrinologia, como indicadores do estado de vitamina D em individuos saudaveis. A
Sociedade Americana de Endocrinologia defende que concentragfes séricas de 75 nmol/mL
(30ng/mL), sejam adotadas como ponto de corte para definir suficiéncia de vitamina D
(HOLICK et al., 2011). Por outro lado, segundo o Instituto de Medicina americano (IOM,
2011), as concentragdes séricas de 50 nmol/L (20ng/mL) atenderiam os requerimentos de
vitamina D em 97,5% da populacdo geral, enquanto concentracdes séricas de 75 nmol/mL
(30ng/mL), ndo proporcionam maiores beneficios a salde esquelética, incluindo a absorcao
intestinal de calcio, a densidade mineral dssea e a maior protecdo ao desenvolvimento de
osteomalacia em adultos e raquitismo em criangas, quando comparadas as concentracdes de
50 nmol/L.

Diferentes métodos analiticos para a determinacdo das concentracGes séricas de
vitamina D tém sido reportados na literatura (SEAMARK et al., 1981; SHIMADA,
KOBAYASHI, 1991; CARTER, 2011; HERRMANN et al., 2017). Esses métodos sdo
baseados na separacdo dos diferentes metabdlitos de vitamina D por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) e por Cromatografia Gasosa (CG) com diferentes sistemas de
deteccdo, incluindo os detectores fotométricos ou seletivos de massas (KICH et al., 2012;
HERMMANN et al., 2017) e os métodos de radioimunoensaio e imunoensaios enzimaticos
(BRUNETTO et al., 2004). Os estudos mais recentes tem considerado a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia o método preferencial para a determinacdo das concentragdes
plasmaticas de vitamina D. Uma das principais vantagens dessa metodologia é a possibilidade
de separacdo e quantificacdo de forma independente e simultdnea dos diferentes metabolitos
de vitamina D (KICH et al., 2012) e maior especificidade e precisdo dos resultados
(LENSMEYER et al., 2006; CARTER et al., 2017).
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1.4 Outros biomarcadores do estado de vitamina D

Ainda que a concentracdo sérica de 25(OH)D seja preferencialmente utilizada como
indicador de suficiéncia de vitamina D (HOLLIS, WAGNER, 2005; BISCHOFF-FERRARI
et al.,, 2006), tem sido sugerido que a informacdo complementar a respeito de outros
biomarcadores poderia contribuir para uma melhor avaliagdo do estado nutricional dessa
vitamina em individuos saudaveis (PRENTICE et al., 2008; BIKLE et al., 2017
TSUPRYKOV et al., 2017). Quatro diferentes categorias de indicadores ja foram sugeridas
(Quadro 1): os indicadores de suprimento aos tecidos; os indicadores de funcdo, que
fornecem informacdo sobre a resposta bioldgica; desfechos intermediérios, que fornecem
informacBes sobre o risco de doenca; e as manifestagdes clinicas propriamente ditas
(PRENTICE et al., 2008).

Quadro 1 - Categorias de indicadores de estado de vitamina D.
Categoria Indicador de estado de vitamina D

e Vitamina D circulante

e 25(0OH)D

e 25(OH)D livre

e 25(OH)D biodisponivel

e 25(OH)D livre /25(0OH)D total

e 1,25(0OH).D

e PTH

Indicador de funcéo biol6gica e 1,25(0OH)2livre/1,25(0H).D total
e 1,25(0H),D/25(0OH)D

e 1,25(0H)2D/24,25(0H).D

Indicador de suprimento tecidual

e Absorcdo intestinal de calcio
Desfechos intermediarios e Densidade mineral 6ssea

e Funcdo muscular/risco de quedas

. o e Raquitismo/osteomalacia
Manifestacodes clinicas
e Osteoporose/fraturas

Fonte: Prentice et al., 2008.
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1.4.1 Hormdnio da paratireoide (PTH)

A utilizacdo do PTH como biomarcador complementar do estado de vitamina D tem
sido sugerida (MALABAN et al., 1998; PRENTICE et al., 2008) devido a sua participacdo na
homeostase do calcio (PRENTICE, 2007). Em condicGes fisiologicas normais, a secre¢do do
PTH, pelas glandulas da paratireoide é estimulada em resposta a hipocalcemia decorrente da
baixa ingestdo de calcio dietético, da absorcao intestinal reduzida ou devido a maior demanda
de célcio pelo organismo (PRENTICE et al., 2008). A sintese aumentada de PTH por sua vez,
estimula a expressdo da 1-o-hidroxilase, favorecendo a conversdo da 25(OH)D em
1,25(0OH).D (CASTRO et al., 2011). Embora alguns estudos ndo tenham relatado associagéo
entre as concentracfes de PTH e de 25(OH)D em diferentes populacdes (POWE et al., 2011;
REID et al., 2011; LAI et al., 2015; AL-DAGHRI et al., 2017), a relacdo inversa entre a
25(0H)D circulante e 0 PTH tem sido mais frequentemente observada, na populagao geral,
em estudos transversais e longitudinais (DENBURG et al., 2013; ALOIA et al., 2015;
AGGARWAL et al., 2016; OLEROD et al., 2017).

Considerando as adaptacdes fisiol6gicas maternas no metabolismo de vitamina D devido a
maior necessidade de absorcao intestinal de calcio para o desenvolvimento do esqueleto fetal,
mesmo em condic¢des de inadequacdo de vitamina D, é de se esperar que a correlacdo entre as
concentracdes de 25(OH)D circulante e de PTH em gestantes seja diferente da observada em
outros estagios reprodutivos (KRAMER et al., 2016).

Estudos prévios transversais sugeriram fraca correlagdo entre as concentracfes de
25(0OH)D e PTH durante a gestacdo (HADDOW et al., 2011; WAGNER, HOLLIS., 2011).
Kramer e colaboradores (2016) determinaram, em estudo longitudinal, resultados divergentes
ao correlacionarem as concentracfes de 25(OH)D e de PTH em mulheres durante o periodo
gestacional e ap6s o parto. Foi investigado pelos autores o limiar de 25(OH)D abaixo do qual
é observado o aumento de PTH circulante. Os resultados revelaram que durante a gestacao e
doze meses apos o parto a concentracdo de 25(OH)D abaixo da qual é observado o
incremento de PTH é de 32,5 ng/mL e 32,4 ng/mL, respectivamente. Apesar disso, a
magnitude do estimulo da sintese de PTH quando a concentragdo de 25(OH)D esta na faixa
entre 16 e 36 ng/mL parece ser maior em mulheres durante o periodo gestacional. Esses
resultados foram refor¢ados por Gustafsson e colaboradores (2018) ao relatarem, em estudo
longitudinal, a supresséo das concentracGes de PTH em gestantes quando a concentracdo de

25(0OH)D circulante foi maior que 29,6 ng/mL. Em estudo longitudinal conduzido em
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gestantes adolescentes, foi observada correlagéo inversa entre o PTH e a 25(OH)D apenas no
momento do parto (BEST et al., 2018).

Considerando a similaridade dos limiares de 25(OH)D associados a supressdo do PTH
em mulheres gestantes e ndo gestantes € possivel que as concentracdes de PTH durante a
gestacdo, também possam refletir, assim como na populagdo em geral, informacdes adicionais
a respeito do estado nutricional de vitamina D.

A escolha do método para a determinacdo das concentracdes séricas de PTH é de
grande importancia, uma vez que alguns ensaios parecem superestimar as concentracfes de
PTH (1-84 aminoécidos) (LEPAGE et al., 1998; JOHN et al., 1999) por reagirem com
fragmentos (7-84 amino&cidos) que ndo possuem 0s seis primeiros aminoécidos da molécula
intacta (SOUBERBIELLE et al., 2001). Atualmente, as concentracdes séricas de PTH sédo
determinadas, preferencialmente, por ensaios que reconhecem apenas a molécula intacta,
incluindo, o ensaio imunorradiométrico (SOUBERBIELLE et al., 2001), o ensaio imuno
electroquimioluminescéncia (KRAMER et al., 2016; GUSTAFSSON et al., 2018) e o0 ensaio
imonoenzimatico (BEST et al., 2018; JONES et al., 2018).

1.4.2 Proteina ligante de vitamina D, vitamina D livre e biodisponivel

Apesar de existir um consenso de que a determinacdo da concentracdo sérica de
25(0OH)D é considerada o melhor indicador do estado nutricional de vitamina D (NORMAN,
2008; HOLICK et al., 2011), a biodisponibilidade de vitamina D nos tecidos extra-renais
parece depender da fracdo de 25(OH)D circulante ndo ligada a proteinas séricas
transportadoras (NIELSON et al., 2016). Nesse contexto, a “hipdtese do horménio livre”, bem
estabelecida para hormonios esteroides sexuais e tireoidianos (MENDEL, 1992;
VERMEULEN et al.,, 1999), postula que os horménios complexados a proteinas
transportadoras especificas sdo biologicamente inativos enquanto os hormonios na sua forma
livre estariam sujeitos a exercerem a sua atividade biologica ao serem difundidos através da
membrana celular de suas células-alvo (CHUN et al., 2014; DELANGHE et al., 2015;
JASSIL et al., 2017; TSUPRYKOV et al., 2017).

Alguns estudos a respeito dos mecanismos pelos quais 0os hormoénios esteroides
interagem com as suas respectivas células-alvo tém sugerido a expressdo de proteinas
transmembranas na superficie das células epiteliais do tubulo proximal, incluindo a megalina
e a cubalina que facilitariam a captagdo e a endocitose do complexo 25(OH)D-DBP
(NYKJAER et al., 1999; CHUN et al., 2014). A excecdo da existéncia do mecanismo de



25

captacdo renal do complexo 25(OH)D-DBP, é bem aceito que a maior parte das células
humanas é exposta as fragdes ndo ligadas de vitamina D, sendo portanto, as fracOes livre e
biodisponivel de 25(OH)D altamente relevantes para a sintese e a acdo local de 1,25(0OH).D
(BIKLE et al., 2017).

Devido a sua lipofilicidade, a maior parte da 25(OH)Ds circulante encontra-se
fortemente associada a DBP (85 a 90%) (TSUPRYKOV et al., 2017) de 10 a 15% fracamente
complexada a albumina e aproximadamente 0,01% estd disponivel na sua forma livre, ndo
ligada (BIKLE et al., 2017). Sendo assim, a “vitamina D biodisponivel” é representada pela
soma das fragdes de vitamina D livre e da fracdo de vitamina D ligada a alboumina, enquanto a
“vitamina D total” se refere a soma da fragdes de vitamina D livre e das fracfes ligadas a
albumina e a DBP (TSUPRYKOQV et al., 2017).

A DBP, também conhecida como componente especifico do soro (GC-
globulina) (FENDO et al., 2013) é uma glicoproteina plasmética, composta por 458
aminodacidos, sintetizada principalmente pelas células do parénquima hepético
(CHUN et al., 2012; LIONG et al., 2013). As trés principais formas polimdrficas da
DBP (GC1F, GC1S e GC2), sdo formadas por sequéncias de aminoacidos idénticas
exceto nas posicdes 416 e 420 da cadeia carbdnica. Quando comparadas a isoforma
GC1F, a GC1S possui, na posicdo 416, o acido glutdmico no lugar do &cido
aspartico, enquanto na posicdo 420 da isoforma GC2 a tirosina € substituida pela
lisina (CHUN et al., 2012).

Ha condicdes fisioldgicas especificas que parecem determinar o incremento
das concentracdes de DBP circulante. Estudos in vitro (BASTARD et al., 2000; GUHA
et al., 1995) relataram que as maiores concentracdes de citocinas inflamaté6rias, em
particular, a interleucina 6 (IL-6) e de estrogénio livre em individuos em condicdes
de obesidade, poderia atuar como agente potencializador da sintese hepatica de DBP
em individuos obesos (KARLSSON et al., 2012; SAARNIO et al., 2018).

Em mulheres durante o periodo gestacional, a sintese hepatica de DBP é
estimulada por horménios esteroides sexuais, em particular o estrogénio,
fisiologicamente aumentado durante esse periodo fisiolégico (BOUILLON et al.,
1977; BIKLE et al., 1984; VAN HOOF et al., 2001; JONES et al., 2016). Ainda que
com relatos de magnitude muito variada, estudos longitudinais, conduzidos em
gestantes, tém reportado aumento das concentragcdes de DBP variando de 40 a 100%,
com concentragbes maximas atingidas no terceiro trimestre de gestacdo (ZHANG et
al., 2014; TSUPRYKOQYV et al., 2018). Jones e colaboradores (2016) ao avaliarem, em
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estudo longitudinal, as concentragfes de alguns indicadores bioquimicos envolvidos
no metabolismo da vitamina D relataram maiores concentragdes de DBP (778 + 128
mg/L) nas mulheres durante o terceiro trimestre de gestacdo quando comparadas as
lactantes (461 = 63 mg/L) e ao grupo controle (482 + 60 mg/L). Como consequéncia,
as mulheres durante o periodo gestacional também apresentaram as menores
concentracBes de 25(0OH)Ds livre e biodisponivel. Tsuprykov e colaboradores (2018)
em estudo longitudinal investigando as concentracdes de 25(OH)D total e livre em
gestantes determinaram concentra¢cdes maximas de DBP e reducdo de 25(OH)D livre
no terceiro trimestre de gestacao.

As fracGes de 25(OH)D livre e biodisponivel podem ser calculadas diretamente, por
ensaio imunoenzimatico (Future Diagnostics Solutions B.V. Wijchen, Holanda) (KANE et al.,
2013; ALOIA et al., 2015; SCHWARTZ et al., 2016) ou por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (HPLC-MS-MS) (JASSIL et al., 2017), ou indiretamente a partir
das concentracGes de 25(OH)D total, albumina e DBP, por ensaio imunoenzimatico com
anticorpo monoclonal ou policlonal, e das constantes de afinidade da DBP e da albumina com
a 25(OH)D (BOUILLON et al., 1981; BIKLE et al., 1986; POWE et al., 2011; CHUN et al.,
2014; JOHNSEN et al., 2014; JONES et al., 2016).

Estudos recentes tém relado, particularmente em populagbes multirraciais, menor
precisdo dos valores de vitamina D livre quando utilizados ensaios monoclonais para a
determinacdo das concentracGes de DBP circulante (JEMIELITA et al., 2016; SRIKANTH et
al., 2016). Powe e colaboradores (2013) relataram menores concentracdes de 25(OH)D total e
de DBP, por ensaio imunoenzimético utilizando anticorpo monoclonal, em afro-americanos
quando comparadas as observadas em individuos brancos. Aparentemente, 0S ensaios
monoclonais, por reconhecerem apenas um epitopo do antigeno préximo a regidao polimorfica
da proteina (JASSIL et al., 2017), apresentam menor afinidade a isoforma de DBP Gclf, mais
frequente em populacdes de descendéncia africana (NIELSON, 2016; TSUPRYKOQV et al.,
2017), resultando em valores subestimados de DBP nessa populagdo, quando comparado ao
anticorpo policlonal que apresenta a mesma afinidade as trés isoformas de DBP (ALOIA et
al., 2015; HENDERSON et al., 2016).

A evidéncia de que os resultados gerados pelo ensaio monoclonal sdo dependentes das
isoformas de DBP foi reforcada por Hoofnagle e colaboradores (2015) em estudo
metodolégico comparando as concentragdes de DBP calculada diretamente, por HPLC-MS-
MS e indiretamente por ensaio imunoenzimatico monoclonal e policlonal. A utilizacdo do

ensaio monoclonal resultou em subestimacdo dos niveis de DBP em individuos negros
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enquanto as concentragdes reveladas por HPLC-MS/MS e por ensaio imunoenzimatico
policlonal ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas. Essa hipdtese foi apoiada,
por Nielson e colaboradores (2016), ao determinarem concentracdo média de DBP
aproximadamente 50% menor em individuos de descendéncia africana, enguanto as
concentragOes determinadas por ensaio policlonal ndo diferiram entre os individuos brancos e

negros.

1.5 Polimorfismos genéticos relacionados ao metabolismo de vitamina D

O primeiro polimorfismo genético envolvido com a via metabdlica de vitamina D foi
relatado ha 25 anos, quando Morrison e colaboradores (1992) investigaram associagdes
existentes entre algumas variantes alélicas no gene que codifica o receptor de vitamina D
(VDR) e a densidade mineral éssea da populacéo estudada.

Desde entdo, estudos sobre polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs, do inglés
single nucleotide polymorphisms) localizados em genes envolvidos com a sintese e o
metabolismo da vitamina D tém sido frequentemente realizados. Jolliffe e colaboradores
(2016) realizaram uma reviséo de literatura com o intuito de identificar associagdes entre os
desfechos esqueléticos e bioquimicos de adequacdo de vitamina D e SNPs localizados em
genes envolvidos nas vias metabolicas da vitamina D incluindo: DHCR7, CYP2R1, CYP3A4,
CYP27A1, DBP, LRP2, CUBN, CYP27B1, CYP24A1, VDR e RXRA (Figura 1). Dos
120 estudos selecionados, 44 relataram ao menos uma associa¢do entre um SNP e as
concentragdes séricas de 25(0OH)D e/ou 1,25(0OH)2D. Os polimorfismos localizados nos genes
que codificam a DBP (GC - LAURIDSEN et al., 2005; FU et al., 2009; AHN et al., 2010), a
25-hidroxilase (CYP2R1 - WANG et al.,, 2010; HASSANEIN et al.,, 2014) e a 7-
dehidrocolesterol redutase (DHCR7 - ZHANG et al., 2012; CHEUNG et al., 2013; VOIPIO et
al., 2015) foram os mais frequentemente associados com as concentracbes de 25(OH)D

circulantes.
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Figura 1 - Genes envolvidos (em azul) com a sintese e o metabolismo de vitamina D.
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Fonte: Adaptado JOLLIFFE et al., 2016.

A proteina ligante de vitamina D, também conhecida como componente especifico do
soro (GC-globulina) (FENDO et al., 2018) € uma glicoproteina plasmatica, membro da
familia dos genes da albumina, a-fetoproteina e da a-albumina/afamina, codificada pelo gene
GC. Tem sido reportado, em estudos de associagdo pangendmica, que grande parte dos efeitos
polimérficos sobre o estado de vitamina D estdo associados a polimorfismos no gene GC, em
particular o rs2282679, o rs4588 e 0 rs7041 (BOUILLON et al., 2017).

Powe e colaboradores (2013) relataram, em estudo multirracial, que a presenca do
alelo T (G>T) no SNP rs7041 e do alelo A (C>A) no SNP rs4588 determinaram a reducdo das
concentragdes séricas de 25(0OH)D. Estudo transversal conduzido em adolescentes observou
diferenca significativa nas concentracfes de 25(OH)D e PTH em funcdo dos diferentes
gendtipos no SNP rs4588, de forma que os individuos com o alelo T foram associados as
menores concentragdes de ambos os biomarcadores (PEKKINEN et al., 2014).

Estudos conduzidos em gestantes investigando associa¢fes entre polimorfismos
localizados no gene GC e as concentragfes de biomarcadores de estado de vitamina D s&o
escassos e tem revelado resultados conflitantes. Estudo de coorte associou a presenca do alelo
T no SNP rs4588 e do alelo C no SNP rs7041 a reducdo das concentragfes de 25(OH)D em
gestantes chinesas. Além disso, diferentes combinages alélicas no rs2282679 (T>G), também

determinaram as concentragdes maternas de 25(OH)D (SHAO et al., 2017). Esses dados
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foram de acordo com estudo transversal, conduzido em gestantes norueguesas, que associou
os diferentes gendtipos no SNP 2282679 as concentracdes séricas de 25(0OH)D (STORDAL et
al.,, 2017). O alelo A no SNP rs2282679 foi associado, ap0s ajuste pelas potenciais
covariaveis, ao aumento das concentracdes séricas de 25(OH)D3 em resposta a suplementagédo
com vitamina Dz em gestantes britanicas, sem associacdo entre o SNP investigado e as
concentragdes basais de 25(OH)Ds (MOON et al., 2017). Nenhuma associagéo significativa
foi observada entre os diferentes genotipos nos SNPs rs4588 e rs7041 e as concentracdes de
25(0OH)D total e biodisponivel em mulheres chinesas no terceiro trimestre de gestacdo (KIM
etal., 2019).

1.6 Determinantes do estado nutricional de vitamina D

A insuficiéncia de vitamina D é considerada um problema de salde publica,
atingindo cerca de 1 bilh&o de pessoas ao redor do mundo (HOLICK et al., 2007; PALACIOS
C, GONZALEZ, 2014). Mulheres durante o periodo gestacional sdo reconhecidas como grupo
de risco para a inadequacdo de vitamina D em resposta, principalmente, ao aumento da
demanda dessa vitamina para o desenvolvimento do esqueleto fetal (HOLICK et al., 2007;
KELISHADI et al., 2013; PRATUMVINIT et al., 2015). Adotando o ponto de corte
<50nmol/L (IOM, 2011), em revisdao sistematica, uma ampla variacdo de prevaléncia de
insuficiéncia foi observada entre gestantes em diferentes paises, com relatos de prevaléncia
variando de 46% na Europa Oriental a 87 % na Asia Oriental (SARAF et al., 2015). No
Brasil, poucos estudos foram realizados até o presente momento. Em estudo conduzido em
adolescentes brasileiras durante o terceiro trimestre de gestacao, foi observada prevaléncia de
inadequacdo atingindo 43% das mulheres (DIOGENES et al., 2013). Mais recentemente,
estudo de coorte, com 299 gestantes no terceiro trimestre de gestacdo atendidas em um centro
de saude publica no estado do Rio de Janeiro revelou prevaléncia de insuficiéncia em 10,2%
das gestantes avaliadas (FIGUEIREDO et al., 2017).

O estado de vitamina D parece ser determinado por inumeros fatores ambientais,
socio demograficos e de estilo de vida, incluindo, a exposicao a radiacdo UVB, a estacdo do
ano, a ingestdo dietética de alimentos fonte e/ou fortificados com vitamina D, o indice de
massa corporal, a idade e a raga/etnia (HOLICK et al., 2002; GANZ et al., 2018). Além disso,
evidéncias recentes sugerem que fatores genéticos, incluindo alguns polimorfismos genéticos
(abordados no topico “Polimorfismos genéticos relacionados ao metabolismo de vitamina D)

também desempenham um importante papel na determinacdo das concentracdes séricas de
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25(OH)D (JOLLIFFE et al., 2016; CHUN et al., 2017; SHAO et al., 2017; MEZZAVILLA et
al., 2018).

Em meta-andlise Mithal e colaboradores (2009) investigaram o0s principais
determinantes do estado de vitamina D em diferentes grupos populacionais de seis diferentes
regides incluindo a Asia, a Europa, a América Latina, o Oriente Médio/Africa, a América do
Norte e a Oceania. Como resultado foi relatado que o pais de origem, as caracteristicas
genéticas e comportamentais, a latitude e a estacdo do ano foram determinantes do estado de
vitamina D. Em estudo mais recente, Brouwer-Brolsma e colaboradores (2016) concluiram
que a exposicdo solar, a ingestdo dietética de vitamina D e os fatores genéticos explicaram
35% da variabilidade inter-individual das concentragfes de 25(OH)D circulante.

Yao e colaboradores (2017) investigaram os determinantes do estado de vitamina D
em mulheres saudaveis afro-americanas (n=909) e americanas com descendéncia europeia
(n=847). Embora tenha sido relatado que os fatores demograficos e de estilo de vida incluindo
a obesidade, a estagcdo do ano, o uso de suplemento vitaminico e a pratica de exercicio fisico
tenham efeitos semelhantes sobre as concentragdes de 25(OH)D nos diferentes grupos raciais,
a associacdo com a ingestdo dietética de vitamina D foi significativa apenas nas mulheres
negras, enquanto o tabagismo e o consumo de &lcool foram significativos nas mulheres
brancas.

Estudos tém relatado que os determinantes do estado nutricional de vitamina D em
mulheres durante o periodo gestacional sdo similares aos observados na populacdo em geral, e
incluem a pigmentacdo da pele (BREMBECK et al.,, 2013; RICHARD et al.,, 2017) a
adiposidade, a latitude de residéncia (BODNAR et al., 2007), a ingestdo de alimentos ricos
e/ou fortificados com vitamina D, o uso de suplementos vitaminicos (JENSEN et al., 2012) e
de protetores solares (RICHARD et al., 2017).

Krieger e colaboradores (2018), ao avaliarem o estado nutricional de vitamina D de
mulheres no terceiro trimestre de gestacédo, identificaram a escolaridade, a latitude, a estacao
do ano de ocorréncia do parto e principalmente, a administracdo oral de suplemento de
vitamina D como os principais determinantes de adequacgédo do estado de vitamina D. N&o foi
determinada, no entanto, relagdo entre a pigmentacdo da pele e as concentracfes séricas de
25(0OH)D. Esses resultados foram apoiados, em parte, por Best e colaboradores (2018) ao
relatarem influéncia da estacdo do ano de ocorréncia do parto e da raga nas concentracdes de

25(OH)D maternas, menores durante o inverno e entre as gestantes negras.
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1.7 Estado nutricional de vitamina D na gestacao

Aparentemente, a inadequacéo de vitamina D é maior em mulheres durante a gestacéo
e lactacdo e preocupa pelo potencial impacto ndo apenas na saude da mae, incluindo o
desenvolvimento de distdrbios hipertensivos, tais como, hipertensdo gestacional, pré
eclampsia e eclampsia, diabetes gestacional, quadros infecciosos e aumento da mortalidade
materna (DAWODU, Wagner, 2007; ZHANG et al., 2008), mas também do feto (baixo
comprimento e peso ao nascer, parto prematuro, reduzido perimetro cefalico) (CHEN et al.,
2017).

Durante a gestacdo, a principal adaptacdo fisiol6gica no metabolismo de vitamina D
ocorre em resposta a maior demanda de calcio para o desenvolvimento do esqueleto fetal
(BRUNS, BRUNS, 1983; DROR, ALLEN, 2010), independente da ingestdo materna de
calcio dietético (RITCHIE et al.,, 1998). Em condi¢bes normais de salde materna, a
manutencdo da salde Gssea fetal € acompanhada pelo incremento da sintese de 1,25(0OH).D,
responsavel em parte, pelo aumento da eficiéncia da absorcdo intestinal de calcio, em até
200% no terceiro trimestre de gestacdo e normalizacdo ao final da gravidez (KENT et al.,
1991).

Embora o mecanismo pelo qual ocorre 0 aumento das concentracdes sericas de
1,25(0OH).D néo seja completamente esclarecido, ja foi sugerido que pode ser resultado da
maior expressdo da 1-a-hidroxilase (VERHAEGHE et al., 1992) em sitios extra-renais, no
organismo materno, incluindo células placentarias e da camada funcional do endométrio
(decidua). No entanto, Zehnder e colaboradores (2002) determinaram a expressao de 1-o-
hidroxilase 1000 vezes maior na decidua e 80 vezes maior na placenta humana durante o
primeiro e o segundo trimestre de gestacdo. Esses resultados sugerem que se fosse a expressao
da 1-a-hidroxilase em tecidos extra-renais maternos o principal mecanismo responsavel pelo
aumento da concentracdo de 1,25(0OH)2D, poderia se esperar um o incremento simultaneo da
1,25(0H).D circulante nos estagios iniciais da gestacdo. Assim, parece ser mais plausivel, que
as concentracGes séricas aumentadas de 1,25(OH):D, a partir do terceiro trimestre de
gestacdo, seja devido & maior expressao de 1-a-hidroxilase nos rins maternos e independente
da sintese extra renal (KOVACS, 2008; GRAY, LESTER, 1981).

De forma simultanea a elevacdo da sintese materna de 1,25(OH).D, o aumento das
concentragfes séricas de DBP a partir do segundo trimestre de gestacdo também é

frequentemente observado em estudos transversais (BIKLE et al., 1986; JONES et al., 2014) e



32

longitudinais (ZHANG et al., 2014), ainda que os relatos a respeito da magnitude desse
aumento sejam bastante variaveis.

O mecanismo pelo qual ocorre 0 aumento da expressdo hepéatica de DBP durante a
gestacdo € ainda desconhecido. Estudos apoiam a hipdtese de que o aumento da sintese
hepatica de DBP possa ser estimulada em funcdo da concentragéo, naturalmente mais elevada,
de estrogénio durante a gestacdo (WESTPHAL, 1971; HADDAD et al., 1976; ZHANG et al.,
2014; TSUPRYKOV et al., 2017). Estudo prévio determinou maiores concentracdes sericas
de DBP em mulheres na pds-menopausa administradas com doses orais de estrogénio (DICK
et al, 1995). Estudos mais recentes, utilizando ensaio imunoenzimético (anticorpo
monoclonal e policlonal), também tém observado concentracfes aumentadas de DBP em
mulheres durante o periodo gestacional, sendo relatados na literatura valores variando de 225
mg/L a 775 mg/L (KIM et al., 2016; JONES et al., 2016).

Embora a gestacdo esteja associada a alteragcbes no metabolismo de vitamina D, o
impacto dessas adaptacdes nas concentracdes séricas dos biomarcadores do estado nutricional
de vitamina D ainda € contraditdrio. Ja foram reportadas na literatura, evidéncias de que a
maior concentracdo de 1,25(OH).D possa afetar o metabolismo de 25(OH)D. Estudos em
animais e em humanos apontam que a administracdo oral de 1,25(OH).D parece favorecer o
catabolismo de 25(OH)D circulante e, consequentemente, determinar a reducdo da sua meia
vida e da concentracio de 25(OH)D circulante (LORE et al., 1982; BERLIN, BJORKHEM,
1987.; HALLORAN, CASTRO, 1989; CLEMENTS et al., 1992). Os estudos mais recentes
conduzidos durante a gestacdo investigando a associacdo entre 1,25(0OH).D e 25(0OH)D tem
produzido resultados conflitantes (JONES et al., 2016; PARK et al., 2016; BEST et al., 2018).

Ao investigarem as adaptacfes no metabolismo de vitamina D durante a gestagéo,
Bouillon e colaboradores (1981) relataram o aumento progressivo das concentracdes séricas
de 1,25(0OH).D, principalmente na 40* semana gestacional e de DBP até a 35 semana
gestacional. Como consequéncia, o incremento de 1,25(OH)2D livre no altimo més de
gestacdo poderia favorecer a maior transferéncia de calcio materno para a ossificacdo do
esqueleto fetal ao final da gestagdo, uma vez que acredita-se que os hormonios ligados a
proteinas transportadoras ndo sdo capazes de atravessar a placenta (HIRSCHFELD,
LUNELL, 1962). Apesar dos ajustes no metabolismo de vitamina D, ndo foi observada
influéncia nas concentracdes maternas de 25(OH)D circulante. Resultados semelhantes foram
observados por Ritchie e colaboradores (1998) ao néo relatarem alteragdes nas concentracoes
de 25(OH)D em gestantes saudaveis apesar do aumento significativo das concentracfes de

1,25(0OH).D e DBP no segundo e no terceiro trimestre de gestagéo.



33

Papapetrou (2010), em uma meta-andlise, objetivou investigar se a sintese de
25(0OH)D e 24,25(0OH).D durante a gestacdo € também alterada pelo aumento das
concentrages séricas de 1,25(0OH)2D. Apesar do aumento esperado de 1,25(OH)2D ndo foram
observadas alteracdes nas concentracbes de 25(0OH)D e de 24,25(0OH).D nas gestantes
avaliadas. Além disso, devido a ndo correlacdo entre as concentracdes de 1,25(0OH).D e de
25(0OH)D, foi proposto pelos autores que o incremento de 1,25(OH).D ndo tem efeito
repressor sobre a sintese de 25(OH)D em mulheres durante o periodo gestacional.

Resultados divergentes foram apresentados por Zhang e colaboradores (2014) em uma
andlise longitudinal das concentragdes séricas de 25(OH)D total e livre e DBP em mulheres
(n=30) a partir do segundo trimestre de gestacdo. Além do aumento esperado de DBP
circulante, principalmente na 282 semana gestacional, foi relatada diminui¢do progressiva de
25(0H)D total e livre ao decorrer da gestacdo, com as menores concentracdes observadas na
trigésima sexta semana gestacional, quando foi também relatado as menores concentracdes de
albumina sérica, consequéncia da maior expansao do volume plasméatico materno.

Por outro lado, alguns estudos recentes tém ainda demonstrado, além das
concentragOes séricas aumentadas de 1,25(0OH).D e DBP em mulheres durante o periodo
gestacional, a elevagcdo da 25(OH)D circulante. Park e colaboradores (2016) determinaram
que a gestacdo, além de promover o aumento de 1,25(0OH).D e de DBP também, determinou a
elevacdo das concentracfes de 25(OH)D. Além disso, foi proposto pelos autores que a
informacdo a respeito da concentracdo de 25(OH)D livre pode ser utilizada como um possivel
biomarcador do estado nutricional de vitamina D em gestantes, devido a sua forte associacdo
com a 25(0OH)D total, 1,25(0OH).D e 24,25(0OH).D, ndo observada em mulheres durante a
lactacdo. Apesar das concentragcbes mais elevadas de 1,25(0OH).D nas gestantes, ndo foi
observado o aumento de 24,25(OH).D circulante, principal produto do catabolismo da
25(0OH)D e da 1,25(0H)2D. Assim, a razdo 25(0H)D/24,25(0H).D maior entre as gestantes,
sugere uma possivel atenuacdo do catabolismo de vitamina D neste estado reprodutivo uma
vez que em condicdes fisioldgicas normais, a elevacdo da 1,25(OH).D estd associada a
maiores concentragdes de 24,25(0H).D (WAGNER et al., 2011).

Jones e colaboradores (2016), em estudo longitudinal com gestantes no terceiro
trimestre de gestacdo, também sugeriram, ao mencionar uma possivel supressdo da atividade
renal da CYP24Al, que adaptacdes no metabolismo de vitamina D parecem proteger o
organismo materno contra possiveis inadequac@es no estado nutricional de vitamina D. Em
apoio a hipotese da atividade reduzida da CYP24A1, ndo foi observada elevagdo simultanea
da 24,25(0OH)2D circulante apesar das maiores concentragdes de 1,25(0OH).D e 25(OH)D nas



34

gestantes. Além disso, embora tenha sido relatado maiores concentragbes de 25(OH)D nas
gestantes, esse aumento ndo foi equivalente ao incremento de 100% da 1,25(OH)2D,
possivelmente devido a ndo regulacdo homeostatica e a dependéncia de suprimento dietético e
cutaneo de vitamina D para a sintese de 25(OH)D. Foi ainda sugerido que o aumento, de
aproximadamente 40%, das concentracdes de DBP poderia atuar como mecanismo de
conservacdo da vitamina D até o final da gestacdo, por diminuir a biodisponibilidade e,
consequentemente, prolongar a meia vida da 25(OH)D ao longo do periodo gestacional.

Em estudo longitudinal conduzido em gestantes adolescentes, Best e colaboradores
(2018) observaram, exceto quando as concentragdes de 25(OH)D foi menor que 13ng/mL, o
aumento de 24,25(0OH).D circulante em resposta as concentragdes aumentadas de 25(0OH)Da.
Em dependéncia dos resultados, os autores sugeriram a existéncia de um possivel mecanismo
de protecdo do estado nutricional materno, responsavel pela reducdo do catabolismo da
25(0OH)D, em condic¢des de inadequacdo de vitamina D e manutencdo das concentracOes

aumentadas de 1,25(OH)2D ao decorrer da gestagéo.
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2 HIPOTESES

As nossas hipoteses sao:

a) Ha fatores socio-demogréaficos e de estilo de vida capazes de influenciar de
forma distinta os diferentes biomarcadores do estado nutricional de
vitamina D em gestantes.

b) Polimorfismos genéticos localizados no gene GC podem contribuir para a

predisposicdo de gestantes a inadequacao do estado de vitamina D.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar os biomarcadores do estado nutricional de vitamina D em gestantes adultas bem
como seus determinantes socio-demogréficos, de estilo de vida e bioldgicos.

3.2 Especificos

a) Analisar a distribuicdo das concentracdes séricas do indicador convencional
de estado de vitamina D [25(0OH)Dz] e determinar a frequéncia de sua
insuficiéncia em uma populacdo de gestantes;

b) Investigar associagdes entre as concentracBes séricas de biomarcadores de
estado de vitamina D e seus potenciais fatores determinantes considerando:
escolaridade, exposicdo solar, estacdo do ano, IMC pré-gestacional, ganho
de peso gestacional e idade gestacional;

c) Investigar associagdes entre as concentracfes séricas de biomarcadores de
estado de vitamina D e polimorfismos de nucleotideo Unico localizados no

gene da proteina ligante de vitamina D.
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4 METODOS

4.1 Populacéo e desenho de estudo

Trata-se de estudo transversal com uma amostra de conveniéncia composta por
mulheres adultas saudaveis no terceiro trimestre de gestacdo (27 a 41% semana) atendidas no
Hospital Maternidade Herculano Pinheiro, uma maternidade publica de média complexidade
da rede municipal de saude da cidade do Rio de Janeiro, situada na zona norte (22°57°S).
Foram excluidas as mulheres que preencheram um ou mais dos seguintes critérios: idade
inferior a 18 anos, gestacdo multipla, diagndstico de doenca cronica, funcdo hepética e/ou
funcdo renal alteradas e gestacdo de risco (diabetes gestacional, disturbios hipertensivos
gestacionais).

As gestantes no terceiro trimestre de gestacdo foram informadas e esclarecidas a
respeito do estudo e convidadas a responder a um questionario para coleta de dados gerais, a
realizar a determinacdo da pigmentacdo da pele e a realizar coleta de sangue. Todas as
gestantes (n=123) que aceitaram participar do estudo e que se encontravam em jejum noturno
de 8 horas responderam a um questionario estruturado (Apéndice A — Questionario
Estruturado) para coleta de informacGes sdcio-demogréficas maternas (raga, escolaridade,
renda, local de residéncia, idade), de estilo de vida (pratica regular de exercicio fisico, habito
de fumar, de ingerir bebidas alcodlicas e de se expor ao sol) e dados obstétricos (paridade,
idade gestacional, uso de medicamentos e suplementos contendo vitamina D). Em seguida, foi
realizada a determinacdo da pigmentacdo da pele constitutiva e por bronzeamento e a coleta
de amostra bioldgica.

4.2 Aspectos Eticos

A execucdo do projeto, incluindo a coleta de amostras, foi realizada apds o
consentimento expresso das voluntarias, previamente esclarecidas da finalidade e dos
procedimentos a serem adotados no estudo (Apéndice B -Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido). As voluntarias receberam material educativo com foco na importancia da
vitamina D para a satde materna e fetal (Apéndice C — Material Educativo). Anterior ao seu
inicio, o projeto obteve Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Hospital Universitario Pedro Ernesto UERJ, parecer 1.598.920, emitido em 20/06/2016,
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CAAE 56617516.5.0000.5259, no sistema CONEP/ Plataforma Brasil (Apéndice D —

Parecer Consubstanciado do CEP)

4.3 Determinacdo da pigmentacao da pele constitutiva e por bronzeamento

A pigmentacdo da pele (constitutiva e facultativa) foi avaliada com auxilio do
colorimetro portatil (Chroma Meter CR-400, New Jersey, EUA). A avaliacdo da luminosidade
constitutiva da pele foi realizada a partir de medi¢c6es colorimétricas na regiao superior interna
do braco direito, proximo a axila, normalmente ndo exposta a luz solar e utilizada para
classificar a cor de pele em seis diferentes categorias (muito clara, clara, intermediéria,
bronzeada, marrom, escura) de acordo com o angulo de tipologia individual (ITA) (DEL
BINO et al., 2006; JOHN et al., 2007). Para a avaliacdo da luminosidade facultativa foram
realizadas medicdes na regido frontal da cabeca e no dorso da méo direita entre o polegar e 0
dedo indicador, ambas regides normalmente expostas a luz solar. Para cada sitio avaliado o
equipamento fornece a média de trés leituras independentes. Utilizamos os valores de L*
como uma medida da luminosidade da pele em um eixo preto/branco continuo, sendo 100 o
valor para o branco absoluto e 0 o valor para o preto absoluto. A pigmentacdo derivada do
bronzeamento (Indice Exposicdo Solar - SEI) em cada sitio foi estimada pela diferenca entre
os valores de luminosidade facultativa e constitutiva, dividida pelos valores de luminosidade
constitutiva e multiplicada por 100 (JOHN et al., 2007).

4.4  Anédlises Bioquimicas

4.4.1 Coleta e preparo de amostras de sangue materno

As amostras de sangue (15mL) foram coletadas ap0s jejum noturno de 8h por
profissional capacitado da equipe do Hospital Maternidade Herculano Pinheiro, em tubos
Vacutainer® (Becton, Dickinson & Company do Brasil) contendo EDTA-Na e tubos sem
anticoagulante. Aliquotas de sangue total, bem como de plasma e soro, apds centrifugacéo,
foram armazenadas a -80°C até o momento das analises. O processamento das amostras para
posterior armazenamento foi realizado no Laboratorio de Bioquimica e Fisiopatologia da
Nutrigédo/ Instituto de Nutricdo, UERJ.
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4.4.2 Determinacdo da concentracdo sérica de 25-hidroxivitamina D

As concentracdes séricas de 25(OH)D foram determinadas em Cromatdgrafo Liquido
de Alta Eficiéncia (Technologies, 1260 Infinity), acoplado a Detector de Arranjo de Diodos
(CLAE-DAD) conforme método modificado descrito por Kich e colaboradores (2012).
Inicialmente, as amostras de soro materno (950uL) foram precipitadas, com 500pL da mistura
metanol: isopropanol (80:20, v/v). Em seguida, a mistura foi transferida para um tubo de
tampa rosca, e extraida com 4mL de hexano, seguido de homogeneizacdo em vortex e
centrifugacdo a 2.500g por 10 minutos. A aliquota referente a fragdo orgénica foi transferida
para um tubo de evaporacdo e o procedimento de extracdo repetido com outro volume de 4
mL de hexano, sendo a fracdo organica proveniente da segunda centrifugacdo adicionada ao
tubo de evaporacdo. A amostra extraida foi mantida sob leve corrente de ar até a completa
evaporacdo dos solventes. O residuo seco foi ressuspendido com 130 pL da fase movel
metanol: agua Milli-Q (90:10, v/v) e injetado no sistema cromatogréafico. A separacdo
cromatografica foi realizada em coluna de fase reversa (Kromosil, C18, 300 x 4,6mm) de
acordo com as seguintes condi¢Ges cromatogréaficas: temperatura da coluna cromatogréfica:
25°C; fase moével: metanol: agua Milli-Q (90:10, v/v); vazdo da fase movel: 1 mL/minuto;
volume de injecdo: 50uL; tempo de corrida cromatografica: 15 minutos. A deteccdo de
25(0OH)D foi realizada por detector de arranjo de diodo em 265nm com a aquisicdo de
espectros de varredura entre 210 e 380 nm. Os resultados séo apresentados em ng/mL. Para

conversdo em nmol/L, € necessario multiplicar os valores por 2,5.

4.4.3 Determinacdo da concentracdo sérica de albumina

As concentragcBes de albumina foram determinadas por teste colorimétrico (catalogo
K040, Bioclin) de acordo com as instrugdes cedidas pelo fabricante. Esse método é baseado
na dosagem da albumina pelo principio do “erro proteico dos indicadores”. Em presenga da
albumina, o verde de bromocresol forma um complexo corado com espectro de absorgéo
diferente do corante no seu estado livre. A absorbancia do complexo formado foi medida em

espectrofotdmetro (Biospectro SP-220) ajustado em 630nm.
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4.4.4 Determinacdo da concentracdo sérica de Proteina Ligante de Vitamina D (DBP)

As concentracdes séricas de DBP por ensaio imunoenzimatico com anticorpo
monoclonal foram determinadas de acordo com os procedimentos cedidos pelo fabricante
(catdlogo DDBPO, R & D Systems). Esse ensaio baseia-se na utilizagdo de anticorpos
derivados de uma unica linhagem de linfocitos B que ao ser clonada produz anticorpos com a
mesma estrutura, especificidade e afinidade, reconhecendo, portanto, um Unico epitopo do
antigeno. Resumidamente, as amostras previamente diluidas, foram incubadas para a
interacdo entre o antigeno e os anticorpos monoclonais de captura, acoplados nos pocos da
microplaca. Em seguida, a microplaca foi lavada com solucdo salina de lavagem e 0s
complexos anticorpo-antigeno formados foram reconhecidos por anticorpos especificos
conjugados a um marcador enzimatico. A reagdo entre o complexo “anticorpo-antigeno-
anticorpo” e o substrato tetrametilbenzidina (TMB) promoveu a mudanca de cor das solugdes.
Apos a segunda incubacgdo sob temperatura ambiente, a reacdo foi interrompida com a adigéo
da solucdo “stop” em cada poco. A densidade dtica das amostras foi determinada em
espectrofotbmetro ajustado em 450nm. Com o intuito de corrigir as imperfeicdes Opticas na
placa, as leituras realizadas a 450nm foram subtraidas das leituras realizadas a 570nm.

A utilizacdo de imunoensaio com anticorpo policlonal para a quantificacédo de DBP se
torna importante, devido as disparidades nos resultados em funcdo do método utilizando,
principalmente a subestimacéo das concentracdes de DBP resultante da menor especificidade/
afinidade de ensaios com anticorpo monoclonal pela variante genética Gclf. As
concentracOes sericas de DBP por ensaio imunoenziméatico com anticorpo policlonal foram
determinadas de acordo com os procedimentos cedidos pelo fabricante (catalogo 30-2314,
ALPCO). Esse ensaio € baseado na deteccdo de antigenos por anticorpos policlonais,
derivados de diferentes linhagens de linfécitos B que resultam em uma mistura de
imunoglobulinas secretadas contra um antigeno especifico, cada um reconhecendo um epitopo
diferente no antigeno. O complexo anticorpo-antigeno ao reagirem com um substrato
especifico promoveram a mudanca da coloracdo da solucdo. A densidade ética das amostras

foi determinada em espectrofotdmetro ajustado em 450nm.

4.45 Determinacdo da concentracdo de HormoOnio da paratireoide

As concentragbes séricas de PTH intacto foram determinadas por ensaio
imunoenzimatico (Catalogo 21-IPTHU-E01, ALPCO), de acordo com as instrucfes cedidas
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pelo fabricante. Esse método baseia-se na interagdo entre as cadeias de PTH biologicamente
intactas (84 aminoacidos) e os anticorpos de captura acoplados nos pocos da microplaca e na
associacdo entre os fragmentos de PTH, anticorpos biotinilado (39-84 aminoacidos) e
anticorpos marcados com peroxidase de rabanete (HRP) (1 a 34 aminoacidos), a serem
removidos ap6s a lavagem dos pocos com solucdo salina de lavagem. A reacdo entre o
complexo anticorpo de interesse-antigeno e o substrato tetrametilbenzidina (TMB) promoveu
a mudanca de cor das solugbes. A densidade Otica das amostras foi determinada em

espectrofotdbmetro ajustado em 450nm.
4.5 Determinacédo das fragdes de 25(OH)D3 livre e biodisponivel

A concentracdo sérica de 25(OH)D livre foi determinada, indiretamente, de acordo
com a equacao baseada nas constantes de afinidade de ligagéo da albumina e da DBP com a
25 (OH) D3, seguindo as seguintes equacdes (Bikle et al., 1986; Powe et al., 2013):

Equacéo 1.

[25(0H)D livre] = —2X¥2 —%ac 1)

il

Onde:

a = Kpgp X KaipuminaX [albumina] + Kpgpe

b = Kpepe X [DBP total] — Kpge X [25(OH)D total] + Kaibumina X [albumina] + 1
¢ =- [25(OH)D total]

Equacao 2:
[25(OH)D biodisponivel] = [25(OH)D livre] + [25(OH)D albumina] = (Kabumina X (2)
[albumina] + 1) x [25(OH)D livre]

4.6 Genotipagem dos polimorfismos genéticos

4.6.1 Extracdo e purificacdo do DNA

As amostras de DNA foram extraidas, a partir de 1 mL de sangue total, com a
utilizacdo do Kit comercial Puregene (QIAGEN), de acordo com as instrucdes fornecidas pelo
fabricante. O procedimento de extracdo de DNA foi realizado em duas principais etapas: a
primeira, consistiu na lise das membranas celulares para a exteriorizagdo do DNA e a segunda

fase foi responsavel pela purificagio do DNA a partir da emulsificacdo de moléculas de
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gordura e de proteinas, por solu¢des detergentes e centrifugacdo. Em seguida, foi realizada a
avaliacdo da concentracdo e da qualidade do DNA extraido por espectrofotometria (BioDrop
DUO, BioDrop, Cambridge, England). As amostras foram armazenadas a -80°C até o

momento das analises.

4.6.2 Genotipagens de SNPs

Os SNPs rs2282679, rs4588 e rs7041 (gene GC) foram genotipados no Laboratorio para
Estudos de Interacdo entre Nutricdo e Genética da Universidade Estadual do Rio de Janeiro.
As genotipagens dos polimorfismos foram realizadas por PCR em tempo real, utilizando
ensaio TagMan® (Thermo Fisher Scientific Inc., Foster, CA, USA). A técnica de genotipagem
consiste no uso de sondas construidas especialmente para a ligacdo exclusiva nos sitios
polimérficos a serem estudados. Cada alelo determina uma amplificacdo de DNA sinalizada
pela intensificacdo de uma fluorescéncia alelo-especifica. A utilizacdo das sondas ligadas a
diferentes fluoroforos torna possivel a observagdo, em tempo real, do conjunto alélico de cada
individuo para um determinado SNP no genoma em apenas uma reacao.

As sondas foram especificamente desenhadas e validadas pelo fabricante (Thermo Scientific
Inc.). O volume total da reagdo foi 4pL distribuidos entre 0 DNA, sonda, TagMan Master Mix
(Thermo Fisher Scientific Inc) e 4gua Milli-Q. As reacBes ocorreram em um sistema StepOne
Plus Real-Time PCR (Thermo Scientific Inc.,) de acordo com parametros de ciclagem padrao

para ensaios TagMan.

4.7 Anéalise de dados

Inicialmente, foram realizadas as medidas sumarias dos desfechos e das covariaveis
de interesse (frequéncias, médias, medianas, intervalo de confianga e erro padréo). Foram
consideradas varidveis de exposicdo: idade cronologica materna, IMC pré gestacional, ganho
de peso gestacional, pigmentacdo da pele constitutiva e por bronzeamento, indice de
exposicao solar, nivel de escolaridade, estagdo do ano e gendtipos derivados de cada SNP
investigado. As diferencas nas concentracbes médias dos biomarcadores de estado de
vitamina D em funcdo das variaveis sociodemogréaficas e dos gendétipos dos SNPs estudados
foram investigadas por ANOVA, seguida do teste post-hoc (LSD). Essas diferencas também
foram exploradas ap0Os ajuste pelas covaridveis de interesse. Com base nas informagdes
relatadas na literatura (YAO et al., 2017; KRIEGER et al., 2018), as seguintes variaveis foram
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investigadas como potenciais determinantes das concentragdes de 25(OH)D3, DBP, livre e
biodisponivel 25(OH)Ds: idade materna, nivel de instrucdo, tipo de pele, semana gestacional,
IMC pré-gestacional, nimero de gestacdes anteriores, tabagismo, consumo de alcool e préatica
de exercicios durante a gravidez, bem como més de coleta de sangue (para o hemisfério sul:
inverno, junho-setembro; primavera, setembro-dezembro; verdo, dezembro-margo; outono,
marco-junho). Diferencas nas frequéncias dos gendtipos em funcdo do estado suficiente (> 50
nmol/L) ou insuficiente (<50 nmol/L) de vitamina D foram investigadas por teste de ¥°. Os
determinantes das concentragbes de 25(OH)Ds;, DBP, 25(0OH)Ds livre, 25(OH)Ds
biodisponivel e PTH foram identificadas usando analises de regressdo linear mdaltipla. As
analises estatisticas foram realizadas no software SPSS 22.0 (versdo 22, Inc., Chicago, IL,

EUA) e a significancia estatistica foi estabelecida em P<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Artigo 1: Investigation of biomarkers of vitamin D status in Brazilian pregnant

women and their potential demographic and lifestyle determinants

ABSTRACT

Pregnancy is a life stage at which significant changes in vitamin D metabolism occur
to provide calcium requirement for the fetus. The impact of gestation on the concentrations,
and bioavailability of 25(OH)D is not completely understood. The aim of this study was to
investigate the biomarkers of the nutritional status of vitamin D in pregnant women as well as
their socio-demographic and lifestyle determinants. This cross-sectional study was conducted
in Brazilian women during the third trimester of pregnancy (n=123) attended in a public
maternity in Rio de Janeiro (2016-2018). Multiple linear regression analyses showed that
gestational week, BMI before pregnancy, sample collection season and education level were
the determinants of 25(OH)Ds, DBP, free and bioavailable 25(OH)D3 concentrations in
pregnant women. After adjustment for all potential determinants, serum 25(OH)Ds: was
inversely associated with gestational week (B=-0.71, 95% confidence interval (CI) = -1.29, -
0.13) and with autumn (= -9.19, 95% CI = -15.55, -2.82) and winter (= -15.82, 95% CI = -
22.40, -9.24). DBP, free and bioavailable 25(OH)D3 concentrations were also inversely
associated with winter. DBP were directly associated with pre pregnancy BMI (B= 5.84, 95%
Cl = 0.62, 11.06). Pregnant women with incomplete fundamental education level had higher
free and bioavailable 25(OH)Ds concentrations (= 0.09, 95% CI = 0.01, 0.16). Our finding
suggest that the biomarkers studied provide similar information about the nutritional status of
vitamin D in Brazilian pregnant women, given that the total 25(OH)D3 and fractions of
25(0OH)Ds concentrations appeared to be similarly affected by the potential determinants
investigated.
Key-words: Vitamin D, pregnancy, determinants of vitamin D status, Brazil

5.1.1 Introduction

It is estimated that inadequate vitamin D status affects about 1 billion people
worldwide (Luxwolda et al., 2013; Hypponem, Power et al., 2007; Palacios, Ganzales., 2014).
Pregnant women have been considered one of the main risk groups for vitamin D
insufficiency due to increased demand to ensure fetal bone mineralization. Moreover,
observational studies suggest an increased risk of gestational diabetes, pre-eclampsia,
infections, caesarean section and other adverse pregnancy outcomes in vitamin D insufficient
mothers (Brannon, Picciano., 2011; Al-Shaikh et al., 2016; Adela et al., 2017).

The assessment of nutritional status of vitamin D is usually based on measurements of
its main circulating metabolite, 25-hydroxyvitamin D [25(OH)D] (Norman., 2008). Although

subjected to an intense debate in the last years, the cutoff value of 50 nmol/L for defining
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insufficiency in general population has been relatively well accepted by scientific community
(I0M., 2011).

Longitudinal changes in concentrations of 25(OH)D appears to not occur during
pregnancy (Papapetrou., 2010; Best et al., 2018). However, an important increase in serum
concentrations of the biologically active metabolite 1,25-dihydroxyvitamin D [1,25(OH).D] is
well documented (Tedesco et al., 2013; Hollis, Wagner., 2017; Best et al., 2018) as being a
physiological change in vitamin D metabolism in response to pregnancy. This rise is supposed
to promote an up to 60% increase in calcium absorption, especially

during the third trimester (Karras et al., 2014), and to ensure fetal bone mineralization
(Kovacs., 2016; Gustafsson et al., 2018). More recently, a progressive increase in
concentrations of vitamin D binding protein (DBP) during pregnancy has been also observed
and attributed to a rise in liver synthetic function in response to the high estrogen
concentrations in this period (Tsuprykov et al., 2018; Jones et al., 2018; Doneray et al., 2018).

The free hormone hypothesis postulates that protein-bound hormones are not
biologically available and only unbound hormones could traverse the cell membrane of their
target cells and exert biological activity (Jassil et al., 2016). Due to its lipophilic nature, about
85-90% of the total serum 25(OH)D circulates in the DBP-bound condition, 10-15% are
loosely bound to serum albumin and the minority fraction of 25(OH)D is unbound in free
condition (Schwartz et al., 2014; Tsuprykov et al., 2018). The terminology “total 25(OH)D”
refers to the sum of these three fractions, while "bioavailable 25(OH)D" has been used to
represent both the albumin-bound and free fractions.

The assertive determination of vitamin D status in the setting of pregnancy is of
particular importance for both maternal and fetal health (Aghajafari et al., 2013; Akoh et al.,
2017; Barebring et al., 2016). Given that normal pregnancy is characterized by many changes
in vitamin D metabolism, the determination of vitamin D status based exclusively on the
25(0OH)D concentrations has been questioned (Tsuprykov et al., 2019). Few studies
investigated free and bioavailable fractions of 25(OH)D in pregnant women with none of
them being conducted in Brazilian women. The aim of this study was to evaluate a broad set
of biomarkers of the nutritional vitamin D status in adult Brazilian pregnant women as well as

their demographic and lifestyle determinants.
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5.1.2 Methods

5.1.2.1 Study design and population

This cross-sectional study was conducted at a public maternity in Rio de Janeiro
(22°57°S) between October 2016 and March 2018. Participated in this study 123 Brazilian
women during the third trimester of pregnancy (27-41 weeks). The study started after the
consent of the participants previously clarified about the purpose and procedures adopted in
the study. The study protocol was registered at the Brazilian National Research Ethics System
and approved by the Ethical Committee of the State Health Secretary of Rio de Janeiro.
Exclusion criteria were: pregnant women under 18 years old, multiple gestation, high risk-
pregnancy (hypertensive disorders, gestational diabetes and multiparity), diagnosis of chronic
disease, disturbance in renal and liver functions.

After providing written informed consent, participants were invited to perform an
interview that included a structured questionnaire to record socio-demographic and
gestational information, skin color assessment and blood sample (10 mL) collection.
Information on maternal chronological age, education level, gestational week, self-reported
body mass index (BMI) before pregnancy, number of previous pregnancies, smoking habits,
alcohol consumption and exercise practice during pregnancy were collected during the
interview. Information on season (spring, summer, autumn, winter) was also registered at this
time. Two participants had insufficient material for biochemical analyses and two participants
had unexplained very high DBP or PTH concentrations, thus 119 participants with overall

complete information were included in the current analyses.

5.1.2.2 Blood collection and biochemical analyses

Fasting blood samples were collected, serum was separated by centrifugation and
stored at -80°C until laboratory analysis. Serum concentration of total 25(OH)D was measured
by high-performance liquid chromatography coupled with diode array detector (HPLC-DAD)
as previously described (Kich et al., 2012) with slight modification. Vitamin D status was
defined based on 25(OH)D3 concentrations according to the Institute of Medicine’s (I0M)
cutoffs for adults: 25(OH)Ds < 50nmol/L (insufficiency) and 25(OH)Dz > 50nmol/L
(sufficiency). Intact parathyroid hormone (iPTH) was measured by enzyme-linked
immunoabsorbent assay (ELISA; ALPCO Diagnostics, Salem, NH). Serum albumin was
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measured using an enzymatic colorimetric method (Bioclin, Brazil). DBP concentration was
measured using a polyclonal antibody commercial ELISA kit (Immundiagnostik AG,
Bensheim, Germany). Additionally, in order to be comparable with some studies, DBP was
also measured in a subsample (n=52) by an alternative monoclonal antibody ELISA kit (R&D
Systems; Bio-Techne, Minneapolis, Minneapolis,USA).

Free and bioavailable fractions of 25(OH)Ds were indirectly estimated based on the
protein-ligand binding kinetics (Bikle et al., 1986; Powe et al., 2013). Free 25(OH)D3 was
calculated using 25(OH)Ds;, DBP and albumin concentrations and the binding affinity
constants of 25(OH)D3-DBP and 25(OH)Dsz-albumin (equation 1). Bioavailable 25(0OH)Ds
[referred as bioavailable 25(OH)Ds] corresponds to the non-DBP bound vitamin D fraction
and was calculated using the information of free 25(OH)D3 as well as concentration and

binding affinity constant of aloumin (equation 2):

Equation 1:

p+Vb2-aqc
Free 25(OH)Ds: 221 3)

a = Kpgp X Kap X albumin + Kpgp
b = Kper X DBP — Kpgp X 25(0OH)D total + Kap X albumin + 1
¢ =-25(0OH)D

Equation 2:
Bioavailable 25(OH)D3: (Kab X [albumin] + 1) x (free 25(OH)Ds) 4)

5.1.2.3 Skin color measurements

Constitutive skin pigmentation was measured using a portable reflectometer (Chroma
Meter CR-400, New Jersey, EUA) at the upper right armpit, a site usually not exposed to
sunlight, and used to classify skin type into six groups according to individual typology angle
(ITA): very light, light, intermediate, tanned, brown and dark (Del Bino et al., 2006; John et
al., 2007). Few pregnant women were classified as “very light” skin type (n=2) and therefore,
were grouped in the category of “light” skin type. The pregnant woman (n=1) classified with
“very dark” skin was grouped in the category of “brown” skin, resulting in four constitutive
skin type categories (very light or light, intermediate, tanned and brown or dark). Facultative
pigmentation was determined from measurement on the dorsum of the right hand, a site
generally exposed to sunlight. The values of Luminance (*), which ranges from 0 (absolute

black) to 100 (absolute white), were recorded and used to estimate the sun exposure index
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(SEI). SEI is used as an indicator of cumulative UV exposure and was calculated from the

difference between facultative and constitutive pigmentation (Lock-Andersen et al., 1998).

5.1.2.5 Statistical analysis

Data was presented as mean + standard deviation (SD) for continuous variables and
frequencies and percentages (%) for categorical variables. ANOVA followed by least square
means (LSD) post-hoc test was used to compare 25(OH)D3, DBP, PTH, free and bioavailable
25(0OH)Ds means by categories of independent variables. Pearson's correlation analysis was
conducted to investigate associations between all biochemical parameters. Based on
information reported in the literature (Yao et al., 2017, Krieger et al., 2018) the following
variables were investigated as potential determinants of 25(OH)Ds;, DBP, free and
bioavailable 25(OH)Ds: maternal age, education level, skin type, gestational week, pre-
pregnancy BMI, number of previous pregnancies, smoking habits, alcohol consumption and
exercise practice during pregnancy, as well as month of blood sample collection (for south
hemisphere: winter, June-September; spring, September-December; summer, December-
March ; autumn, March-June). Determinants of 25(OH)Ds, DBP, PTH, free and bioavailable
25(0OH)Ds were identified using multiple linear regression analysis. Statistical analysis were
performed using the SPSS 22.0 software (version 22, Inc., Chicago, IL, USA) and statistical

significance was set at P<0.05.

5.1.3 Results

Descriptive characteristics of the study population are shown in Table 1. Pregnant women
were between 18 and 44 years old (mean 26 + 5.7 y) and between 27 and 41 weeks of
pregnancy (mean 33.9 £ 4.07 wk). Based on self-reported pre-pregnancy BMI, the majority of
the women studied was considered eutrophic before pregnancy (BMI lower than 25 Kg/m?,
(WHO, 1995). Pregnant women were relatively well distributed in the four skin type
categories. The majority of women had one (40.3%) or more (28.6%) previous gestations, had
complete fundamental (44.5%) or high school (43.7%) education level, and reported no
cigarette smoking (93.3%), no alcohol consumption (88.2%) nor physical exercise (91.6%)
during current pregnancy. Blood sampling were carried out throughout the year, in order to

balance sample distribution between the four seasons.
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Serum 25(OH)Ds concentration ranged from 24.9 to 85.7 nmol/L and vitamin D
insufficiency (<50nmol/L, ref IOM) was found in 47.9 % of the pregnant women. DBP
concentrations ranged from 491.15 to 1302.77 mg/L. Free and bioavailable fractions,
represented about 0.007 % and 1.9 % of the total 25(OH)D3s concentrations. Mean PTH and
albumin concentrations were 29.5 + 14.9 pg/mL and 3.12 + 0.42 g/dL, respectively.

Unadjusted means of 25(OH)D3, DBP, PTH, free 25(0OH)D3 and bioavailable 25(OH)D3
were also described by categories of gestational weeks, pre pregnancy BMI, skin type,
number of previous pregnancies, smoking habits, alcohol consumption, physical exercise,
education level, gestational weight gain and season of the year (Table 2). DBP concentrations
were higher at the beginning of third trimester (27-31 weeks, P < 0.048). Based on pre-
pregnancy BMI, obese women had lower mean free 25(OH)D3z compared to those who were
overweight before pregnancy (1.20 = 0.31 pg/mL vs. 1.48 £+ 0.42 pg/mL, respectively; P =
0.038). Bioavailable 25(OH)D3 concentration also tended to be lower in those women who
were obese previous to pregnancy (P = 0.065), while DBP concentrations tended to be higher
in those women (P = 0.072). Free and bioavailable 25(OH)D3 concentrations were higher in
women with incomplete fundamental education level compared to women with complete high
school or more (P = 0.024 and P = 0.009, respectively). The same tendency was observed for
25(0OH)Ds concentrations, with higher values among those with lowest education level,
although it did not reach statistical significance (P = 0.076). Serum 25(OH)Ds, DBP, free and
bioavailable fractions of 25(OH)Dz concentrations were influenced by season of the year
(Table 2). Compared to women who had blood collected during spring months, those who
were studied during autumn and winter had 17% and 30% lower 25(OH)Ds concentrations (P
= 0.008 and P < 0.001, respectively). There were no statistically significant differences in all
biochemical markers among categories of skin type, number of previous pregnancies,
cigarette smoking, alcohol consumption, physical exercise and gestational weight gain.

Correlations between biochemical measurements were explored by Pearson correlation
analysis. Serum 25(OH)D3 concentration was directly associated with aloumin (r = 0.320, P <
0.001) and DBP concentrations (r = 0.231, P = 0.01) (Figure 1). Albumin was also directly
associated with DBP (r = 0.267, P = 0.004) and with bioavailable 25(OH)D3 concentrations (r
= 0.446, P < 0.001). As expected, free and bioavailable 25(OH)D3 fractions were directly
associated with 25(OH)Ds (r = 0.719 and r = 0.764, respectively, both P < 0.001) and
inversely with DBP (r = -0.439, P < 0.001 and r = -0.287, P = 0.002, respectively). No
statistically significant association was observed between 25(OH)Dzand PTH.
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Multiple linear regression analyses were performed to investigate the potential
exposure variables (each one adjusted by all the others) associated with 25(OH)D3s, DBP,
PTH, free and bioavailable 25(OH)Ds concentrations (Table 3). Gestational week was
inversely associated with serum 25(OH)Ds, with an estimated decrease of 0.71 nmol/L with
each additional week of gestation. Pre-pregnancy BMI was directly associated with DBP
concentrations (B = 5.84, 95% CI. 0.62, 11.06). Taking spring as the reference season,
collecting blood in autumn months was associated with lower serum concentrations of both
serum 25(0OH)Ds (B = -9.19, 95% CI: -15.55, -2.82) and serum DBP ( = -91.27, 95% CI: -
164.82, -17.71). Similarly, collecting blood in winter months was associated with lower serum
concentrations of both serum 25(OH)D3 (B = -15.82, 95% CI. -22.40, -9.24) and serum DBP
(B = -89.93, 95% CI: -168.97, -13.90), but also with free and bioavailable fractions of
25(0OH)D3 (B = -0.28, 95% CI: -0.49, -0.08 and B = -0.09, 95% CI: -0.16, -0.03, respectively).
A higher education level was inversely associated with free and bioavailable fractions of
25(0OH)D3 (B = -0.31, 95% CI: -0.55, -0.06 and = -0.10, 95% CI: -0.18, -0.03, respectively).
The same tendency was observed for serum total 25(OH)Ds, although it did not reach
statistical significance (B = -4.40, 95% CI: -12.39, 3.58). After adjustment for all the other
exposure variable, gestational weight gain, age, ITA, sun exposure index, as well as the
number of previous pregnancies were not associated with any biochemical measurements.
None of the exposure variables evaluated was associated with serum PTH.

In a subsample, it was observed that DBP measured by the monoclonal antibody (m-
DBP) was significantly lower than DBP measured by the polyclonal (p-DBP) antibody assay
(347.3 + 63.3 mg/mL vs. 773.5 £ 129.5 mg/mL, P = 0.039). Mean free and bioavailable
25(0OH)Ds estimated by m-DBP were both 55% higher than the estimated concentrations
obtained from p-DBP (Table 4).

5.1.4 Discussion

The impact of pregnancy on the concentrations and bioavailability of 25(OH)D is not
completely understood, nevertheless the criteria for defining vitamin D status in pregnant
women is the same used for the general adult population. The present study investigated a
broad set of biomarkers of vitamin D status in Brazilian pregnant women as well as their
demographic and lifestyle determinants. In general, the concentrations of DBP, total

25(0OH)D3, as well as its fractions, shared the same associated factors, suggesting that these
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biomarkers transmit equivalent information about the nutritional status of vitamin D in
Brazilian pregnant women.

In the present study, vitamin D insufficiency reached 47.9% of women. A number of
environmental and individual intrinsic factors may contribute to the great variability in the
prevalence of vitamin D insufficiency including season and latitude of residence, as well as
differences in the genetic background of the populations, skin pigmentation and adiposity
status (Ponsonby et al., 2010; Hilger et al., 2014, Yao et al., 2017). Adopting the cut-off value
of 50 nmol/L for total 25(OH)D (IOM, 2011), a wide global variation of vitamin D
insufficiency has been observed in pregnant women, varying from 46% in Eastern Europe to
87% in East Asia (Saraf et al., 2015). In Brazil, few studies have been conducted to date.
While a study in adolescent women during the 3rd trimester of gestation showed 43% of the
mothers with vitamin D insufficiency (Diogenes et al., 2013), a more recent prospective
cohort conducted in the same municipality and same gestational period revealed that vitamin
D insufficiency was prevalent in only 10.2% of the pregnant adult women studied
(FIGUEIREDO et al., 2017).

The determinants of vitamin D deficiency in the third trimester of pregnancy (36-42
wk) were recently investigated in a multicentre study in Switzerland (Krieger et al., 2018).
The authors observed that the centre of study, country of origin, season of delivery and
vitamin D supplement intake were the main determinants of vitamin D status, while BMI,
skin colour, use of sunscreen and education level were not individually correlated with
vitamin D concentrations. Furthermore, some data suggest that the 25(OH)D concentrations
may be modulated by pregnancy-related factors, including the gestational age. In a
longitudinal study conducted in 1768 pregnant women (15 to 40 wk gestation), the
progression of gestation was inversely associated with 25(OH)D concentration, with a nadir at
36 weeks (Zhang et al., 2014). In the present study conducted in the 3rd trimester of gestation
(27-41 wk), the main determinants of total 25(OH)D3 concentrations were season of blood
sample collection and gestational week, with lower concentrations being observed among
women participating in the study during autumn/winter months and in those in more advanced
gestation.

A similar inverse correlation between gestational week and free and bioavailable
fractions of 25(OH)Ds was observed, although it did not reach statistical significancy. It is
possible that these fractions respond similarly to gestational age, with the lowest
concentrations being observed in the last few weeks of gestation. Interestingly, the relative

proportions of free and bioavailable 25(OH)Ds fractions (defined as a percentage from total
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25(0OH)D3), were not different among the three categories of gestational week studied. Our
findings suggest that maternal organism is able to maintain the percentage of free 25(OH)D3
fraction/ total 25(OH)D3 independent on gestational age.

It is well established that season of the year is one of the main determinants of vitamin
D status in the general population (Islam et al., 2006; Snellman et al., 2009), but its influence
on concentrations of DBP as well as 25(OH)D fractions is still not clear. In a case-control
study with African and European American women, DBP displayed an opposite seasonal
trend to 25(OH)D with the concentrations being higher during spring and winter and lower in
during summer and autumn (Yao et al., 2017). In longitudinal study with healthy blood
donors, while there was no seasonal variation in serum DBP concentration, free and
bioavailable 25(OH)D concentrations followed the same seasonal variation of total 25(OH)D,
with a peak during the summer and a low point during the winter (Olerod et al., 2017).
Similar results were reported in a longitudinal study conducted in pregnant women that
observed seasonal variations in total and fractions of 25(OH)D in 2" and 3 trimesters, but
not in DBP concentrations (Gustafsson et al., 2018). In the present study, not only 25(0OH)Ds
but also DBP and fractions of 25(OH)D3 concentrations showed the same seasonal-dependent
pattern, with higher concentrations being observed in women whose blood sample was
obtained during spring and lower in those during winter. DBP concentrations were directly
associated with 25(OH)Ds suggesting a control mechanism for maintenance of the relative
free and bioavailable 25(OH)Ds concentration under in conditions of lower 25(0OH)Ds
circulating.

DBP concentrations in the present study were also directly associated with pre
pregnancy BMI. Although studies have reported that obesity disfavors an adequate 25(0OH)D
concentration (Liel et al., 1988; Vigna et al., 2019; Wortsman et al., 2000), the association
between obesity and other biomarkers of the vitamin D status was poorly investigated. Higher
DBP concentrations in obese individuals have been previously reported (Bastard et al., 2000;
Guha et al, 1995; Saarnio et al., 2018). It was postulated that the higher inteleukin-6
frequently observed in obesity could be behind the higher DBP concentrations among obese
individuals (Bastard et al., 2000; Guha et al, 1995). Alternatively, it is also speculated that
higher levels of free estrogen in obese people could stimulate hepatic synthesis of DBP
(Saarnio et al., 2018). High DBP concentrations during pregnancy are frequently observed
and are consistent with the hyperestrogenic state typical of pregnancy (Tsuprykov et al.,
2018). We hypothesized that DBP levels could be even higher in pregnant women that started

pregnancy with overweight, which in turn may influence the bioavailability of vitamin D.
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Nevertheless, the only longitudinal study conducted in pregnant women addressing this
question found no significant association between BMI during pregnancy and serum
concentrations of DBP, total and free 25(OH)D3 (Zhang et al., 2014).

Education level was an additional factor inversely associated with concentrations of
both free and bioavailable fractions of 25(OH)Ds. Although not statistically significant, serum
25(0H)Ds followed the same trend, with the highest concentrations among women with the
lower education attainment. We postulate that some lifestyle habits such as the longer skin
exposure time to ultraviolet B radiation (UVB) could explain the higher concentrations of
fractions of 25(OH)Ds in this specific population.

Considering the mixed racial characteristics of the Brazilian population and in order to
expand comparability with the literature, we also analyzed m-DBP in a subsample (n=52) of
the pregnant women studied. As expected, m-DBP concentrations were significantly lower
compared to p-DBP. As a consequence, the 25(OH)D fractions estimated by m-DBP were
overestimated and did not appear to reflect the real concentrations in pregnancy women. It is
important to consider that the data on the bioavailability of vitamin D is subjected to a great
variability, especially when it is indirectly estimated based on the protein-ligand binding
kinetics. In part, this variability can be explained by the use of different analytical methods for
measure the DBP concentrations, in particular ELISA techniques employing monoclonal (m-
DBP) or polyclonal antibodies (p-DBP) (Hoofnagle et al., 2015). In contrast to p-DBP, the m-
DBP may not be reliable to measure the GC1F, the genetic DBP variant most frequently
observed in black individuals (Bouillon et al., 2014; Hollis, Bikle et al., 2014; Tsuprykov et
al., 2017).

The present study was limited by the sample size (n=119) that was not designed to be
representative of the pregnant Brazilian population and may have underpowered the
detection of small effects. Also, serum 25(OH)Ds was analyzed by HPLC-DAD, although
liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) is considered the golden
standard for measurement of 25(OH)D concentrations (Spiro, Buttriss., 2014). Additionally,
serum concentrations of 25(OH)Ds fractions were estimated indirectly from p-DBP ELISA
and therefore were subjected to accurate measurements of DBP and albumin (Bouillon,
2016; Bikle et al., 2017). Other potential determinants of vitamin D status, such as
nutritional intake or genetic background were not investigated.
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5.1.5 Conclusions

This study evaluated a broad set of biomarkers of vitamin D status in Brazilian pregnant
women contributing with information on free and bioavailable fractions of vitamin D in this
special physiologic state. Although Brazil is a sunny country throughout the year, we found that
seasonality is the main determinant not only of serum 25(OH)D3, but also of serum concentrations
of DBP, free and bioavailable 25(OH)Ds fractions. Gestational age, BMI before pregnancy and
educational attainment were additional determinants. Our results suggest that the set of biomarkers
studied provide similar information about the nutritional status of vitamin D in Brazilian pregnant
women, given that the concentrations of total 25(OH)Ds3, free and bioavailable 25(OH)Ds fractions
appeared to be similarly affected by the potential determinants investigated. Finally, we agree that
the impact of pregnancy on the bioavailability of vitamin D, such as its consequences for the
mother and fetal healthy deserves further investigation, particularly in obese and pregnant women

with advanced gestation, who may be at greater risk of developing inadequate status of vitamin D.
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Table 1 - General Characteristics of the study population.

Variables Value?
Age, years 26.3+5.7
Gestational Week, weeks 33.944.1
Prepregnancy BMI, Kg/m?

Underweight or normal 67 (56.3)
Overweight 25 (21)
Obesity 27 (22.7)
Previous pregnancy

0 37 (31.1)
1 48 (40.3)
>1 34 (28.6)
Skin type

Very light or light 22 (18.5)
Intermediate 34 (28.6)
Tanned 32 (26.9)
Brown or dark 31 (26.1)
Cigarette smoking

Yes 8 (6.7)
No 111 (93.3)
Alcohol consumption

Never 14 (11.8)
Ever 105 (88.2)
Physical exercise

Yes 10 (8.4)
No 109 (91.6)
Education level

Incomplete fundamental 14 (11.8)
Complete fundamental 53 (44.5)
Complete high school or more 52 (43.7)
Season)

Winter 28 (23.5)
Spring 36 (30.3)
Summer 27 (22.7)
Autumn 28 (23.5)
25(0OH)Ds, nmol/L 50.7 £13.9
PTH, pg/mL 295+ 149
DBP, mg/L 778.0 £ 148.1
Free 25(OH)Ds, pg/mL 1.34+£0.40
Bioavailable25(OH)Ds, ng/mL 0.38+0.13
Albumin, g/dL 3.12+0.42
Vitamin D status

Insufficiency (< 50nmol/L) 57 (47.9)
Sufficiency (> 50nmol/L) 62 (52.1)

@Values are mean + standard deviation or number of observations (% frequency)
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25(0H)Ds DBP PTH Free 25(0OH)Ds _ Bioavailable 25(0H)Ds

(nmoL/L)? pb (mg/L) P (pg/mL) P (pg/mL) P (ng/mL) P
Gestational Week
27-31 54.4+14.3 825.3+163.5 28.7+13.6 1.38+0.40 0.40014
32-36 491+12.0 0150 741.4+151.3 0048 29.0+153 0848 1.37+039 0575 038+011  0.316
37-41 49.0+14.5 766.0+127.1 30.4+15.8 1.30+0.41 0.36+0.13
BMI before pregnancy
<25 49.5+13.2 767.6+152.6 28.4+13.7 1.35+0.42? 0.38+0.13
25-29 533+135 0513 746241437 0072 30.3+195 0632 1.48+042% 0048 042+014  0.065
> 30 51.2+16.1 833.3+130.4 31.6+13.1 1.20+0.31° 0.34+0.96
Skin type
Very light or light 50.3+13.0 755.6+130.7 34.1+18.8 1.38+0.43 0.38+0.13
Intermediate 52.6+13.5 784.8+152.2 28.9+16.3 1.37+0.37 0.39+0.12
Tanned 512145 0098 g13941787 081l ogoii1p 0470 1393041 0877 g3gigiz 0946
Brown or dark 48.5+14.8 749.5+155.2 28.3+13.6 1.32+0.43 0.37+0.13
Previous pregnancy
0 50.1+14.4 788.0+112.1 27.4+15.9 1.29+0.36 0.37+0.12
1 535+142 0137 774.4+1497 0136 30.0+143 0537 143+041 0136 041+013  0.086
> 4744125 772.3+180.7 31.2+14.8 1.2740.41 0.35+0.13
Cigarette smoking
Ever 50.0+11.2 845.14248.7 37.3+14.8 1.2240.28 0.34+0.06
Never 5082142 0887 773941387 0186 o90i148 0125 135i041 0376 (3gigq3 0382
Alcohol consumption
Ever 50.5+9.8 767.6+133.4 33.8+12.5 1.38+0.39 0.38+0.12
Never 507+144 091 779441505 0780 o90i152 024 j3ai041 0092 (3gigy3 0998
Physical exercise
Ever 49.9+10.1 764.2490.2 27.8+11.4 1.33+0.31 0.38+0.08
Never 508+143 U84 179311506 0700 5973150 0707 34041 0925 (3gigg3 0922
Education . ;
Incomplete fundamental 58.3+11.9 782.9£236.8 33.7+£13.3 1.61+053 0.48+0.15
Complete fundamental 288+130 0070 767041330 0790 9704144 0200 13510400 0024 (37407132 0009
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25(0OH)Ds DBP Free 25(OH)Ds Bioavailable 25(OH)Ds
(nmoL/L)? pb (mg/L) P P (pg/mL) P (ng/mL) P
Complete high school or more  50.6+£14.9 788.0+£134.9 1.29+0.35? 0.36+0.112
Gestational weight gain (Kg)
<10 50.2+14.2 773.4+131.5 1.31+0.39 0.37+0.13
> 10 51.2¢137 009 750941648 0727 0659 7374042 0404 (g3gio1p 0791
Season
Spring 58.7+13.12 840.7+160.22 31.14+12.7 1.45+0.382 0.42+0,12?
Summer 52.5+13.4% 760.9+159.2% 26.67+15.0 1.42+0.43% 041+0,13%
Autumn a8.4+13.8¢ <0001 7oeaiiogq 0019 5gngiigs 0660 3 311g 47 0014 (o6 gqpee  0.002
Winter 41.1+8.6° 735.3+125.9° 30.61+16.2 1.15+0.33° 0.31+0,99°

@Values are mean * standard deviation.

bP Values for unadjusted least square means (LSD) post-hoc test.

Figure 1 - Association between 25(OH)D3 and DBP and albumin. (A) positive correlation between 25(0OH)D3
and albumin, (B) positive correlation between 25(OH)D3 and DBP.
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Table 3 - Linear regression data of variables predicting 25(OH)D3, DBP, PTH, free 25(OH)D3 and bioavailable 25(OH)D3 concentrations.

25(0OH)D3 DBP PTH Free 25(OH)Ds Bioavailable 25(OH)Ds
(nmoL/L) (mg/L) (pg/mL) (pg/mL) (ng/mL)
B (95% CI)

Gestational Week

BMI before pregnancy
Gestational weight gain
Age

ITA

SEI hand

Previous pregnhancy
Season

Spring

Summer

Autumn

Winter

Education level
Incomplete fundamental
Complete fundamental

Complete high school or more

-0.71 (-1.29;-0.13)
0.10 (-0.35;0.56)

0.19 (-0.28;0.66)

-0.14 (-0.61;0.34)
0.04 (-0.08;0.17)

0.30 (-0.15;0.75)

-0.70 (-2.60;1.20)

ref
-4.02 (-10.62;2.58)
-9.19 (-15.55;-2.82)

-15.82 (-22.40;-9.24)

ref
-4.82 (-12.66;3.03)
-4.40 (-12.39;3.58)

-6.13 (-12.81;0.55)
5.84 (0.62;11.06)

0.63 (-4.82;6.07)
-0.88(-6.36;4.59)
-0.21 (-1.69;1.27)
5.23 (0.05; 10.41)

-3.86 (-25.76;18.04)

ref
-79.14 (-155.41;-2.88)
-91.27 (-164.82;-17.71)
-89.93 (-165.97;-13.90)

ref
22.04 (-68.57;112.60)
41.37 (-50.87;133.61)

0.05 (-0.66;0.75)
0.07 (-0.48;0.62)
0.31 (-0.26;0.89)
-0.02 (-0.60;0.56)
0.06 (-0.10;0.21)
-0.53 (-1.08;0.01)
1.22 (-1.08:3.52)

ref
-4.56 (-12.58;3.46)
0.00 (-7.73;7.73)
-0.12 (-8.12;7.87)

ref
-6.48 (-16.01;3.04)
-3.42 (-13.11;6.28)

-0.01 (-0.03;0.01)
-0.01 (-0.03;0.00)
0.01 (-0.01; 0.02)
-0.00 (-0.02;0.01)
0.00 (-0.00;0.01)
-0.00 (-0.02;0.01)
-0.01 (-0.07;0.05)

Ref
0.06 (-0.15;0.26)
-0-08 (-0.28;0.12)
-0.28 (-0.49;-0.08)

ref
-0.24 (-0.48;0.01)
-0.31 (-0.55; -0.06)

-0.01 (-0.01;0.00)
-0.00 (-0.01;0.00)
0.00 (-0.00; 0.01)
0.00 (-0.00;0.01)
0.00 (-0.00;0.00)
0.00 (-0.00;0.00)
-0.01 (-0.03;0.01)

ref
0.02 (-0.04;0.08)
-0.04 (-0.10;0.02)
-0.09 (-0.16;-0.03)

ref
-0.09 (-0.16;-0.01)
-0.10 (-0.18;-0.03)

Abbreviation: Cl, confidence interval.

Table 4 - Concentrations of fractions of 25(OH)D3 estimated by p-DBP
and m-DBP assays.

Biochemical index Mean + SD
P-Value
Polyclonal ~ Monoclonal
DBP, mg/L 773.5£129.5 347.3+63.3 0.039
1.31+0.40 2.89+0.88 0.008

Free 25(0OH)D3, pg/mL

Bio 25(0OH)Ds, ng/mL 0.82+0.30 >0.001

0.37+0.13




@Values are mean * standard deviation.
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5.2 Artigo 2: Associagcdo entre polimorfismos localizados no gene GC e as

concentracdes de biomarcadores de estado de vitamina D em gestantes

RESUMO

AssociacOes entre polimorfismos genéticos e as concentracdes séricas de biomarcadores de
estado de vitamina D em mulheres durante o periodo gestacional tém sido investigadas e
gerado resultados conflitantes. O objetivo do presente estudo foi investigar associacGes entre
polimorfismos localizados no gene que codifica a Proteina Ligante de Vitamina D (DBP)
(gene GC rs2282679, G>T; rs4588, G>T e rs7041, A>C) e as concentracdes séricas de
biomarcadores de estado de vitamina D em gestantes brasileiras. O estudo transversal
envolveu um total de 101 mulheres durante o terceiro trimestre de gestacdo atendidas em uma
maternidade publica da rede municipal de saide da cidade do Rio de Janeiro (2016-2018). As
diferencas nas concentraces médias dos biomarcadores de estado de vitamina D por
gendtipos foram avaliadas por ANOVA. AssociacOes entre os SNPs rs2282679, rs4588 e
rs7041 e as concentracdes de 25(OH)Ds, DBP, 25(0OH)Ds livre, 25(0OH)Ds biodisponivel e
PTH foram investigadas por anélise de regressao linear maltipla ajustada pela estagdo do ano
de coleta de amostra, idade gestacional e IMC pre-gestacional. As mulheres com genétipo GG
(rs2282679) apresentaram concentrages de DBP significativamente menores comparadas as
gestantes com os gendtipos TT e GT (P<0,05). Nao foram observadas diferencas (P<0,05) nas
concentracfes médias dos demais biomarcadores bioquimicos em funcdo dos SNPs
investigados. Na analise de regressdo linear multipa, os genotipos GT e GG (rs2282679)
foram diretamente associados as concentra¢des de PTH (B = 14,53; 95% CI 3,86, 25,20 e f =
19,66; 95% CI 0,28, 39,04, respectivamente). Associacdo inversa foi observada entre o0s
genotipos GT e TT (rs4588) e as concentragdes séricas de PTH (B = -14,12; 95% CI -25,47, -
2,78 e p=-19,39; 95% CI -38,88, 0,11, respectivamente). Os resultados sugerem que 0s SNPs
avaliados, embora ndo tenham apresentado associacdo com as concentraces de 25(OH)Ds
total e fracdes, parecem influenciar as concentracdes de PTH, considerado um indicador de
funcionalidade da vitamina D.

Palavras chave: Vitamina D, gestacdo, SNPs.

5.2.1 Introducédo

O estado inadequado de vitamina D tem sido frequentemente relatado entre
gestantes, com estimativas de prevaléncia de insuficiéncia atingido cerca de 30 a 96% das
mulheres em diferentes regides do mundo (Palacios, Gonzalez., 2014; Saraf et al., 2016). A
sazonalidade, a pigmentacdo da pele, o estado de adiposidade, a idade gestacional e a ingestéo
dietética de vitamina D tém sido considerados os principais determinantes de estado
nutricional de vitamina D em mulheres durante o periodo gestacional (Kriger et al., 2018).
Embora menos explorados, estudos gendmicos no campo da vitamina D tém relatado que
fatores genéticos podem também determinar a predisposicdo da populacdo geral e de
gestantes & inadequacdo do estado de vitamina D (Ahn et al., 2010; Wang et al., 2010; Jolliffe
etal., 2016; Shao et al., 2017).
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Devido a sua natureza lipofilica, a maior parte da vitamina D circulante encontra-se
associada a proteina ligante de vitamina D (DBP). No entanto, consistente com a hip6tese do
horménio livre, a atividade biologica especifica s6 é exercida ap6s difusdo da forma ativa
livre da DBP pela membrana celular, seguida de ligacdo ao receptor nuclear de vitamina D
(Tsuprykov et al., 2018). Além de ser a principal proteina transportadora dos metabolitos de
vitamina D, tem sido sugerido que a DBP exer¢ca um importante papel na homeostase da
vitamina D (Brannon, Picciano., 2011) por prolongar a meia-vida da principal forma
circulante de vitamina D [calcidiol, 25(OH)Ds] e promover o controle do seu acesso as suas
respectivas células-alvo (Olerdd et al., 2017). No entanto, é preciso considerar a existéncia de
diferentes isoformas da DBP que resultam em diferencas em sua afinidade pela vitamina D.
Portanto, o papel regulador da DBP pode ser dependente da isoforma predominante no
individuo, que por sua vez € geneticamente determinada.

A DBP ¢ codificada pelo gene GC localizado no cromossomo 4q12-q1344 (Bikle et
al., 2017). Estudos prévios de associacdo pangenémica tem relatado o impacto de alguns
SNPs localizados no gene GC, nas concentracdes séricas de 25(OH)Dsz e de outros
biomarcadores de estado de vitamina D (Ahn et al.,2010; Wang et al., 2010). Estudos
conduzidos em mulheres durante o periodo gestacional sdo escassos e tem gerado resultados
conflitantes. Associacdo entre as concentracdes séricas de 25(OH)Ds e os SNPs rs2282679,
rs4588 e rs7041, localizados no gene GC foi relatada em estudo de coorte conduzido em
mulheres chinesas durante o terceiro trimestre de gestacdo (Shao et al., 2017), enquanto Moon
e colaboradores (2017) ndo observaram associacao significativa entre 0 SNP rs2282679 e as
concentracOes basais de 25(OH)D em gestantes de etnia branca. Além das concentracdes de
25(0OH)D total independentes dos SNPs rs4588 e rs7041, estudo em mulheres coreanas
durante o terceiro trimestre de gestacdo ndo observou associacao entre os SNPs investigados e
as concentracdes de 25(0OH)D biodisponivel (Kim et al., 2019).

Considerando o possivel impacto de fatores genéticos no estado nutricional de
vitamina D e a escassez de informacdes a respeito da distribuicdo das frequéncias genotipicas
dos SNPs rs2282679, rs4588 e rs7041, frequentemente associadas as concentragdes de
25(0OH)D na populacédo brasileira, o objetivo do presente estudo foi investigar a associagdo
entre SNPs localizados no gene GC e as concentragdes séricas de diferentes biomarcadores

de estado de vitamina D em mulheres brasileiras no terceiro trimestre de gestacéo.
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5.2.2 METODOS

5.2.2.1 Populacéo de estudo

Trata-se de um estudo transversal conduzido em mulheres adultas brasileiras no
terceiro trimestre de gestacdo atendidas no Hospital Maternidade Herculano Pinheiro, Rio de
Janeiro, Brasil (22°57°S). Todas as participantes do estudo forneceram consentimento para o
uso de informacdes pessoais e do material bioldgico para fins de pesquisa. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica do Hospital Universitario Pedro Ernesto da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (56617516.5.0000.5259).

Entre outubro de 2016 e marco de 2018 foram recrutadas gestantes que atenderam aos
seguintes critérios de inclusdo: estar no terceiro trimestre de gestagdo (> 27 semanas) ¢ idade
superior a 18 anos. Os seguintes critérios de exclusdo foram aplicados: gestacdo mdltipla,
diagndstico de doenca crénica, funcdo hepatica e/ou funcao renal alteradas e gestagdo de risco
(diabetes gestacional, disturbios hipertensivos gestacionais). Um total de 123 gestantes que se
enguadram nos critérios de selecdo aceitaram participar do estudo. Informacdes sobre a idade
cronol6gica materna, escolaridade, semana gestacional, indice de massa corporal (IMC) pré-
gestacional, nimero de gestacGes anteriores, habito de fumar, de ingerir bebidas alcodlicas e
pratica de exercicios fisicos durante a gestacdo foram coletadas por meio de questionarios
administrados pelo entrevistador. Para as analises do presente estudo foram excluidas as
participantes que ndo obtiveram material bioldgico suficiente para a quantificacdo das
concentracdes de 25(0OH)Ds (n=2) e para a extracdo de DNA (n=18) ou com concentra¢des
séricas de DBP ou PTH inexplicavelmente elevadas (n=2). No total, foram incluidas nas

analises do presente estudo, 101 mulheres no terceiro trimestre de gestacéo.

5.2.2.2 Coleta de sangue e anélises bioguimicas

As amostras de sangue materno foram coletadas apds jejum noturno de 8 horas. As
aliquotas de sangue total e de soro apds centrifugagdo, foram armazenadas a -80°C até o
momento das andlises. As concentracdes séricas de 25(OH)Ds foram determinadas em
cromatografo liquido de alta eficiéncia (Tecnhologies, 120 Infinity), acoplado a detector de
arranjo de diodos (CLAE-DAD) conforme descrito previamente (Kich et al., 2012), com
ligeiras modificagdes. A definicdo do estado nutricional de vitamina D foi baseada nas

concentragOes sericas de 25(0OH)D3s de acordo com os pontos de corte sugeridos pelo Instituto
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de Medicina americano (IOM, 2011) para adultos: 25(OH)D3s < 50nmol/L (insuficiéncia) e
25(0OH)D3 > 50nmol/L (suficiéncia). As concentragdes de albumina foram determinadas por
teste colorimétrico (Bioclin, Brazil). Ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi utilizado para
determinacéo das concentracdes séricas de DBP (Immundiagnostik AG, Bensheim, Germany)
e de PTH (ELISA; ALPCO Diagnostics, Salem, NH).

As concentragdes das fragdes livre e biodisponivel de 25(OH)D3 foram determinadas,
indiretamente, de acordo com as equacdes baseadas nas constantes de afinidade de ligacdo da
albumina e da DBP com a 25(OH)D3 seguindo as seguintes equages (Bikle et al., 1986; Powe
etal., 2013):

Equacéo 1.
—b+/b7dac (6)

25(OH)D3 livre- oa

a = Kpgp X Kap x albumina + Kpgp
b = Kper X DBP — Kpgp X 25(0OH)D total + Kap X albumina + 1
¢ =-25(0OH)D

Equacéo 2:
25(OH)D3 biodisponivel: (KaIbX [albumina] + 1) X (25(OH)D3 |ivre) (7)

5.2.2.3 Determinacdo da pigmentacéo da pele

A pigmentacdo da pele constitutiva foi avaliada, com auxilio de um colorimetro
portatil (Chroma Meter CR-400, New Jersey, EUA), a partir de medi¢des na regido superior
da axila direita, uma regido normalmente nao exposta a luz solar, e utilizada para classificar o
tipo de pele em seis diferentes grupo de acordo com o angulo de tipologia individual (ITA):
muito clara, clara, intermediaria, bronzeada, marrom e escura (Del Bino et al., 2006; John et
al., 2007). Devido ao niimero reduzido de gestantes classificadas com o tipo de pele “muito
clara” (n=2), foi realizado o agrupamento destas participantes na categoria de “pele clara”. A
gestante (n=1) classificada com pele de coloragao “muito escura” foi agrupada na categoria de
pele “marrom”. Desta forma, as mulheres avaliadas foram distribuidas entre 4 categorias de
tipo de pele: muito clara ou clara, intermediaria, bronzeada e marrom ou escura. A
pigmentacdo da pele facultativa foi determinada através da medigdo colorimétrica no dorso da
mado direita, um local geralmente exposto a luz solar. Os valores de luminéncia (*), variando
de O (preto absoluto) a 100 (branco absoluto) foram utilizados para estimar a pigmentacao

derivada do bronzeamento (indice de Exposicdo Solar - SEI), utilizada como indicadora de
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exposicdo cumulativa aos raios ultravioleta (UV). O SEI foi calculado a partir da diferenga
entre os valores de luminosidade facultativa e constitutiva (Lock-Andersen et al., 1998).

5.2.2.4 Genotipagem dos polimorfismos

Os SNPs rs2282679 (G>T), rs4588 (G>T) e rs7041 (A>C) localizados no gene GC
foram selecionados com base na literatura referente aos polimorfismos genéticos
frequentemente associados as concentracdes séricas de 25(OH)Ds e que determinam as
isoformas de DBP (Chun., 2012; Powe et al., 2013). As amostras de DNA foram extraidas do
sangue total com auxilio de um Kit comercial (Puregene Blood Kit — Qiagen, Hilden,
Germany) conforme as instrucdes cedidas pelo fabricante. Apés a avaliacdo da concentracéo e
da qualidade do DNA extraido por espectrofotometria (BioDrop DUO, BioDrop, Cambridge,
England), as amostras foram armazenadas a -80°C.

A discriminacdo alélica por PCR em tempo real através do ensaio TagMan (Thermo
Scientific Inc., Foster City, CA, USA) foi utilizada para as analises de genotipagem dos SNPs.
As sondas empregadas para a ligacdo exclusiva nos sitios polimorficos foram desenhadas e
validadas pelo fabricante (Thermo Scientific Inc.). As genotipagens foram conduzidas em um
sistema Applied Biosystems™ 7500 Fast Real-Time PCR (Thermo Scientific Inc.) e os
resultados analisados utilizando o software 7500 Fast Real Time PCR Systems (Thermo

Scientific Inc.).

5.2.2.5 Anélise de dados

Estatistica descritiva foi utilizada para caracterizar a populacdo de estudo. As
variaveis continuas foram expressas como média + desvio padrdo (DP) e as variaveis
categoricas expressas como frequéncias (n) e porcentagens (%). As frequéncias genotipicas
para cada SNP foram testadas quanto ao equilibrio de Hardy-Weinberg utilizando o teste
entre as frequéncias observadas e as esperadas de cada alelo. As diferengas nas concentraces
médias de 25(OH)Ds, DBP, 25(0OH)Ds livre, 25(0OH)Ds biodisponivel e PTH em fungéo dos
gendtipos dos SNPs estudados foram investigadas por ANOVA, seguida do teste post-hoc
(LSD). Essas diferencas em funcao dos gendtipos foram também exploradas apos ajustes pela
estacdo do ano, idade gestacional e IMC pré-gestacional, identificadas como determinantes
das concentragfes de 25(OH)D3z e de DBP no artigo 1. Diferengas nas frequéncias dos

genotipos em funcdo do estado suficiente (> 50 nmol/L) ou insuficiente (<50 nmol/L) de
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vitamina D foram investigadas por teste de y2. Andlise de regressdo mdltipla foi utilizada para
investigar associagdes entre os diferentes genotipos dos SNPs investigados e as concentracdes
de 25(OH)D3;, DBP, PTH, e das fracdes livre e biodisponivel 25(0OH)Ds. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando o software SPSS 22.0 (versdo 22, Inc., Chicago, IL,

EUA) e os valores de P < 0.05 foram considerados estatisticamente significativos.

5.2.3 Resultados

As caracteristicas gerais da populacdo estudada estdo apresentadas na Tabela 1. A
idade materna variou de 18 a 44 anos (26,4+5,8) e a idade gestacional de 27 a 41 semanas
(33,944,1). Com base no IMC pré-gestacional e de acordo com a classificacdo proposta pela
OMS para individuos adultos (WHO, 1995), a maioria das mulheres investigadas foi
considerada eutrofica antes do inicio da gestagcdo (IMC < 25 Kg/m?). As mulheres foram
relativamente bem distribuidas entre as quatro categorias de pigmentacdo da pele. A maioria
das mulheres relatou ter uma (41,6%) ou mais gestacOes anteriores (29,7%), ensino
fundamental (46,5%) ou médio completo (40,6%) e negou o habito de fumar (94,1%), de
ingerir bebida alcoolica (89,1%) e de praticar exercicio fisico (91,1%) durante a gestacdo
atual. As coletas das amostras bioldgicas foram realizadas ao longo do ano de modo que a
distribuicdo do nimero de gestantes recrutadas se mantivesse equilibrada entre as quatro
estacdes do ano.

A concentragdo sérica de 25(OH)Ds variou de 25,0 nmol/L a 85,5 nmol/L, sendo a
insuficiéncia de vitamina D (<50 nmol /L, ref IOM) reportada em 43,6% das gestantes. As
concentragdes de DBP variaram de 491,2 mg/L a 1307,8 mg/L. As concentracbes de
25(0OH)Ds livre e de 25(OH)D3 biodisponivel variaram de 0,60 pg/mL a 2,66 pg/mL e de 0,14
ng/mL a 0,74 ng/mL, respectivamente.

As frequéncias genotipicas dos SNPs rs2282679 (T>G), rs4588 (G>T) e rs7041
(A>C) obedeceram o equilibrio de Hardy-Weinberg e estdo apresentadas na Tabela 2. Foi
observada maior frequéncia do gen6tipo TT no SNP rs2282679 (65,3%) e do genotipo GG no
SNP rs4588 (70,3%) e do heterozigoto CA (51,5%) no SNP rs7041. N&o foram observadas
diferencas significativas na distribuicdo das frequéncias dos genotipos para 0s SNPs
investigados em funcéo do estado de vitamina D (Tabela 3).

As médias brutas de DBP, 25(0OH)Ds, 25(0OH)Ds livre, 25(OH)D3s biodisponivel e
PTH foram descritas por categoria de genotipos e de alelos para cada SNP investigado
(rs2282679, rs4588 e rs7041) (Tabela 4). As concentracfes de DBP foram menores nos



71

individuos portadores do genétipo GG no SNP rs2282679 (P = 0,044). Essa diferenca foi
mantida apds ajuste pela estacdo do ano de coleta de amostra, idade gestacional e IMC pré-
gestacional (P = 0,027, Tabela 4). Ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas
entre as médias de DBP, 25(0OH)Dgs, 25(0OH)Ds livre, 25(0OH)D3 biodisponivel e PTH para os
trés possiveis gendtipos para 0 SNP rs4588 e rs7041.

A andlise de regressao linear multipla foi utilizada para investigar associa¢des entre
0s biomarcadores de estado de vitamina D e os genotipos dos SNPs localizados no gene GC.
Comparado com a referéncia (gen6tipo TT) e ap0s ajuste pelas covaridveis, foram observadas
menores concentracdes de DBP nas mulheres com o gen6tipo GG (rs2282679) (Tabela 5). Os
genotipos GT e GG (rs2282679) foram associados com maiores concentragdes de PTH (B =
14,53; 95% CI: 3,86, 25,20 ¢ B = 19,66, 95% CI: 0,28, 39,04, respectivamente). Menores
concentracdes de PTH foram observadas nas mulheres com os gendtipos GT e TT para o SNP
rs4588 (B = -14,12; 95% CI: -25,47, -2,78 ¢ B = -19,39; 95% CI: -38,88, 0,11,

respectivamente).

5.2.4 Discussao

O presente estudo investigou a associagdo entre polimorfismos localizados no gene
GC e as concentracOes de biomarcadores de estado de vitamina D em mulheres brasileiras
durante o terceiro trimestre de gestacdo. Embora as concentracdes de 25(OH)D total e fracGes
ndo tenham sido influenciadas pelos SNPs estudados, nossos resultados sugerem que as
concentracfes de DBP e de PTH estdo sujeitas a variacdao em funcdo de SNPs localizados no
gene da DBP (GC - rs2282679 e GC - rs4588).

A estacdo do ano, a pigmentacdo da pele, a latitude de residéncia, a idade gestacional
e a escolaridade materna tem sido mencionadas como potenciais determinantes do estado de
vitamina D em mulheres durante o periodo gestacional (Zhang et al., 2014; Kriger et al.,
2018). Mais recentemente, a contribuicdo de alguns fatores genéticos nas concentracdes de
vitamina D tem sido reportada (Shao et al., 2017; Sterdal et al., 2017).

H& uma certa plausibilidade bioldgica de que a DBP, codificada pelo gene GC,
desempenhe importantes papéis no metabolismo da vitamina D (Al-Daghri et al., 2019). Em
principio, € bem aceito, que a DBP além de ser a principal proteina transportadora de vitamina
D no organismo humano, determine a meia vida dos metabdlitos de vitamina D, em especial
da 25(OH)Ds, por controlar o seu acesso as suas respectivas células alvo (Kalousova et al.,

2015; Karras et al., 2018). Baseados nessas evidéncias, estudos recentes tém relatado a
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associacéo entre polimorfismos localizados no gene GC, em especial 0 rs2282679, rs4588 e o
rs7041 e as concentragcdes séricas de biomarcadores de estado de vitamina D. Estudos
conduzidos em mulheres durante o periodo gestacional sdo escassos e tém revelado resultados
controversos.

Estudo de coorte realizado por Shao e colaboradores (2017) explorando a relagéo
entre polimorfismos localizados em genes envolvidos com o metabolismo de vitamina D em
gestantes chinesas associou 0 alelo T no SNP rs4588 e o alelo G no SNP rs2282679 as
menores concentragdes de 25(OH)D3, enquanto o alelo C no rs7041 foi associado a maiores
concentragdes de 25(OH)Ds. Resultados conflitantes foram reportados por Kim e
colaboradores (2019) ao ndo reportarem associacdo entre os diferentes gendtipos nos SNPs
rs4588 e rs7041 e as concentragdes de 25(0OH)Ds total e biodisponivel em mulheres coreanas
durante o terceiro trimestre de gestacdo. Associacao significativa foi observada, em estudo
transversal conduzido em gestantes norueguesas, entre os diferentes genétipos no gene GC no
SNP 2282679 e as concentragdes séricas de 25(OH)D (Sterdal et al., 2017). Estudo conduzido
em gestantes britanicas ndo reportou associacao entre o SNP rs2282679 e as concentracdes
basais de 25(OH)Ds. Apos ajuste pelas potenciais covaridveis, foi observado em resposta a
suplementacdo com vitamina D3, 0 aumento das concentracdes séricas de 25(OH)Ds nas
mulheres carregando o alelo A no SNP rs2282679 (Moon et al., 2017).

Foi observado no presente estudo, que as concentracdes séricas de DBP nas mulheres
com o geno6tipo GG no rs2282679 foram menores do que as observadas nas gestantes com ao
menos um alelo T. As gestantes com o genétipo homozigoto menos frequente (GG)
apresentaram concentragcdes de DBP, em média, 24,5% menores comparadas as mulheres com
o alelo T (P = 0,044). As diferencas nas concentracdes de DBP em funcdo do gendtipo
(rs2282679) permaneceram estatisticamente significativas apds ajuste pela estacdo do ano,
idade gestacional e IMC pré-gestacional (P = 0,027).

O aumento fisioldgico da sintese hepatica de DBP, principalmente no terceiro
trimestre de gestacédo, tem sido frequentemente observado em estudos longitudinais (Jones et
al., 2014; Zhang et al., 2014) e atribuido as altas concentracGes de estrogénio durante esse
periodo (Tsuprykov et al., 2017). Nossos resultados sugerem que genotipo GG (rs2282679)
desempenhe um efeito repressor sobre a sintese de DBP em mulheres durante o periodo
gestacional.

Embora as contracGes de DBP terem sido influenciadas pelos diferentes gendtipos
no SNP rs2282679, ndo foram observadas diferencas estatisticas nas concentracdes das

fracOes de 25(0OH)Ds entre as mulheres avaliadas. Nossos resultados sugerem a existéncia de
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um mecanismo adaptativo no metabolismo de vitamina D nas mulheres avaliadas que
determine a permanéncia das concentracfes relativas de 25(OH)Ds livre e biodisponivel
(definida como porcentagem das fracbes de 25(OH)Ds em relagdo a concentracdo da
25(0OH)Ds total) em condigdes de variagdes das concentragdes séricas de DBP. Concentragdes
de 25(OH)Ds livre dependentes do SNP rs7041 foram previamente relatas em estudo
avaliando o efeito do SNP investigado em mulheres em diferentes estados reprodutivos
(gestantes, lactantes, ndo gestantes e ndo lactantes). Foi relatado pelos autores que o genotipo
TT determinou maiores concentrages de 25(OH)Ds livre e 25(OH)D3 total nas mulheres
avaliadas (Ganz et al., 2017).

O paratormdnio (PTH) e o metabdlito ativo da vitamina D, a 1,25-dihidroxicalciferol
[1,25(0OH)2Ds], séo os principais hormonios reguladores da homeostase do calcio e do fosforo
sérico (Silver et al., 1985; Aloia et al., 2010; Li et al., 2016). Em resposta a hipocalcemia, a
secrecdo aumentada do PTH estimula a conversdo renal da 25(OH)Ds em 1,25(0OH).D3 que
por sua vez promove o aumento da eficiéncia da absorc¢do intestinal de célcio (Prentice et al.,
2008), necessaria para a mineralizacdo Ossea fetal (Kovacs., 2016; Gustafsson et al., 2018).
Por ser o principal substrato para a sintese de 1,25(0OH).D3, em condi¢cdo normal de saude, a
relacdo inversa entre a 25(OH)Dz e 0 PTH tem sido frequentemente relatada (Aggarwal et al.,
2016; Olerdd et al., 2017).

No presente estudo, as variagdes genotipicas no rs2282679 e rs4588 influenciaram as
concentracdes séricas de PTH nas mulheres investigadas. De acordo com os dados de
regressao linear maltipla, os gendtipos menos frequentes no SNP rs2282679 foram associados
as maiores concentragdes de PTH. Resultado inverso foi observado para o SNP rs4588 uma
vez que as gestantes com os genotipos menos frequentes foram associadas as menores
concentracdes de PTH. Embora sem associacdo estatistica, foi observado na andlise por
categoria e ap0s ajuste pelas covariaveis, que as mulheres com 0s maiores valores de
25(0OH)Ds (genotipo TT para rs2282679 e para rs4588) apresentaram as menores
concentracdes de PTH. Nossos resultados foram de acordo com o Unico estudo transversal
investigando a associagdo entre os diferentes genétipos para 0 SNP rs4588 e a saude dssea em
criangas e adolescentes que revelou menores concentragBes séricas de PTH nos individuos
carregando o alelo T (Pekkinen et al., 2014).

As limitagOes do presente estudo incluem o seu desenho transversal e o reduzido
tamanho amostral, provavelmente insuficiente para detectar pequenos efeitos. Considerando
as analises bioquimicas, as concentracfes de 25(OH)Ds foram determinadas por CLAE-DAD,
embora a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS / MS) seja
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considerada o método padrdo ouro para a determinacao das concentragdes dos metabdlitos de
vitamina D (Spiro, Buttriss.,, 2014). Associagdes entre outros polimorfismos genéticos
determinantes das concentracbes de biomarcadores de estado de vitamina D ndo foram
avaliados e serdo investigados em estudo futuro.

5.2.5 Conclusdo

Nossos resultados sugerem que 0s SNPs investigados n&o determinaram as
concentragdes de 25(OH)Ds e das fracGes livre e biodisponivel de 25(OH)D3z e que condicdes
da gestacdo assim como, fatores demogréficos e de estilo de vida parecem ser 0s principais
determinantes do estado nutricional de vitamina D nas gestantes investigadas. Nosso estudo
foi o primeiro a relatar associagdes significativas entre polimorfismos localizados no gene GC
e as concentracdes sericas de PTH e da proteina ligante de vitamina D, em mulheres
brasileiras, durante o terceiro trimestre de gestacdo, podendo assim contribuir com dados ja
existentes na literatura investigando os potenciais determinantes de estado de estado de
vitamina D nessa populacéo.

5.2.6 RFERENCIAS

Abbas, S., Linseisen, J., Slanger, T., et al. 2008. The Gc2 Allele of the Vitamin D Binding
Protein Is Associated with a Decreased Postmenopausal Breast Cancer Risk, Independent of
the Vitamin D Status. Cancer Epidemiology Biomarkers & Prevention. 17(6): 1339-1343.

Aggarwal, A. K., Yadav, R., Ramachandran, V., et al. 2016. Bioavailable vitamin D levels are
reduced and correlate with bone mineral density and markers of mineral metabolism in adults
with nephrotic syndrome. Nephrology. 21: 483-489.

Ahn, J., Yu, K., Stolzenberg-Solomon, R., et al. 2010. Genome-wide association study of
circulating vitamin D levels. Hum. Mol. Genet. 19: 2739-2745.

Al-Daghri, N. M., Mohammed, A. K., Bukhari, I., Rikli, M., Abdi, S., Ansari, M. G. A,
Alokail, M. S. (2019). Efficacy of Vitamin D Supplementation According to Vitamin D
Binding Protein Polymorphisms. Nutrition. 63-64: 148-154.

Aloia, J. F., Chen, D.-G., Yeh, J. K., & Chen, H. 2010. Serum vitamin D metabolites and
intestinal calcium absorption efficiency in women. The American Journal of Clinical
Nutrition, 92(4), 835-840.

Bikle, D. D., Gee, E., Halloran, B., et al. 1986. Assessment of the free fraction of 25-
hydroxyvitamin D in serum and its regulation by albumin and the vitamin D-binding protein. J
Clin Endocrinol Metab. 63:954-9.


../../../../../../../Downloads/Nephrology.%20v

75

Bikle, D. D., Malmstroem, S., Schwartz, J. 2017. Current Controversies. Are Free Vitamin
Metabolite Levels a More Accurate Assessment of Vitamin D Status than Total Levels?
Endocrinology and Metabolism Clinics of North America, 46(4): 901-918.

Brannon, P. M., Picciano, M. F. 2011. Vitamin D in Pregnancy and Lactation in Humans.
Annual Review of Nutrition. 31: 89-115.

Chun, R. F. 2012. New perspectives on the vitamin D binding protein. Cell Biochemistry and
Function. 30(6): 445-456.

Del Bino, S., Sok, J., Bessac, E., et al. 2006. Relationship between skin response to ultraviolet
exposure and skin color type. Pigment Cell Research. 19 (6): 606—614.

De-Regil, L. M., Palacios, C., Lombardo, L. K., et al. 2016. Vitamin D supplementation for
women during pregnancy. Women and Birth. 31(4): e216.

Ganz, A. B., Park, H., Malysheva, O. 2018. Vitamin D binding protein rs7041 genotype alters
vitamin D metabolism in pregnant women. The FASEB Journal. 32(4): 2012—2020.

Institute of Medicine. 2011. Reference Intakes for Calcium and Vitamin D. Washington, DC:
The National Academies Press.

John, E. M., Schwartz, G. G., Koo, J., et al. 2007. Sun Exposure, Vitamin D Receptor Gene
Polymorphisms, and Breast Cancer Risk in a Multiethnic Population. Am J Epidemiol. 166:
1409-14109.

Jones, K. S. et al. 25(OH)D; half-life is shorter than 25(OH)D3 half-life and is influenced by
DBP concentration and genotype. 2014. J Clin Endocrinol Metab. 99: 3373-3381.

Kalousova, M., Dusilova-Sulkova, S., Zakiyanov, O., et al. 2015. Vitamin D Binding Protein Is
Not Involved in Vitamin D Deficiency in Patients with Chronic Kidney Disease. BioMed
Research International. 1-8.

Karras, S. N., Koufakis, T., Fakhoury, H., & Kotsa, K. 2018. Deconvoluting the Biological
Roles of Vitamin D-Binding Protein During Pregnancy: A Both Clinical and Theoretical
Challenge. Frontiers in Endocrinology, 9: 259.

Kich, D. M., Vieira, F. A. S., Bassuino, M., et al. 2012. Determinacdo de 25-hidroxivitamina
D2 e D3 em plasma por CLAE-DAD. Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial.
48 (5).

Kim, Hyun-Young., Kim, Jin Hyun., Jung, Myeong Hee., et al. 2019. Clinical Usefulness of
Bioavailable Vitamin D and Impact of GC Genotyping on the Determination of Bioavailable
Vitamin D in a Korean Population. International Journal of Endocrinology.

Li, S. S, Gao, L. H., Zhang, X.Y., et al. 2016. Genetically Low Vitamin D Levels, Bone
Mineral Density, and Bone Metabolism Markers: a Mendelian Randomisation Study.
Scientific Reports. 6(1).



76

Lock-Andersen., Knudstorp., Wulf. 1998. Facultative skin pigmentation in Caucasians: an
objective biological indicator of lifetime exposure to ultraviolet radiation? British Journal of
Dermatology. 138 (5): 826-832.

Lu, L., Bennett, D. A., Millwood, I. Y., et al. 2018. Association of vitamin D with risk of type 2
diabetes: A Mendelian randomisation study in European and Chinese adults. PLOS Medicine,
15(5): e1002566.

Mgller, U. K., Streym, S., Heickendorff, L. 2012. Effects of 25(OH)D concentrations on
chances of pregnancy and pregnancy outcomes: a cohort study in healthy Danish women.
European Journal of Clinical Nutrition. 66:862-8.

Olerdd, G., Hultén, L. M., Hammarsten, O. 2017. The variation in free 25 hydroxyvitamin D
and vitamin D-binding protein with season and vitamin D status, Endocrine Connections . 6:
111-120.

Powe, C. E., Evans, M. K., Wenger, M. D. J. 2013. Vitamin D-Binding Protein and Vitamin D
Status of Black Americans and White Americans. The New England Journal of Medicine. 369:
21.

Saraf, R., Morton, S. M. B., Camargo, C. A., 2016. Global summary of maternal and newborn
vitamin D status - a systematic review. Maternal and Child Nutrition. 12: 647—668.

Silver, J., Russel, J., Sherwood, L. M. 1985. Regulation by vitamin D metabolites of
messenger ribonucleic acid for preproparathyroid hormone in isolated bovine parathyroid
cells. Medical Sciences. 82: 4270-4273.

Stgrdal, K., Marild, K., Tapia, G., et al. 2017. Fetal and Maternal Genetic Variants
Influencing Neonatal Vitamin D Status. The Journal of Clinical Endocrinology &
Metabolism. 102: 11.

Tsuprykov, O., Buse, C., Skoblo, R., et al. 2018. Reference intervals for measured and
calculated free 25-hydroxyvitamin D in normal pregnancy. The Journal of Steroid
Biochemistry and Molecular Biology. 181: 80-87.

Tsuprykov, O., Chen, X., Hocher., Carl-Friedrich., et al. 2017. Why should we measure free
25(0OH) vitamin D? Journal of Steroid Biochemistry & Molecular Biology. 180: 87-104.

Wang, T. J., Zhang, F., Richards, J. B., et al. 2010. Common genetic determinants of
vitamin D insufficiency: a genome-wide association study. Lancet. 376: 180-188.

White, P., Cooke, N. 2000. The multifunctional properties and characteristics of vitamin D-
binding protein. Trends in Endocrinology and Metabolism. 11: 320-7.

World Health Organization. 1995. Physical status: The use and interpretation of anthropometry.
WHO Technical Report Series.

Zhang, J. Y., Lucey, A. J., Horgan, R., et al. 2014. Impact of pregnancy on vitamin D status: a
longitudinal study. British Journal of Nutrition. 112 (07): 1081-1087


http://www.medsci.cn/sci/journal.do?id=65bf13031

Tabela 1 - Caracteristicas gerais da populacdo estudada (n=101).

Meédia + DP ou n° (% frequéncia)

Varidveis

Idade, anos 26,4+58
Semana gestacional, semanas 339+4,1
IMC Pré gestacional, Kg/m?

<25 57 (56,4)
25-29 22 (21,8)
>30 22 (21,8)
GestacOes anteriores

0 30 (29,7)
1 42 (41,6)
>1 29 (28,7)
Pigmentacao da pele

Muito clara ou clara 19 (18,8)
Intermediaria 28 (27,7)
Bronzeada 27 (26,7)
Marrom ou escura 27 (26,7)
Habito de fumar

Sim 6 (5,9)
Né&o 95 (94,1)
Haébito de beber

Sim 11 (10,9)
Né&o 90 (89,1)
Prética de exercicio fisico

Sim 9(8,9)
Né&o 92 (91,1)
Escolaridade

Fundamental incompleto 13 (12,9)
Fundamental completo 47 (46,5)
Ensino médio completo ou mais 41 (40,6)
Estacéo do ano

Inverno 20 (19,8)
Primavera 31 (30,7)
Verdo 26 (25,7)
Outono 24 (23,8)
25(OH)Ds, nmol/L 51,2+ 13,6
PTH, pg/mL 29,4+14,8
DBP, mg/L 764,3 +148,3
25(0OH)Ds livre, pg/mL 1,38+0,41
25(OH)D3 biodisponivel, ng/mL 0,39+0,13
Albumina (g/dL) 3,14 0,42
Estado de 25(OH)D3

Insuficiéncia (< 50nmol/L) o ggg;

Suficiéncia (=50nmolL)
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Tabela 2 - Frequéncias dos genotipos na populacdo investigada.

SNP Gendtipo n (%)
rs2282679 TT 66 (65,3)
GT 31 (30,7)

GG 4 (4)
rs4588 GG 71 (70,3)
GT 27 (26,7)

TT 3(3,0)
rs7041 AA 37 (36,6)
CA 52 (51,5)
CcC 12 (11,9)

Tabela 3 - Comparacdo dos genotipos em funcao
do estado de vitamina D.

Genétipas 25(0OH)D3 (nmol/L)
<50 | >50

rs2282679
TT 29 (65,9) 37 (64,9)
GT 13 (29,5) 18 (31,6)
GG 2 (4,5) 2 (3,5
P-valor* 0,949
rs4588
GG 32 (72,7) 39 (68,4)
GT 12 (27,3) 15 (26,3)
TT 0 (0) 3(5,3)
P-valor* 0,303
rs7041
AA 17 (38,6) 20 (35,1)
CA 23 (52,3) 29 (50,9)
CcC 4(9,1) 8 (14,0)
P-valor” 0,739

*Qui-quadrado.



Tabela 4 - Concentracdo dos biomarcadores de vitamina D por categoria de gendtipos dos SNPs.
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DBP 25(OH)D3 25(OH)D3 livre 25(OH)D3 Biodisponivel PTH
(mg/L) (nmol/L) (pg/mL) (ng/mL) (pg/mL)

SNP Bruto Ajustado* Bruto Ajustado” Bruto  Ajustado” Bruto Ajustado*  Bruto  Ajustado*
rs2282679
TT 769,1£153,8% 770,7£16,9 50,9+14,8 515+15 1,36+0,42 1,37+0,05 0,39+0,13 0,39%0,02 28,4+14,7 28,4+19
GT 777,2£130,8% 774,1+24,7 52,1+11,1 51,0+2,2 1,40+0,38 1,38+0,07 0,40+0,13 0,39%0,02 31,3+15,9 31,4+2,7
GG 584,4+64,8° 581,8+68,1 48,1+12,3 48,3+6,0 1,54+0,53 1,57+0,20 0,41+0,14 0,41+0,06 31,1#8,1 30,8+7,5
P-valor 0,044 0,027 0,833 0,873 0,628 0,624 0,796 0,917 0,662 0,648
T 770,7£148,8 771,4+10,8 51,2+14,1 51,4+0,9 1,38+0,41 1,37+0,03 0,39+0,13 0,39+0,01 29,0+14,9 28,9+1,2
G 737,6£142,8 734,4+22,2 51,3+11,1 50,5+1,9 1,43+0,40 1,42+0,06 0,40+0,13 0,40+0,02 31,2+145 31,2+2,4
rs4588
GG 770,3£150,0 771,2£16,8 51,0+14,4 51,5+1,4 1,36+0,40 1,37+0,05 0,38+0,12 0,39+0,01 30,3159 30,3+1,8
GT 752,1£152,8  751,4481,6 51,3+12,3 50,1+2,3 1,42+0,44 1,39+0,08 0,41+0,14 0,40+0,02 27,9+11,7 28,0+2,9
TT 732,0+60,0 717+81,6 55,2+24 54,4469 1,53+0,53 1,54+0,23 0,42+0,02 0,42+0,07 20,9+12,2 20,5+8,7
P-valor 0,805 0,702 0,875 0,799 0,651 0,766 0,616 0,812 0,463 0,469
G 767,4£149,7 768,0£10,7 51,0+14,0 51,2+0,9 1,37+0,41 1,37+0,03 0,39+0,13 0,39+0,10 29,9+15,3 29,9+1,1
T 748,4+1479 74544242 52,0+11,2 51,0+2,0 1,44+0,40 1,42+0,07 0,41+0,13 0,40+0,02 26,6+11,8 26,7+2,6
rs7041
AA 766,0£149,5 767,7£23,1 49,5+12,1 495+19 1,32+0,37 1,32+0,06 0,37+0,11 0,37+0,02 28,6+14,8 28,7+2,5
CA 752,0£153,5 752,5+19,6 51,6134 51,416 1,44+0,43 1,43x0,05 0,40+0,13 0,40+0,02 30,0+12,9 30,0+2,1
cC 811,9+119,6  804,6+41,1 54,6+18,7 55,1+3,4 1,31+0,40 1,35+0,11 0,40+0,16 0,41+0,04 29,1+22,3 28,6+4,4
P-valor 0,455 0,516 0,515 0,354 0,361 0,367 0,477 0,378 0,905 0,905
A 760,3+150,1 761,5+12,4 50,4+12,6 50,3+1,0 1,37+0,40 1,36+0,03 0,38+0,12 0,38+0,01 29,2+14,0 29,3+1,3
C 770,9+1449 768,8£16,0 525+150 52,6+1,3 1,40+0,42 1,41+0,04 0,40+0,14 0,41+0,01 29,7+£16,1 29,6+1,7

P-valor obtido por andlise de variancia.
*Ajustado pela estagdo do ano, idade gestacional e IMC pré-gestacional.
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Tabela 5 - Associacdo entre os biomarcadores de estado de vitamina D e 0s genotipos dos SNPs investigados.
25(0H)Ds

DBP 25(0OH)Ds 25(0OH)Ds livre biodisponivel PTH
B (CI95%)

SNP
rs2282679
TT ref ref ref ref ref
GT 5,30 (-95,24;105,80) 1,68 (-7,23;10,40) 0,03 (-0,25;0,32) 0,00 (-0,09;0,09) 14,53 (3,86;25,20)
GG -204,20 (-386,74;-21,67) 0,21 (-15,79;16,21) 0,29 (-0,22;0,82) 0,04 (-0,12;0,20) 19,66 (0,28;39,04)
rs4588
GG ref ref ref ref ref
GT 1,83 (-105,03;108,69) -1,12 (-10,50;8,25)  -0,01 (-0,32;0,29) 0,02 (-0,08;0,11)  -14,12 (-25,47;-2,78)
TT -9,12 (-192,70;174,46) 1,91 (-14,19;17,99) 0,11 (-0,41;0,64) 0,03 (-0,13;0,19)  -19,39 (-38,88;0,11)
rs7041
AA ref ref ref ref ref
CA -39,96 (-103,51;23,59) 2,26 (-3.32;7,83) 0,17 (-0,01;0,35) 0,05 (-0,01;0,10) 1,73 (-5,02;8,48)
CcC 15,23 (-84,08;114,54) 5,99 (-2,71;14,70) 0,08 (-0,21;0,36) 0,05 (-0,03;0,14) 2,99 (-7,55;13,54)

Dados ajustados pelos demais SNPs e pela estacdo do ano, idade gestacional e IMC pré-gestacional.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A proposta do presente estudo emergiu de evidéncias de que as diversas adaptacGes
no metabolismo de vitamina em mulheres durante o periodo gestacional poderiam favorecer
alteracfes ndo somente nas concentragdes séricas do biomarcador convencional de suficiéncia
de vitamina D [25(OH)Dz] mas também na sua biodisponibilidade. Além disso, a investigacdo
do estado de vitamina D a partir de um amplo conjunto de biomarcadores em gestantes, bem
como 0s seus potenciais determinantes ndo havia sido realizada no Brasil. Com o intuito de
contribuir para o melhor entendimento da associagdo entre os biomarcadores do estado
nutricional de vitamina D e fatores socio-demograficos, de estilo de vida e biol6gicos em
gestantes adultas, investigamos i) a associacdo entre as concentracdes séricas de
biomarcadores de estado de vitamina D e seus potenciais determinantes sociodemograficos e
de estilo de vida, considerando o impacto do estado inadequado de vitamina D na saude
materna e fetal; ii) a associacdo entre concentracBes séricas de biomarcadores de estado de
vitamina D e polimorfismos de nucleotideos Unicos localizados no gene GC, fator genético
frequentemente associado como as concentracdes de 25(OH)Ds.

Dentre o conjunto de fatores investigados, observamos que a estacdo do ano, a idade
gestacional, o IMC-pré gestacional e o nivel de escolaridade, independente dos demais fatores
investigados, parecem ser 0s principais determinantes das concentracBes séricas dos
biomarcadores de estado de vitamina D. Também observamos gque as concentracdes séricas de
25(0OH)Ds, DBP e das fracoes livre e biodisponivel de 25(0OH)D3s foram, na sua maioria,
afetadas pelos mesmos determinantes investigados.

Complementarmente, investigamos possiveis impactos de polimorfismos genéticos
associados ao metabolismo da vitamina D nas concentracdes de 25(0OH)Dsz e de outros
biomarcadores de estado dessa vitamina. Observamos que os polimorfismos avaliados,
localizados no gene que codifica a DBP (gene GC) ndo determinaram as concentracGes de
25(0OH)Ds e das fracOes livre e biodisponivel de 25(OH)Ds. Por outro lado, as concentracfes
de PTH, considerado um indicador de funcionalidade da vitamina D, foram influenciadas
pelos diferentes gendtipos dos SNPs investigados.

Em conjunto nossos resultados sugerem que condicdes proprias da gestacao e fatores
demogréficos e de estilo de vida parecem ser 0s principais determinantes do estado nutricional
de vitamina D na populagdo estudada. Os resultados sugerem ainda que os biomarcadores
estudados fornecem informacgdes semelhantes sobre o estado nutricional de vitamina D em

gestantes brasileiras, considerando que as concentracdes de 25(OH)Ds total e das fragdes livre
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e biodisponivel de 25(OH)Ds parecem ser afetadas de forma semelhante pelos potenciais
determinantes estudados.

Assumimos que além dos fatores investigados na presente Tese, outros aspectos
comportamentais e genéticos, incluindo o consumo alimentar e outros polimorfismos
genéticos precisam ser explorados no contexto dos potenciais determinantes do estado
nutricional de vitamina D em gestantes brasileiras. O consumo frequente de alimentos fonte
de vitamina D, embora pouco comum no Brasil, pode exercer influéncia sobre as
concentracdes séricas de vitamina D, favorecendo o estado adequado dessa vitamina.
Consideramos também a importancia da investigacdo de outros polimorfismos genéticos
localizados em genes envolvidos na sintese, no metabolismo e nas fungdes da vitamina D e
com potencial capacidade moduladora sobre as concentracdes e fungdes dessa vitamina no
organismo humano. Além disso, concordamos que o0 impacto da gestacdo na
biodisponibilidade da vitamina D, assim como as consequéncias na salde materna e fetal,
merece uma maior investigacdo, em especial em mulheres obesas e em fase mais avancada da
gestacdo, que aparentemente, estdo em condicdo de maior risco de desenvolver um estado

inadequado de vitamina D.
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APENDICE A - Questionéario estruturado

o .
e et PSP
‘Elgi {4 Contato 1 - Questionario inicial
L = 5 Y . . . A . . . . ~
p e Prevaléncia de insuficiéncia de vitamina D materna e associa¢do com
Instituto de Nutrigio ~ . . .
UERJ concentragdes de vitamina D no leite humano

Secdo 1: Essa se¢do deve ser preenchida pelo entrevistador (a), de acordo com as
questdes respondidas pela voluntaria em entrevista.

Identificacdao da coleta de dados

Entrevistadora:
Numero do questionario: Data da coleta de dados:
Horéario da entrevista: ~ _ : (horario 24 horas)

1. Identificacdo materna

Nome da participante:

Data de nascimento: ___/___/__ Nodoprontuario:________ Cartdo SUS:

Endereco:

Nimero: Complemento:

Bairro: CEP:

Telefone para contato: Nome do contato:

Menarca: (ano/meses) Primipira: [0 sim O nao
2. Dados demograficos

Corouraca: O branca [J preta [J amarela O parda [ indigena

Estado civil: [] solteira [0 casada [0 viava [ separada judicialmente/divorciada

Profissdo/ ocupagido habitual:

Esta estudando: O sim O nao periodo (M/T/N):

Escolaridade:[] sem instru¢io [ fundamental incompleto [J médio incompleto

[0 médio completo [ superior incompleto [0 superior completo

Mora com quem: [] prépria familia [ familia do companheiro [0 com companheiro

Renda familiar: [ < 1 salario minimo 01 a 3 salarios minimos

3 a5salarios minimos [0 5 a7 salarios minimos [0 >7 salarios minimos
Casa: O prépria O alugada

Saneamento basico: O sim O nao



3. Histodrico gestacional
Gestagoes anteriores
No de gestacOes anteriores: Ne de partos vaginais: Ne de cesarias: __

No de nascidos vivos: Ne de perdas fetais/ abortos:

Gestacao atual
A gestacao foi planejada? O sim O nao

Duracdo da gestacao (em semanas):

Intercorréncias durante a gestagdao? [J sim O nao
Caso sim, especificar: O anemia [J hipertensio [ nauseas
O  sangramentos O edema 0O diabetes gestacional
Outros:

Numero de consultas de pré natal: 0 nenhuma O dela3
O dedab O 7 emais O ignorado
Més de gestacdo que iniciouoprénatal: ___ °meés

Em que servico (s) de consultou?
O SUS (posto/centro de saude/hospital publico ou conveniado com o SUS)
0 Convénio O Servico de sauide particular (consultério/clinica ou hospital)

Outro (especifique):

Fez uso de suplementos durante a gestagao? O sim O nao
Quais? O ferro [0 Acido folico O vitamina A O vitaminaD
O  zinco O calcio O magnésio O iodo

0 6leodepeixe Outros (especifique):

Més de gestacdo que iniciou a suplementacao: °mes
Por quanto tempo fez uso do suplemento? meses

Tinha o habito de fumar durante a gestacao? O sim [J nao

Se sim, quantos cigarros por dia? cigarros

Tinha o habito de consumir bebida alcodlica durante a gestacdo? [Jsim [J ndo

Se sim, quantas doses por dia? doses
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4. Aleitamento materno
Amamentou anteriormente? O Sim [0 nao

Se sim, como foi a amamentagao?

[ Exclusiva (apenas leite materno) [ Predominante ( leite materno, 4gua ou cha)
[ Mista (leite materno e leite artificial ou 4gua e chas)

Qual foi a duragdo da ultima amamentac¢do (meses)?

O 1a5 O 13a24 O 6al2 O 25 ou mais
Vocé encontrou dificuldade nas amamentagdes anteriores? [] sim O nao

Se sim, especifique:

Vocé produziu bastante leite? 0 sim [J nao
Recebeu orientacdes sobre a amamentacdo neste hospital? [0 sim [J ndo
Vocé pretende amamentar o seu bebé? O sim [J nio

Se sim, por quanto tempo vocé pretende amamentar o seu bebé (meses)?

O 1a5 O 13a24 O 6a12 O 25 ou mais
Vocé tem alguma duvida sobre amamentacao? [] sim O nao
Qual (is)?

5. Questoes relevantes sobre a vitamina D

Vocé faz uso frequente de bloqueadores solares? [1 sim O nao
Qual (marca)? Qual é o fator de protegao (FPS)?
Frequénciaporsemana: _____ dias Frequénciapordia:_______ vezes
Tem habito de se expor ao sol? O sim O nao
Frequéncia por semana: _____dias Horas por dia: __ Horario: ___
Vocé se exp0s ao sol nos ultimos dias? [0 sim O ndo
Se sim, quando? Por quanto tempo: ______ (horas)
Praticou alguma atividade fisica regular durante a gestagdo? [J sim O ndo
Qual (is)?

Frequéncia porsemana: ______ dias Horas por dia: _

Faz algum servico doméstico? [J sim O nao
Qual (is)?

Frequéncia por semana: __ dias Horas por dia:
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Apresenta alguma das doengas cronicas:
O fibrose cistica [0 doengas do trato gastrointestinal [0 doengas hematolédgicas
O doencasrenais [] insuficiéncia cardiaca O doengas respiratdrias

Outra (s), especificar:

Secao 2: Essa secdo deve ser preenchida pelo entrevistador (a), por consulta aos
prontuarios e/ou cartdo do pré natal.

Identificacdao da coleta de dados

Entrevistadora:

Numero do questiondrio: _ Data da coleta de dados:

Horario da coleta de dados: ____ (horéario 24 horas)

1. Parto atual

Data do parto: / / Horariodoparto: ___ (horario 24 horas)
Tipo de parto: O vaginal [J cesario
Intercorréncia no parto? O sim O nao

Sexo do bebé O feminino O masculino

Nome do bebé:

Peso ao nascer: ___ kg comprimento ao nascer: cm
Perimetro cefalico: cm perimetro toraxico: cm
indice de Apgar: / (1° minuto/5° minuto)

Complicagoes durante o parto? [ sim O ndo

Se sim, especifique:

Data prevista para alta hospitalar: / /
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APENDICE B - Termo de consentimento livre e esclarecido

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
CENTRO BIOMEDICO
INSTITUTO DE NUTRIGAO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ALIMENTAGAO, NUTRIGAO E SAUDE
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Resolugao n0466/2012 — Conselho Nacional de Saude)

Este termo de consentimento refere-se a minha participagdo como voluntaria no projeto
de pesquisa "Prevaléncia de insuficiéncia de vitamina D materna e sua relacdo com as
concentracoes de vitamina D no leite humano". O projeto estd sendo coordenado pela Dr?. Flavia
Fioruci Bezerra, da Universidade do Estado do Rio de Janeiro e tem como objetivo determinar a
prevaléncia de insuficiéncia de vitamina D em gestantes bem como seus potenciais fatores
determinantes, e investigar a relacdo entre as concentracdes de vitamina D no soro da mae e as
concentragdes no colostro e no leite maduro.

Fui esclarecida de que minha colaboracdo se fard por meio de preenchimento de
guestiondrio estruturado, avaliacdo da pigmentacdo da pele e coleta de amostras de sangue e de
leite materno. As coletas de sangue (15 mL) serdo realizadas apds jejum de 8h, no terceiro
trimestre de gestacdo, por profissional treinado e capacitado. As amostras de colostro (10 mL) e de
leite maduro (10 mL) serdo coletadas pela manh3, por ordenha manual da mama ndo sugada apds
a ultima mamada. Todo o material utilizado para as coletas, processamento e armazenamento das
amostras de sangue e leite materno sera descartavel e estéril.

Fui informada sobre a possibilidade de desconforto ou constrangimento no momento do
preenchimento dos questionarios, bem como no momento da coleta de sangue e de leite materno,
porém sem colocar em risco a minha saude e a saude do bebé. Ao participar do projeto, eu estarei
contribuindo com informagdes sobre o estado de vitamina D materna de forma a auxiliar a adogao
de manejo nutricional adequado durante a gestacao.

As informagGes obtidas por questiondrio e andlises bioquimicas serdo mantidas em sigilo e
analisadas e divulgadas apenas como estatistica, ou seja, respostas individuais ndo constardo de
nenhum relatério. Entretanto, como voluntaria, receberei dos pesquisadores os resultados dos
exames em data pré-agendada.

A minha participagdo nesse estudo ndo é obrigatéria e ndo contempla qualquer
remuneracao. Poderei desistir da minha participacdo no projeto a qualquer momento, sem
qualquer constrangimento.

Fui informada que para maiores esclarecimentos, poderei contatar, antes e durante o
desenvolvimento da pesquisa, os pesquisadores Flavia Fioruci Bezerra ou Joana de Novais Pereira
através dos tel. (21)2334-0679 r. 227 ou (21)97565-8038, ou ainda o Comité de Etica em Pesquisa
do HUPE - (21) 2868-8253.

Rio de Janeiro, __ de de20 .
Assinatura da participante:
Nome legivel da participante:
Assinatura do pesquisador:
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APENDICE C - Material educativo

EQUIPE RESPONSAVEL PELO
PROJETO:

A satde do seu bebé Flévia Fioruci Bezerra - Coordenador

depende da sua saude. Joana de Novais Pereira
Por isso, vocé também Afex,am" Anasﬁ.do.Monteim da Silva VITAMINA D:
precisa de cuidado. Clerta s, Cliion] IMPORTANCIA NA SAUDE
Flévia dos Santos Barbosa Brito DA MAE E DO BEBE

Maria Eduarda Ledo Didgenes de Melo

Realizacdo:
(Y
Iratarn 1 hevm
Faga parte da pesquisa: e
“Prevaléncia da insuficiéncia de Apcio:

vitamina D materna e associag@o

com concentragdes de vitamina D no
leite humano Qr_ APERJ

Para ter um acompanhamento mais de CAPES

perto e conhecer como estio as

concentragdes de vitamina D no seu Para maiores esclarecimentos:

organismo e no seu leite, vocé poderd

participar voluntariamente deste projeto. (21} 575658038

Vitamina D
Qual é a importancia da vitamina D para a Como eu posso garantir o estoque adequado de Quais sdo as principais fontes de vitamina
minha satde e a do meu bebé? vitamina D no meu bebé apés o nascimento? D?
A vitamina D apresenta um papel funda- A manutencio dos teores de vitami A vitamina D pode ser p ida pelo nosso
mental para a saide materna e fetal. No D no organismo da mie durante 3 gestag3o & es- organismo, na pele, a partir da exposicio 3
organismo materno, a vitamina D & respon- sencial para a prevengZo da deficiéncia de vitami- luz solar. Por isso, os banhos de sol em
sdvel pela diminuigdo do risco de na D nos recém nascidos. Mas horérios seguros s80 muito importantes para
35 mes e seus bebés.

vimento de doengas 6sseas. Quando insufi- para manter os niveis adequa-

dos de. vitamina’D nat primel- A nutriggo também tem um papel
ros meses de vida, a crianga em fund na S0 dos . nivels
adequados de vitamina D, embora sua
e alérgicas. No organismo fetal, 2 vitamina presenca natural nos alimentos esteja
D participa do processo de formagio e ma- ia placentiria d restrita 20s peixes, ovos, leites e derivados.
nuteng3o dos ossos e dentes. 2 gravidez, da exposig3o a luz solar e da ingestdo

de vitamina D via |eite materno.

ciente esta vitamina vem sendo associada a

diversas condigdes de doenga, incluindo:
i i i iratori amamentagio exclusiva vai
depender, além do estoque

3 respi

Por que é importante a avaliagio da vita-

mina D durante a minha gestag3o? Porque eu merego especial ateng3o no contexto

. o2 o das i des da il iéncia de vitamina D

E durante os Ultimos meses de gestagdo que >

ocorre a maior transferéncia de vitamina D paa aminha sniet

da m3e para o feto através da placents, O risco de insuficiencia aumenta em situagdes de

sendo essz 2 principal fonte de vitamina D maior de vitamina D pelo org

do recém nascido durante os primeiros me- como & o caso dz gestagdo e lactacio. Estudos \
ses de vida. Por isso, a concentrag3o de vi- sugerem que durante 3 gestacio cerca de 75 a

tamina D no bebé vai depender, incizimen- 95% das gestantes apresentam niveis insuficien-

te, dos niveis de vitaminz D no sangue da tes de vi ina D, o i de

mae. crizngas com baixas reservas dessa vitamina.



101

APENDICE D - Parecer consubstanciado do CEP

“-; I HOSPITAL UNIVERSITARIO £ Plobaforma
¢ ‘ PEDRO ERNESTO/ UERJ asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Prevaléncia de insuficiéncia de vitamina D matema e associagio com concentragdes
de vitamina O no leite humano

Pesquisador: Flavia Fioruci Bezerra

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 56617516.5.0000.5259

Instituigio Proponente: Universidade do Estado do Rio de Janeiro - UERJ
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 1.702.634

Apresentagio do Projeto:
Continuago do Parecer: 1.598.920
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das boas praticas e apresentando todas dados necessarios para apreciagio éfica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Foram atendidas as consideragdes do Parecer anterior. O projeto pode ser realizado da fora como esta
apresentado. Diante do exposto e & luz da Resolugdo CNS n°466/2012, o projeto pode ser engquadrado na
categoria — APROVADO. Para ter acesso a0 PARECER CONSUBSTAMCIADO: Clicar na "LUPA"
(DETALHAR) - Ir em "DOCUMENTOS DO PROJETO DE PESQUISA ", clicar na op¢do da ramificagdo

{pegueno triangule no entrocamento do organcgrama) de pastas chamada — "Apreciagio”, & depois na
Pasta chamada "Pareceres”, o Parecer estard nesse local.

Consideragies Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislagdo vigente, o CEP recomenda ao Pesguisader: Comunicar toda & gualguer
alteragio do projeto e no termo de consentimento livre e esclarecido, para andlise das mudangas; Informar
imediatamente qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvalvimento da pesguisa; O Comité de
Etica solicita a V. 57, gue encaminhe relatorics parciais de andamento a cada 06 (seis) Meses da pesguisa
e ao término, encaminhe a esta comissde um sumdrio des resultados do projeto; Os dados individuais de

todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para possivel auditoria dos
argdos competentes.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Amuivo Fostagem Autor Situagao
Infermagdes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 25/08/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 620737 pdf 13:01:48
TCLE { Termos de | TCLE_medificado.pdf 25/08/2016 |Flavia Fioruci Aceito
Assentimento 13:01:07 |Bezerma
Justificativa de
Auséncia
Qutros declaracaoc_de_ciencia.pdf 120572016 | Joana de Movais Aceito

221348 [Pereira
Projeto Detalhado /| Projeto_detalhado_pdf 16022016 |Joana de Movais Aceito
Brochura 11:14:38 | Pereira
Investigador
Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 16022016 | Joana de Movais Aceito
11:13:35  [Pereira

Situagao do Parecer:
Aprovado
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APENDICE E - Sintaxe das analises do artigo 1

Table 1. General Characteristics of the study population

1) Ativacao do filtro de excluséo
USE ALL.
COMPUTE filter_$=(DBP_poli <= 2000 & PTH <=120).
VARIABLE LABELS filter_$ 'DBP_poli <= 2000 & PTH <=120 (FILTER)"
VALUE LABELS filter_$ 0 'Not Selected' 1 'Selected'".
FORMATS filter_$ (1.0).
FILTER BY filter_$.
EXECUTE.

2) Andlise descritiva das variaveis faixa etaria, idade gestacional, IMC pré gestacional,
nimero de gestacOGes anteriores, tipo de pele, habito de fumar, habito de beber,
atividade fisica regular, nivel educacional, estacdo do ano, concentracdo dos
biomarcadores e frequéncia de insuficiéncia de vitamina D.

FREQUENCIES VARIABLES=NumGest 3cat ITA 4cat Habito de fumar
Habito_de beber Atividades fisicas_na_gestacdo Escolaridade Estcao_coleta
VitaminaD_2cat IMC_3cat

/ORDER=ANALYSIS.

DESCRIPTIVES VARIABLES= Idade_anos Duracdo _da gestacdo VitaminaD total PTH
DBP_poli VD_livre_poli VD_bio_poli Albumina
ISTATISTICS=MEAN STDDEV MIN MAX.

Table 2. Concentrations of biochemical measures by category

1) Ativacéo do filtro de excluséo
USE ALL.
COMPUTE filter_$=(DBP_poli <= 2000 & PTH <=120).
VARIABLE LABELS filter_$ 'DBP_poli <= 2000 & PTH <=120 (FILTER)".
VALUE LABELS filter_$ 0 'Not Selected' 1 'Selected'".
FORMATS filter_$ (f1.0).
FILTER BY filter_$.
EXECUTE.

2) Meédias dos biomarcadores de vitamina D em fun¢éo das categorias das variaveis idade
gestacional, IMC pré-gestacional, tipo de pele, nimero de gestacdes anteriores, habito
de fumar, habito de beber, atividade fisica regular, nivel educacional, ganho de peso,
estacdo do ano.



ONEWAY VitaminaD_total DBP_poli

VD_bio_poli VD_bio_mono3 BY
Semana_gest_3cat

ISTATISTICS DESCRIPTIVES
IMISSING ANALYSIS
/POSTHOC=LSD ALPHA(0.05).

ONEWAY VitaminaD_total DBP_poli

VD_bio_poli VD_bio_mono3 BY
IMC_3cat

ISTATISTICS DESCRIPTIVES
IMISSING ANALYSIS
/POSTHOC=LSD ALPHA(0.05).

ONEWAY VitaminaD_total DBP_poli

VD_bio_poli VD_bio_mono3 BY
ITA 4cat

ISTATISTICS DESCRIPTIVES

IMISSING ANALYSIS

/POSTHOC=LSD ALPHA(0.05).

ONEWAY VitaminaD_total DBP_poli

VD _bio_poli VD_bio_mono3 BY
NumGest_3cat

ISTATISTICS DESCRIPTIVES
IMISSING ANALYSIS
/POSTHOC=LSD ALPHA(0.05).

ONEWAY VitaminaD_total DBP_poli

VD _bio_poli VD_bio_mono3 BY
Ganho_peso_2cat

ISTATISTICS DESCRIPTIVES
IMISSING ANALYSIS
/POSTHOC=LSD ALPHA(0.05).

ONEWAY VitaminaD_total DBP_poli

VD_bio_poli VD_bio_mono3 BY
Habito_de_fumar

ISTATISTICS DESCRIPTIVES
IMISSING ANALYSIS
/POSTHOC=LSD ALPHA(0.05).

ONEWAY VitaminaD_total DBP_poli

VD_bio_poli VD_bio_mono3 BY
Habito_de_beber

ISTATISTICS DESCRIPTIVES
IMISSING ANALYSIS
/POSTHOC=LSD ALPHA(0.05).
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ONEWAY VitaminaD_total DBP_poli DBP_mono3 VD_livre poli VD_livre_mono3
VD_bio_poli VD_bio_mono3 BY

Atividades_fisicas_na_gestacdo

ISTATISTICS DESCRIPTIVES

IMISSING ANALYSIS

/POSTHOC=LSD ALPHA(0.05).

ONEWAY VitaminaD_total DBP_poli DBP_mono3 VD_livre poli VD_livre_mono3
VD_bio_poli VD_bio_mono3 BY

Escolaridade

ISTATISTICS DESCRIPTIVES

IMISSING ANALYSIS

/POSTHOC=LSD ALPHA(0.05).

Figure 1. Association between 25(OH)Ds and DBP and albumin. (A) positive correlation
between 25(OH)Ds and albumin, (B) positive correlation between 25(OH)Ds and DBP.

1) Ativacdo do filtro de excluséo

USE ALL.

COMPUTE filter_$=(DBP_poli <= 2000 & PTH <=120).

VARIABLE LABELS filter_$ 'DBP_poli <= 2000 & PTH <=120 (FILTER)".
VALUE LABELS filter_$ 0 'Not Selected' 1 'Selected'.

FORMATS filter_$ (f1.0).

FILTER BY filter_$.

EXECUTE.

CORRELATIONS

/VARIABLES=VitaminaD_total DBP_poli DBP_mono3 PTH VD_livre_poli VD_bio_poli
VD _livre_mono3

VD_bio_mono3 Albumina Ganho_peso_gestacional ganho_peso_semanal IMC_gestacional
Idade_anos

ITA_constitutivo SEImao SEltesta Duracdo_da_gestacdo GestacOes_anteriores
/PRINT=TWOTAIL NOSIG

IMISSING=PAIRWISE.

Table 3. Linear regression data of variables predicting 25(OH)Ds, DBP, PTH, free
25(OH)Ds and bioavailable 25(OH)Ds concentrations

1) Ativacéo do filtro de excluséo
USE ALL.
COMPUTE filter_$=(DBP_poli <= 2000 & PTH <=120).
VARIABLE LABELS filter_$ 'DBP_poli <= 2000 & PTH <=120 (FILTER)".
VALUE LABELS filter_$ 0 'Not Selected' 1 'Selected'".
FORMATS filter_$ (f1.0).
FILTER BY filter_$.
EXECUTE.
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Modelo de regressdo multivariada considerando a 25(OH)Ds como variavel
dependente, ganho de peso gestacional, IMC pré gestacional, idade materna, ITA, SEI,
semana gestacional, numero de gestacBes anteriores, estacdo do ano e nivel de
escolaridade como variaveis independentes.

REGRESSION

IMISSING LISTWISE

ISTATISTICS COEFF OUTS CI(95) R ANOVA

/ICRITERIA=PIN(.05) POUT(.10)

/NOORIGIN

/DEPENDENT VitaminaD_nmol

/IMETHOD=ENTER  Ganho_peso_gestacional IMC_gestacional Idade_anos
ITA constitutivo SEImao

Duracdo_da_gestacdo  GestagOes_anteriores  verao_dummy  primavera_dummy
outono_dummy inverno_dummy complfund_dummy complhigh_dummy.

Modelo de regressdo multivariada considerando a DBP como variavel dependente,
ganho de peso gestacional, IMC pré gestacional, idade materna, ITA, SEI, semana
gestacional, numero de gestacfes anteriores, estacdo do ano e nivel de escolaridade
como variveis independentes.

REGRESSION

IMISSING LISTWISE

ISTATISTICS COEFF OUTS CI(95) R ANOVA

/CRITERIA=PIN(.05) POUT(.10)

/INOORIGIN

/DEPENDENT DBP_poli

/IMETHOD=ENTER  Ganho_peso_gestacional IMC_gestacional Idade_anos
ITA_constitutivo SEImao

Duracdo_da gestacdo  GestacOes_anteriores  verao_dummy  primavera_dummy
outono_dummy inverno_dummy complfund_dummy complhigh_dummy.

Modelo de regressdo multivariada considerando o PTH como variavel dependente,
ganho de peso gestacional, IMC pré gestacional, idade materna, ITA, SEI, semana
gestacional, numero de gestacdes anteriores, estacdo do ano e nivel de escolaridade
como variaveis independentes.

REGRESSION

IMISSING LISTWISE

ISTATISTICS COEFF OUTS CI(95) R ANOVA

/ICRITERIA=PIN(.05) POUT(.10)

/NOORIGIN

/DEPENDENT PTH

IMETHOD=ENTER  Ganho_peso_gestacional IMC_gestacional Idade_anos
ITA_constitutivo SEImao

Duragdo_da_gestacdo  GestagOes_anteriores  verao_dummy  primavera_dummy
outono_dummy inverno_dummy complfund_dummy complhigh_dummy.
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Modelo de regressdo multivariada considerando a 25(OH)Ds livre como variavel
dependente, ganho de peso gestacional, IMC pré gestacional, idade materna, ITA, SEI,
semana gestacional, numero de gestacBes anteriores, estacdo do ano e nivel de
escolaridade como variaveis independentes.

REGRESSION

IMISSING LISTWISE

ISTATISTICS COEFF OUTS CI(95) R ANOVA

/ICRITERIA=PIN(.05) POUT(.10)

/NOORIGIN

/DEPENDENT VD _livre_poli

/IMETHOD=ENTER  Ganho_peso_gestacional IMC_gestacional Idade_anos
ITA constitutivo SEImao

Duracdo_da_gestacdo  GestagOes_anteriores  verao_dummy  primavera_dummy
outono_dummy inverno_dummy complfund_dummy complhigh_dummy.

Modelo de regressdo multivariada considerando a 25(OH)Ds biodisponivel como
variavel dependente, ganho de peso gestacional, IMC pré gestacional, idade materna,
ITA, SEI, semana gestacional, nimero de gestacdes anteriores, estacdo do ano e nivel
de escolaridade como variaveis independentes.

REGRESSION

IMISSING LISTWISE

ISTATISTICS COEFF OUTS CI(95) R ANOVA

/ICRITERIA=PIN(.05) POUT(.10)

/NOORIGIN

/DEPENDENT VD_bio_poli

/IMETHOD=ENTER  Ganho_peso_gestacional IMC_gestacional Idade_anos
ITA constitutivo SEImao

Duracdo_da_gestacdo  GestagOes_anteriores  verao_dummy  primavera_dummy
outono_dummy inverno_dummy complfund_dummy complhigh_dummy.
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APENDICE F - Sintaxe das anélises do artigo 2

Tabela 1. Caracteristicas gerais da populagdo estudada.

1) Ativacao do filtro de excluséo
USE ALL.
COMPUTE filter_$=(DBP_poli <= 2000 & PTH <=120).
VARIABLE LABELS filter_$ 'DBP_poli <= 2000 & PTH <=120 (FILTER)"
VALUE LABELS filter_$ 0 'Not Selected' 1 'Selected'".
FORMATS filter_$ (f1.0).
FILTER BY filter_$.
EXECUTE.

2) Andlise descritiva das variaveis faixa etaria, idade gestacional, IMC pré gestacional,
nimero de gestacOGes anteriores, tipo de pele, habito de fumar, habito de beber,
atividade fisica regular, nivel educacional, estacdo do ano, concentracdo dos
biomarcadores e frequéncia de insuficiéncia de vitamina D

FREQUENCIES VARIABLES=NumGest_3cat ITA 4cat Habito_de_fumar
Habito_de_beber Atividades_fisicas_na_gestacdo Escolaridade
Estcao_coleta VitaminaD_2cat IMC_3cat

/ORDER=ANALYSIS.

DESCRIPTIVES VARIABLES= Idade_anos Duracdo_da gestacdo VitaminaD _total
PTH DBP_poli VD _livre_poli VD_bio_poli Albumina
ISTATISTICS=MEAN STDDEV MIN MAX.

Tabela 2. Frequéncias dos gendétipos na populagado investigada.

1) Ativacéo do filtro de excluséo
USE ALL.
COMPUTE filter_$=(DBP_poli <= 2000 & PTH <=120).
VARIABLE LABELS filter_$ 'DBP_poli <= 2000 & PTH <=120 (FILTER)".
VALUE LABELS filter_$ 0 'Not Selected' 1 'Selected'.
FORMATS filter_$ (f1.0).
FILTER BY filter_$.
EXECUTE.

2) Andlise de frequéncia dos diferentes genétipos para dos SNPs rs2282679, rs4588 e
rs7041.

FREQUENCIES VARIABLES=rs2282679 3cat RS7041 3cat RS4588_3cat

/ORDER=ANALYSIS.

Tabela 3. Frequéncias dos genotipos em fungdo do estado de vitamina D.

1) Ativacdo do filtro de excluséo
USE ALL.
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COMPUTE filter_$=(DBP_poli <= 2000 & PTH <= 120).

VARIABLE LABELS filter_$ 'DBP_poli <= 2000 & PTH <=120 (FILTER)"
VALUE LABELS filter_$ 0 'Not Selected' 1 'Selected'".

FORMATS filter_$ (f1.0).

FILTER BY filter_$.

EXECUTE.

CROSSTABS

ITABLES=VitaminaD_2cat BY rs2282679_3cat
/I[FORMAT=AVALUE TABLES
ISTATISTICS=CHISQ

/CELLS=COUNT

/COUNT ROUND CELL.

CROSSTABS

ITABLES=VitaminaD_2cat BY rs2282679 3cat
/IFORMAT=AVALUE TABLES
ISTATISTICS=CHISQ

/CELLS=COUNT ROW

/COUNT ROUND CELL.

CROSSTABS

ITABLES=VitaminaD_2cat BY RS7041 3cat
/[FORMAT=AVALUE TABLES
ISTATISTICS=CHISQ

/CELLS=COUNT ROW

/COUNT ROUND CELL.

CROSSTABS

ITABLES=VitaminaD_2cat BY RS4588 3cat
/[FORMAT=AVALUE TABLES
ISTATISTICS=CHISQ

/CELLS=COUNT ROW

/COUNT ROUND CELL.

Tabela 4. Concentragdo dos biomarcadores de vitamina D por categoria de gendtipos
dos SNPs.

1) Ativacéo do filtro de excluséo
USE ALL.
COMPUTE filter_$=(DBP_poli <= 2000 & PTH <=120).
VARIABLE LABELS filter_$ 'DBP_poli <= 2000 & PTH <= 120 (FILTER)".
VALUE LABELS filter_$ 0 'Not Selected' 1 'Selected'".
FORMATS filter_$ (f1.0).
FILTER BY filter_$.
EXECUTE.
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Médias dos biomarcadores de vitamina D em funcdo das categorias dos diferentes
genotipos dos SNPs ajustadas pela estacdo do ano, idade gestacional e IMC pré-
gestacional.

GLM DBP_poli VitaminaD_nmol VD _livre_poli VD_bio_poli PTH BY
rs2282679 3cat WITH Estcao_coleta Duracdo_da_gestacdo IMC_gestacional
IMETHOD=SSTYPE(3)

/INTERCEPT=INCLUDE

[EMMEANS=TABLES(rs2282679_3cat) WITH(Estcao_coleta=MEAN
Duracdo_da_gestacdo=MEAN IMC_gestacional=MEAN) COMPARE ADJ(LSD)
/ICRITERIA=ALPHA(.05)

/IDESIGN=Estcao_coleta rs2282679 3cat.

GLM DBP_poli VitaminaD_nmol VD _livre_poli VD_bio_poli PTH BY RS7041 3cat
WITH Estcao_coleta Duracdo_da_gestacdo IMC_gestacional
IMETHOD=SSTYPE(3)

/INTERCEPT=INCLUDE

/EMMEANS=TABLES(RS7041_3cat) WITH(Est¢ao_coleta=MEAN
Duragdo_da_gestacdo=MEAN IMC_gestacional=MEAN) COMPARE ADJ(LSD)
/ICRITERIA=ALPHA(.05)

/IDESIGN=Est¢ao_coleta RS7041_3cat.

GLM DBP_poli VitaminaD_nmol VD _livre_poli VD_bio_poli PTHBY RS4588_ 3cat
WITH Estcao_coleta Duracdo_da_gestacdo IMC_gestacional
IMETHOD=SSTYPE(3)

/INTERCEPT=INCLUDE

/EMMEANS=TABLES(RS4588_3cat) WITH(Estcao_coleta=MEAN
Duragdo_da_gestacdo=MEAN IMC_gestacional=MEAN) COMPARE ADJ(LSD)
/ICRITERIA=ALPHA(.05)

/IDESIGN=Estcao_coleta RS4588 3cat.

Tabela 5. Associacdo entre os biomarcadores de estado de vitamina D e 0s gen6tipos dos
SNPs investigados.

1)

2)

Ativacao do filtro de exclusao

USE ALL.

COMPUTE filter_$=(DBP_poli <= 2000 & PTH <=120).

VARIABLE LABELS filter_$'DBP_poli <= 2000 & PTH <=120 (FILTER)".
VALUE LABELS filter_$ 0 'Not Selected' 1 'Selected'".

FORMATS filter_$ (f1.0).

FILTER BY filter_$.

EXECUTE.

Modelo de regressdo multivariada considerando a 25(OH)Ds como variavel
dependente, genotipos dos SNPs, estacdo do ano, idade gestacional e IMC pré
gestacional como variaveis independentes.

REGRESSION
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/IMISSING LISTWISE

ISTATISTICS COEFF OUTS CI(95) R ANOVA

/ICRITERIA=PIN(.05) POUT(.10)

/NOORIGIN

/DEPENDENT VitaminaD_nmol

/IMETHOD=ENTER IMC_gestacional Duracdo_da_gestacdo verao_dummy
primavera_dummy outono_dummy inverno_dummy rs2282_GGdummy
rs2282_TTdummy rs2282 _GTdummy

rs7041_AAdummy rs7041 CCdummy rs7041_ACdummy rs4588 GGdummy
rs4588 TTdummy rs4588_GTdummy.

Modelo de regressdo multivariada considerando a DBP como variavel dependente,
genotipos dos SNPs, estacdo do ano, idade gestacional e IMC pré gestacional como
variaveis independentes.

REGRESSION

IMISSING LISTWISE

ISTATISTICS COEFF OUTS CI(95) R ANOVA

CRITERIA=PIN(.05) POUT(.10)

/NOORIGIN

/DEPENDENT DBP_poli

/IMETHOD=ENTER IMC_gestacional Duracdo_da_gestacdo verao_dummy
primavera_dummy outono_dummy inverno_dummy rs2282_GGdummy
rs2282_TTdummy rs2282 _GTdummy

rs7041_AAdummy rs7041_CCdummy rs7041_ACdummy rs4588 GGdummy
rs4588 TTdummy rs4588 GTdummy.

Modelo de regressdao multivariada considerando a 25(OH)ps livre como variavel
dependente, genétipos dos SNPs, estacdo do ano, idade gestacional e IMC pré
gestacional como variaveis independentes.

REGRESSION

IMISSING LISTWISE

ISTATISTICS COEFF OUTS CI(95) R ANOVA

/ICRITERIA=PIN(.05) POUT(.10)

/NOORIGIN

/DEPENDENT VD _livre_poli

/IMETHOD=ENTER IMC_gestacional  Duracdo_da_gestagdo  verao_dummy
primavera_dummy outono_dummy inverno_dummy rs2282_GGdummy
rs2282_TTdummy rs2282_GTdummy

rs7041_AAdummy rs7041_CCdummy rs7041_ACdummy  rs4588 GGdummy
rs4588 TTdummy rs4588 GTdummy.

Modelo de regressdo multivariada considerando a 25(OH)ps biodisponivel como
variavel dependente, genotipos dos SNPs, estacdo do ano, idade gestacional e IMC pré
gestacional como variaveis independentes.
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REGRESSION

/IMISSING LISTWISE

ISTATISTICS COEFF OUTS CI(95) R ANOVA

/ICRITERIA=PIN(.05) POUT(.10)

/NOORIGIN

/DEPENDENT VD_bio_poli

/IMETHOD=ENTER IMC_gestacional Duracdo_da_gestagdo verao_dummy
primavera_dummy outono_dummy inverno_dummy rs2282_GGdummy
rs2282_TTdummy rs2282 _GTdummy

rs7041_AAdummy rs7041 CCdummy rs7041_ACdummy rs4588 GGdummy
rs4588 TTdummy rs4588 GTdummy.

6) Modelo de regressdo multivariada considerando o PTH como variavel dependente,
genotipos dos SNPs, estacdo do ano, idade gestacional e IMC pré-gestacional como
variaveis independentes.

REGRESSION
IMISSING LISTWISE
ISTATISTICS COEFF OUTS CI(95) R ANOVA
/ICRITERIA=PIN(.05) POUT(.10)
/NOORIGIN
/DEPENDENT PTH
/IMETHOD=ENTER IMC_gestacional Duracdo_da_gestacdo verao_dummy
primavera_dummy outono_dummy inverno_dummy rs2282_GGdummy
rs2282_TTdummy rs2282_GTdummy
rs7041_AAdummy rs7041 CCdummy rs7041_ACdummy rs4588 GGdummy
rs4588 TTdummy rs4588 GTdummy.



