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Resumo

Objetivo: Varios estudos evidenciam uma elevada prevaléncia da deficiéncia de vitamina D,
incluindo mulheres em idade fértil e gravidas. Podem, pois, existir, repercussoes no sucesso
reprodutivo, ndo s6 promovendo infertilidade, como aumentando as complicacdes na gravidez
e condicionando a salde do novo ser. Perspetivando um estudo prospetivo na Unidade de
Medicina da Reproducao (UMR) do Centro Hospitalar Cova da Beira para avaliar a relacao da
reserva de vitamina D com os resultados da procriacdo medicamente assistida (PMA),
promoveu-se uma revisao sistematizada da literatura sobre a relacao entre o status daquela e

a capacidade de se alcancar gravidez clinica, espontaneamente ou com auxilio médico.

Métodos: Foi realizada pesquisa bibliografica nas bases de dados B-on; BioMed Central;
Cochrane; Medscape; Embase; Google Scholar; PubMed; Repositorio Cientifico de Acesso
Aberto de Portugal e SciELO - Scientific Electronic Library Online utilizando como equacdes de
pesquisa as seguintes combinacdes: “vitamin D” AND “IVF”; AND “ART”; AND “uterine
insemination”; AND “reproduction”; AND “fertility”. Definiram-se como avaliaveis apenas os
estudos que analisavam a correlacao entre os niveis séricos de vitamina D e/ou presenca do

recetor da vitamina D e a obtencao de gravidez clinica.

Resultados e discussao: De 6139 artigos identificados, apenas dez eram avaliaveis, oito
observacionais e dois interventivos. Apenas um deles foi realizado em animais. Dos oito
estudos observacionais analisados, quatro encontraram uma correlacao positiva significativa
entre os niveis de vitamina D e o sucesso reprodutivo, um deles associou niveis elevados de
vitamina D com resultados mais desfavoraveis e outros trés nao encontraram associacdo. Nos
dois estudos que procederam a suplementacao com vitamina D verificou-se existir um impacto
positivo no sucesso reprodutivo, embora nao tenha sido estatisticamente significativo. De
uma maneira geral, nos estudos em que foram avaliados os niveis de vitamina D, maior parte

das mulheres apresentava valores inferiores aos normais.

Conclusdo: A avaliacdo dos niveis séricos de vitamina D e a correcao da sua deficiéncia
devem ser considerados no contexto da infertilidade humana e da procriacao medicamente
assistida, pois podem melhorar a sua eficacia. A revisao efetuada nao é conclusiva e justifica
um projeto especifico a realizar na Unidade de Medicina da Reproducéo do Centro Hospitalar

da Cova da Beira.

Palavras-chave

vitamina D, 25(0OH)D, infertilidade, fertilizacao in vitro, liquido folicular.
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Abstract

Objective: Several studies have shown a high prevalence of vitamin D deficiency, including
women of childbearing age and during pregnancy. This fact may have an impact on
reproductive success, not only because it may increase infertility, as well as complications in
pregnancy and in the future health of the new being. Looking ahead to a prospective study in
Reproductive Medicine Unit (UMR) of Cova da Beira Hospital Centre to assess the relationship
of the vitamin D with the results of medically assisted procreation (MAP), we have promoted a
systematic review of the literature on the relationship between vitamin D status and the

ability to achieve clinical pregnancy, spontaneously or with medical assistance.

Methods: Bibliographical searches were performed in the databases B-on; BioMedCentral;
Cochrane; Medscape; Embase; Google Scholar; PubMed; Scientific Open Access Repository of
Portugal and SciELO - Scientific Electronic Library Online equations using as search the
following combinations: "vitamin D" AND " IVF" AND "ART"; AND "uterine insemination”; AND
"reproduction”; AND "fertility". Were defined as evaluable only the studies that analyzed the
correlation between serum vitamin D and/or presence of the vitamin D receptor and

obtaining clinical pregnancy.

Results and Discussion: Of 6139 articles identified, only ten were evaluable eight
observational and two interventional. Only one of them was carried out in animals. Of the
eight observational studies analyzed three found a significant positive correlation between
vitamin D levels and reproductive success, one associated high levels of vitamin D with less
favorable results and three others found no association. In the two studies carried
supplementation with vitamin D was found to be a positive impact on reproductive success,
although it was not statistically significant. In general, the studies on the levels of vitamin D,

most women have been assessed lower than normal values.

Conclusion: The analysis of vitamin D levels and their respective adjustment, presents itself
as a parameter to be considered in the context of human infertility and medically assisted
procreation, which may contribute to the improvement of its results. This revision is not
conclusive and justifies a specific project to be held in Reproduction Medicine Unit (UMR) of

Cova da Beira Hospital Centre.

Keywords
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1 - Introducao

A vitamina D nao é uma “vitamina”, no verdadeiro sentido da palavra, visto que a sua
principal fonte € a sintese cutanea(1), ou seja ndao tem como origem exclusiva a dieta(2)
(menos de 10% provem dessa via(1)). Melhor se define como sendo uma preprohormona

esteroide (secosteroide).

1.1 - Metabolismo da Vitamina D

Sob o mesmo termo vitamina D se incluem D, ou ergocalciferol e a D; ou colecalciferol(1). A
maior parte do seu conteldo (cerca de 95%) no organismo humano corresponde a vitamina D;
que provém maioritariamente da sua sintese na pele por acdo da radiacao ultravioleta(3).
Esta converte a provitamina D; em pré-vitamina D; que sofre isomerizacdo para
colecalciferol. Este, por sua vez, é transportado para o figado, onde é transformado em 25-
hidroxivitamina D; (25(0OH)Ds3), ou calcidiol(1). Posteriormente € convertida na sua forma
ativa (1,25-dihidroxicolecalciferol - 1,25(0H),D; - calcitriol, responsavel pela maioria das
acoes biologicas da vitamina D) pela enzima 1a-hidroxilase (CYP27B1), presente sobretudo
nos rins, mas também noutros locais, como na placenta e no endotélio(4). De fato, o calcitriol
também é sintetizado nas células-alvo ou adjacentes, para atuar de uma forma autdcrina ou
paracrina, respetivamente(5), tendo sido descobertos recetores de vitamina D (VDR) e 1a-

hidroxilase em varios tecidos, incluindo o eixo reprodutivo feminino (6).

1.2 - Niveis Séricos e Dose Diaria Recomendada da Vitamina D

E consensual que os niveis séricos de 25(0H)D sdo considerados os mais apropriados para
definir o conteldo em vitamina D(7). Esta é a forma predominante de armazenamento da
vitamina D no corpo humano, com niveis cerca de mil vezes superiores aos da 1,25(0H),D,
que circula em concentracdes muito baixas, referidas a picogramas(8). Tem semivida mais
longa e niveis mais estaveis, sendo assim considerado o melhor indicador da quantidade de

vitamina D no organismo(1).

Pelo contrario, a definicdo de niveis plasmaticos de vitamina D considerados adequados bem
como a dose diaria recomendada (DDR) sao alvo ainda de grande debate, essencialmente pela
enorme variedade de funcdes na salde que lhe estdo associadas. Também a variabilidade
individual dos seus efeitos funcionais e a grande interligacdo entre os papéis do calcio e da
vitamina D criam dificuldades na respetiva individualizacao de efeitos(9). Apesar das
divergéncias, sao varios os especialistas que concordam haver deficiéncia de vitamina D se os
valores séricos de 25(0OH)D forem inferiores a 20ng/ml(50nmol/L), sendo insuficientes entre
21-29ng/ml e adequados os superiores a 30ng/ml(75nmol/L)(10, 11). Estas recomendacdes
estao baseadas, essencialmente, nos efeitos extradsseos da vitamina, embora estes ainda nao

tenham sido estandardizados(12), diferentemente do que se passa, por exemplo, com a
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absorcao de calcio(13). Ora, nos ultimos anos, o critério para definir o quantitativo ideal da
vitamina D tem deixado de ser a concentracao de 25(0OH)D necessaria para atingir uma boa
qualidade o6ssea para passar a ser aquela que beneficia a salde no geral(9), com um limiar
que sendo superior, pode ser benéfico para varias doencas suscetiveis a vitamina D(12).
Apesar disso, existem poucos dados relativamente aos efeitos dos limites superiores de
25(0H)D, particularmente no que diz respeito a niveis cronicamente elevados, como por
exemplo >75nmol/l(14), pelo que é prudente incluir uma margem de seguranca nas

recomendacoes(7).

1.3 - Prevaléncia da caréncia de Vitamina D

Estudando a prevaléncia da caréncia da vitamina D na Europa, Johnson et al(20) detetaram
em gravidas e jovens, niveis de 25(0H)D inferiores a 20ng/mL (deficiéncia) ou entre 20 e
32ng/mL (insuficiéncia) em 97% das afroamericanas, 81% das hispanicas, e 67% das
caucasianas. No geral, 82% das mulheres apresentavam niveis inferiores a 32ng/mL(80ng/mL),
com maior prevaléncia nas negras. Efetivamente, o aumento da pigmentacao da pele diminui
a sua producdo de vitamina D(21), podendo ser necessaria uma exposicao solar cinco vezes

superior nos individuos de raca negra, para se atingirem valores normais(22).

Sao varios os fatores que contribuem para esta “epidemia” de caréncia, como o receio dos

efeitos adversos da exposicdo solar e aumento da prevaléncia da obesidade

1.4 - Acbes Fisioldgicas da Vitamina D

0 papel da vitamina D no metabolismo do calcio e na salde 6ssea é indiscutivel, mas também
se lhe atribuem funcdes em diversos processos celulares vitais, como a sua diferenciacao,
proliferacdo e modulacdo metabdlica(13). A importancia da 1,25(0H);,D como modulador
pleiotropico das funcdes de varios tecidos € fortalecida pela presenca de biomarcadores seus
em diferentes locais. Por exemplo, o seu recetor (VDR), a partir do qual se concretizam as

suas acOes bioldgicas, encontra-se presente em quase todo o tipo de células e tecidos(23).

A 25(0OH)D parece ainda desempenhar um importante papel na tolerancia a glicose através
dos seus efeitos na secrecao de insulina e na sensibilidade a esta hormona(24), discutindo-se
se é a obesidade que promove baixos niveis de vitamina D ou se, inversamente, sdo estes que
contribuem para aquela(25). Na verdade, existe evidéncia de que baixos niveis de vitamina D
se associam a obesidade(26), possivelmente devido a sequestracao no tecido adiposo desta
vitamina lipossolivel(27), mas também de que baixos niveis de ingestao de vitamina D sao um

preditor independente da mesma(28).

Evidenciou-se também o papel da vitamina D nas doencas autoimunes(29), atuando quer no
sistema imune inato quer no adaptativo(1). Contudo, a translacao desses achados para a

pratica clinica, incluindo os estudos interventivos na mulher gravida, nao tem ocorrido como



Correlacao entre a Vitamina D e o Sucesso Reprodutivo

desejado(1). O possivel papel da vitamina D no sistema imune intensifica a necessidade da
definicdao do nivel adequado de vitamina D durante a gravidez. Além disso admite-se existir
um papel no desenvolvimento fetal, periodo de imensa proliferacdo e diferenciacao

celulares(14).

1.5 - Acbes da Vitamina D na Gravidez e na Reproducao

Apesar do crescente numero de investigacdes na Ultima década(13) acerca do papel
fisioldgico da vitamina D em varios estadios da funcdo reprodutiva, tanto feminina, como

masculina, os resultados sao ainda escassos.

Na reproducdo, a importancia da vitamina D foi inicialmente demonstrada em experiéncias
com ratos, nas quais animais com baixos niveis tiveram ninhadas mais pequenas. Apesar de se
ter concluido que a vitamina D e seus metabolitos ndo eram imprescindiveis para a
reproducdo e para o desenvolvimento fetal detetou-se, com o seu défice, uma diminuicao de
75% da capacidade reprodutiva. Verificou-se, também, um aumento de outras complicacdes,
como a diminuicdo do tamanho neonatal(30). Esses efeitos sao idénticos aos que ocorrem
tanto em ratas sem VDR, como sem 1a-hidroxilase que, embora concebam, o fazem
raramente e apresentam também hipoplasia uterina, foliculogénese comprometida,
anovulacdo e auséncia do corpo liteo(31, 32). O tamanho reduzido da ninhada nas maes sem
VDR parece ocorrer precocemente durante a gestacao, no periodo entre a fertilizacdo e o
desenvolvimento do embriao, dada a auséncia de diferenca no nimero de sacos reabsorvidos
ou embrides mortos existente entre as maes de fenotipo normal e as sem VDR(33). No mesmo
estudo(33), observou-se que em ratos mutantes sem VDR, a ingestdao de dietas com alto teor
de calcio restabelece a fertilidade e aumenta a taxa de concecdo mas nao normaliza o
numero ou o peso de fetos viaveis, concluindo-se que a infertilidade é afetada nao apenas

pela deficiéncia de 1,25(0H),D, como pela hipocalcémia.

Por outro lado, foi demonstrado que tanto ratos knockout para 1a-hidroxilase como para o
VDR apresentam também hipogonadismo hipergonadotréfico, com niveis aumentados de LH e
FSH e reduzidos de estrogénio e progesterona(34), apresentando, pelo menos nos do primeiro
grupo, ovarios nao responsivos a niveis elevados de gonadotrofinas. Estes defeitos, em grande
parte relacionados com a funcdo do eixo hipotalamo-hipofise-ovario, foram prevenidos com
uma dieta rica em calcio, fosforo e lactose levando a concluir que a infertilidade observada
nos ratos com défice de 1,25(0H),D seja um efeito indireto mediado pelo calcio e fésforo

extracelular(35).

Mais ainda, ratos sem VDR apresentaram diminuicao da atividade da aromatase P450 (a
enzima chave para a sintese do estradiol) no ovario, testiculos e epididimo, por supressao do
gene que a codifica, o CYP19(34). Adicionalmente, a suplementacdo de estrogénio aumenta o

peso uterino das ratas sem VDR(32), bem como previne as anomalias histologicas nas gonadas
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de ambos os sexos(34), revelando a existéncia de um estado de deficiéncia de estradiol e
indicando que a vitamina D tem um papel importante na producao estrogénica do ovario(36).
Para além disso, em tecidos ovaricos humanos a 1,25(0H),D aumentou a producdo de

progesterona em 13%, de estradiol em 9% e estrona em 21%(37).

No estudo realizado por Kinuta et al(34), a suplementacao de calcio em ratos sem VDR
aumentou em 60% a atividade da aromatase e corrigiu embora apenas parcialmente o
hipogonadismo, sem reversdao da anormalidade endocrinologica, sugerindo que a 1,25(0H),D é
essencial para o completo funcionamento das gonadas. Apesar disso, esses ratos
suplementados com calcio sdo férteis(34), podendo explicar porque outros ratos sem VDR
permanecem férteis(34). A acdo da vitamina D na biossintese de estrogénio é parcialmente
explicada pela manutencdo da homeostase do calcio, embora uma regulacao direta do gene
da aromatase nao possa ser negligenciada(34), tendo sido identificados VDRs em zonas

reguladores do gene CYP19(38).

O VDR é também expresso nas células espermaticas humanas e a concentracao de 1,25(0H),D
pode afetar tanto a sobrevivéncia dos espermatozoides como a sua maturagdo(39). Por
exemplo, a taxa de inseminacdo de femeas com sémen de machos com deficiéncia de
vitamina D é de 73%, valor que sobe para 90% se o forem de machos repletos de vitamina
D(40).

Foi ainda demonstrado que a vitamina D regula a expressao da hormona anti-Mulleriana nas

células da granulosa e, subsequentemente, a selecao folicular(41).

Ja o estudo de Chavarro et al nao encontrou associacao entre a infertilidade anovulatoria e a
deficiéncia de vitamina D, défice de calcio ou de fasforo, ainda que nao tenha excluido essa
possibilidade(42). Porém, num estudo de 2012 de Ott e co., tanto o indice de massa corporal
(IMC) como a deficiéncia de 25(0OH)D foram preditivos, de modo independente, do
desenvolvimento folicular e de gravidez em mulheres anovulatérias com sindrome de ovarios
policisticos (SOP) submetidas a estimulacdo com citrato de clomifeno(43). Esta é caraterizada
nao so6 por sintomas hiperandrogénicos como hirsutismo, acne e/ou alopecia, irregularidade
menstrual e ovarios policisticos, como é comum a resisténcia a insulina(45), parecendo a
deficiéncia de vitamina D estar envolvida na patogénese desta e da sindrome metabdlica a ela
associada(46). De fato, verifica-se que a deficiéncia deste nutriente é frequente na SOP(44),
a causa mais comum de infertilidade anovulatoéria(25). Outros estudos tém examinado os
efeitos da suplementacao com vitamina D na funcao reprodutiva e mulheres com SOP, tendo

sido demonstrada uma melhoria significativa na mesma(47).

Por outro lado, a insuficiente capacidade de eliminacao dos fragmentos endometriais que
refluem para dentro do peritoneu pélvico durante a menstruacdo, tem sido sugerida como

fator permissor do desenvolvimento da endometriose(48), uma das causas de infertilidade,



Correlacao entre a Vitamina D e o Sucesso Reprodutivo

podendo a vitamina D, através as suas propriedades imunomoduladoras(49), ter um

importante papel no desenvolvimento e manutencao desta patologia(50).

Estudos demonstraram, também, que o calcitriol regula a expressiao do homeobox A10 nas
células do estroma endometrial(51). A expressao deste gene ¢é importante para o
desenvolvimento do Utero e essencial para o desenvolvimento do endométrio, sendo
necessario para a normal decidualizacao, recetividade uterina e implantacao(52), podendo as
interferéncias ao nivel do funcionamento dessa via contribuir para o papel da deficiéncia da

vitamina D(51).

Embora tenha sido sugerido que o feto e a placenta contribuem para o aumento materno de
1,25(0H),D, estudos em animais demonstraram que isso ndao ocorre em niveis significativos,
podendo a sua producao ser apenas necessaria localmente, para induzir tolerancia imune na
implantacdo e sucesso na manutencao da gravidez(53, 54). Efetivamente, as suas
propriedades imunossupressoras possivelmente levam a que contribua ndo s6 para o
estabelecimento como para a manutencao da unidade feto-placentaria(55), ja que a decidua
e a placenta continuam a produzir grandes quantidades de calcitriol, durante a gravidez(56).
Este papel depende, em parte, do fato da vitamina D ter um papel importante na promocao
de uma resposta imune predominantemente do tipo Th2 (células T auxiliares do tipo 2), um
dos passos criticos necessarios para a manutencao da gravidez normal(57). Este papel na
adaptacao imunoldgica pela mae, que é necessaria para manter normalmente a gravidez,
pode ter um papel protetor na ocorréncia de abortos(58). Estes podem resultar também do
aumento da taxa de vaginose bacteriana no primeiro trimestre da gestacdo pela deficiéncia
de vitamina D(36). Assim, visto ter a vitamina D efeitos imunomoduladores e anti-
inflamatorios, como a regulacao da producao e funcdo das citocinas e da desgranulacao de
produtos dos neutrofilos, pode-se esperar um efeito protetor sobre o risco de partos pré-
termo(59) e abortos espontaneos, e pré-eclampsia, todos associados a libertacdo de citocinas
pro-inflamatorias placentarias(60). De fato, também a pré-eclampsia se pode associar com a
deficiéncia de vitamina D. Além disso, essa associacdo pode dever-se a insuficiéncia
placentaria, decorrente da inadequada remodelacdo da vasculatura materna na fase inicial da

gravidez(61), podendo a 1,25(0OH),D ter um papel na regulacao da placenta e na angiogénese.

Contudo, embora Moller et al(62) tenham verificado que mulheres com baixos niveis de
vitamina D no primeiro trimestre tenham tido uma maior taxa de aborto tardio (significancia

estatistica ndo especificada), ndo foi notada alteracdo na prevaléncia global de aborto.

Os dados disponiveis identificam, entdo, a vitamina D como um ponto-chave no sucesso
reprodutivo. A associacao dos niveis de 25(0OH)D com varias das causas de infertilidade,
podera levar a recomendacao da medicao dos niveis séricos desta vitamina na idade fértil,
bem como a sua suplementacao, se necessaria, de modo a melhorar a fertilidade. Embora

exista uma funcéo regulatoria da 1,25(0H),D no sistema reprodutor feminino, sdo necessarios
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mais estudos aleatorizados controlados para comprovar os seus efeitos e averiguar se é

resultado de um efeito direto da vitamina ou secundario aos efeitos do calcio e do fosforo.

Por outro lado, a vitamina D é um nutriente essencial para o crescimento e desenvolvimento
humano. Bebés prematuros e com baixo peso a nascenca tém baixos niveis desta vitamina e
estdao em risco de desenvolvimento de problemas de salide associados a essa deficiéncia(5).
Apesar de nao ser realizado rotineiramente, a medicdo dos niveis séricos de 1,25(0H),D
juntamente com os de 25(0H)D podia dar importantes informacdes no estudo de mulheres no

decurso da gravidez(63).

A deficiéncia de vitamina D em mulheres gravidas e lactantes tem consequéncias inegaveis,
embora nem sempre significativas, ndao s6 na mulher e no feto como, futuramente, nas
criancas. Tem-se verificado, por exemplo, em estudos experimentais, que a insuficiéncia de
25(0H)D é critica para o desenvolvimento fetal, especialmente, para o desenvolvimento do
seu cérebro e para as suas fungdes imunologicas(64). Além disso, a ingestao de vitamina D e

de calcio foi associada a um aumento do Apgar ao 1° minuto(65).

Porém, o papel da vitamina D na mae e no feto durante a gravidez ainda permanece muito

indefinido.

1.6 - Acbes na Reproducdo Medicamente Assistida

Estudos abordando a fertilizacdo in vitro (FIV) também podem fornecer importantes
informacdes acerca do papel da vitamina D, ao permitirem avaliar cada um dos aspetos da
reproducéo, desde o desenvolvimento do oocito até a implantacdo do embrido, sendo algumas
das evidéncias da associacdo da vitamina D e a reproducao provenientes de estudos que
indicam uma variabilidade sazonal na taxa de gravidez e qualidade dos embrides apds a FIV

(mais favoraveis na primavera que no outono)(66).

O primeiro estudo(67) que avaliou a relacao entre vitamina D e o sucesso da reproducao in
vitro, realizado em dez mulheres aparentemente saudaveis, encontrou uma associacdo entre
os niveis aumentados de estradiol durante a estimulacao ovarica induzida por gonadotrofinas
e um significativo aumento dos niveis séricos de 1,25(0H),D; (r=0,787), sugerindo que os
niveis elevados de estrogénio circulante durante a estimulacao induzida pela gonadotrofina

estejam associados a um aumento significativo de 1,25(OH),Ds no soro.
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2- Objetivos do Presente Trabalho

Uma vez que os dados expostos apontam para a possibilidade de existéncia dum papel da
vitamina D na fertilidade humana, pretende-se investiga-lo em doentes submetidos a
procriacao medicamente assistida (PMA) na Unidade de Medicina Reprodutiva do Centro
Hospitalar Cova da Beira (CHCB). E neste contexto que se integra o presente trabalho que tem
como objetivos especificos, através duma revisao sistematizada da literatura cientifica, avaliar

as relacgoes:

e Entre a reserva de vitamina D (ou a auséncia do seu recetor) e os resultados da procriacao
medicamente assistida, quanto a capacidade de se conseguir gravidez clinica;
e Entre a reserva de vitamina D (ou a auséncia do seu recetor) e alcancar a gravidez clinica

em geral.

Considerando-se poder ser limitado o nimero de publicacbes nessa area, a analise foi
alargada aos estudos que relacionam os niveis dessa vitamina com a capacidade de se

alcancar gravidez clinica em geral.
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3- Metodologia

De acordo com a metodologia propria de uma revisao sistematizada,
3.1 - Foram consultadas as seguintes bases de dados:

e B-On - Biblioteca do Conhecimento Online;

o BioMedCentral;

e The Cochrane Collaboration;

¢ e-Medicine, Medscape;

e EMBASE - Elsevier Biomedical Database;

¢ Google Scholar - Google Académico;

e PubMed;

e Repositorio Cientifico de Acesso Aberto de Portugal;

e SciELO - Scientific Electronic Library Online.
3.2 - Utilizando como palavras-chave:

“vitamin D” AND “IVF”;

“vitamin D” AND “ART”;

“vitamin D” AND “uterine insemination”;
“vitamin D” AND “reproduction”;
“vitamin D” AND “fertility”.

g A W N =

3.3 - Na selecao dos artigos analisados consideraram-se como primarios os seguintes tipos de

estudos:

o PROD - Prospetivos randomizados com ocultacao dupla;

PROS - Prospetivos randomizados com ocultacao simples;

PSO - Prospetivos sem ocultacao;

RSL - Revisao sistematizada da literatura;

MA - Meta-analise.

3.4 - Definiram-se como incluiveis os artigos que analisassem:

e A correlacdo entre os niveis séricos de vitamina D e a capacidade de alcancar a
gravidez clinica;
e A correlacao entre a presenca ou auséncia do VDR e a capacidade de alcancar a

gravidez clinica.

3.5 - Excluindo-se os correspondentes a:
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e RNSL - Revisao nao sistematizada da literatura

Bem como os artigos que nao satisfizessem os critérios de inclusdo e os que avaliassem a
relacdo entre a vitamina D e as repercussdes na gravidez para além dos seus momentos mais
precoces, da sua detecdo clinica (@ menos que avaliassem também a relacdo com a
capacidade de se alcancar a gravidez clinica, sendo, entédo analisada essa parte do artigo) por

interferir com varios parametros, fora do alvo da presente analise.

3.6 - A pesquisa limitou-se ao periodo temporal de:

e 1995 até 2013, inclusive.

3.7 - Incidiu sobre trabalhos escritos nas seguintes linguas:

e Portugués, Inglés, Espanhol, Francés, Italiano.

Evolucao da pesquisa:

» A equacdo de pesquisa inicial “vitamin D” AND “ART”, foi substituida por “vitamin D”
AND “assisted reproductive tecnology”, visto existirem muitos artigos nao relacionados
com o tema com essa sigla;

»  Nas equacdes de pesquisa em que o numero de referéncias identificadas era muito
elevado, sem criar a possibilidade de ocultar artigos essenciais a analise, uma vez que se
pretendia incluir trabalhos com doseamento da vitamina D e/ou com a determinacao da
presenca/ auséncia do VDR, restringiu-se a pesquisa substituindo “vitamin D” pelas

seguintes equacoes:

a) “vitamin D levels”
b) “vitamin D”, “VDR”

c) “level of vitamin D”

v" Nos resultados encontrados relacionados com o tema incluiram-se também revisdes e
livros, embora excluidos da selecéo final;

v Os artigos que incidiram sobre a relacdo entre a presenca/auséncia de VDR e o sucesso
reprodutivo tiveram como principal objetivo avaliar o papel do calcio na restauracao da

fertilidade, pelo que também nao foram selecionados como artigos a serem analisados.

Embora nao seja o tema principal do trabalho, foi necessario para enquadrar o tema e para a
analise da relevancia do problema, consultar varios artigos acerca dos niveis séricos
adequados de vitamina D, do seu metabolismo e da prevaléncia da sua deficiéncia na
populacdo, entre outros que se foram tornando pertinentes aquando da realizacdao do

trabalho, como por exemplo referéncias bibliograficas dos artigos selecionados.
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4- Resultados

Como resultado da pesquisa efetuada, e satisfazendo os critérios de selecdo referidos,
restaram dez artigos sobre os quais se debruca a presente analise. Nao foi possivel ter acesso
ao trabalho integral de um dos artigos selecionados(68), ainda assim incluido por ser discutido
nas revisoes sistematicas consultadas e por o abstract ser muito completo. Um outro artigo foi
apenas abordado na discussao, por nao existir informacao suficiente disponivel acerca do
mesmo(69).

Na Tabela 1 descrevem-se os resultados iniciais obtidos.

Tabela 1: Resultados da pesquisa

N° de ref.
N° de
N° de ref. relacion.
Palavras-Chave Utilizadas . artigos
Base utilizadas como
selec.
de Dados tema
“vitamin D” AND “IVF” 188 22 5
“vitamin D” AND “ART” 0
“vitamin D” AND “uterine ] 0
insemination”
“vitamin D” AND “reproduction” 4339
“vitamin D levels” AND
475 21 4

“reproduction”
“vitamin D”, “VDR” AND
25-27/10/2013) . 479 11 0
“reproduction”

“level of vitamin D” AND

B-on (pesquisa

3 1 1
“reproduction”
“vitamin D” AND “fertility” 1038
“vitamin D levels” AND “fertility” 96 3 1
“vitamin D”, “VDR” AND “fertility” 92 14 0
“level of vitamin D” AND “fertility” 4 1 1
“vitamin D” AND “IVF” 7 1 0
“vitamin D” AND “ART”
“vitamin D” AND “uterine 0
insemination”
“vitamin D” AND “reproduction” 1805
Biomed Central
. “vitamin D levels” AND
(pesquisa 255 2 1
“reproduction”
21/10/2013)
“vitamin D”, “VDR” AND
247 1 0
“reproduction”
“level of vitamin D” AND
18 1 0
“reproduction”
“vitamin D” AND “fertility” 59 2 1

10
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“vitamin D” AND “IVF” 4 0
Cochrane
“vitamin D” AND “ART”
(pesquisa
“vitamin D” AND “uterine
20/10/2013) 0
insemination”
“vitamin D” AND “reproduction” 11 0
“vitamin D” AND “fertility” 29 1 0
“vitamin D” AND “IVF” 12 7 4®
“vitamin D” AND “ART” 0
“vitamin D” AND “uterine
) o 2 1 0
insemination”
“vitamin D” AND “reproduction” 1418
Pubmed
. “vitamin D levels” AND
(pesquisa . 450 35 5®
“reproduction”
21/10/2013)
“vitamin D”, “VDR” AND
) 86 20 3®
“reproduction”
“level of vitamin D” AND
217 15 2
“reproduction”
“vitamin D” AND “fertility” 76 24 1
“vitamin D” AND “IVF” 0
“vitamin D” AND “ART” 0
Scielo (pesquisa “vitamin D” AND “uterine 0
17/10/2013) insemination”
“vitamin D” AND “reproduction” 2
“vitamin D” AND “fertility” 2
“vitamin D” AND “IVF” 1770
“vitamin D levels” AND “IVF” 203 ©4 22 7®
“vitamin D”, “VDR” AND “IVF” 119 ©, 22 3®
“level of vitamin D” AND “IVF” 350 11 4®
“vitamin D” AND “reproduction” 18100
“vitamin D levels” AND
Google . 5430
“reproduction”
Académico
“vitamin D”, “VDR” AND
(Pesquisa . 1240
“reproduction”
27/10/2013 até
“level of vitamin D” AND
03/11/2013) 803
“reproduction”
“vitamin D” AND “ART” 448 31 3
“vitamin D” AND “fertility” 1400
“vitamin D levels” AND “fertility” 1350 ©4 53 5
“vitamin D”, “VDR” AND “fertility” 1410 ©s 46 3®
“level of vitamin D” AND “fertility” 176 ©, 12 3

® - Incluindo 1 revisao sistematica (“Vitamin D and Fertility: a Systematic review”)

©4 119 sem citacdes, nado incluidas
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©, 81 sem citacdes, nao incluidas
©; 32 sem citacdes, nao incluidas
©,4 1280 sem citacoes, nao incluidas
©s 1400 sem citacoes, nao incluidas
©e 165 sem citacdes, nao incluidas

Alguns dados curiosos da pesquisa:

4

4

v

Na base de dados Embase foram encontrados 0 resultados com qualquer uma das
equacoes de pesquisa;

Nao foram utilizadas equacdes de pesquisa que eliminassem certas palavras que
apareciam varias vezes como tema principal de artigos ndo relacionados (ex.: “bone”,
“osteoporosis”, “cancer”), de modo a evitar que alguns dos artigos relevantes fossem
excluidos, dado alguns deles referirem esses termos na introducao ou na bibliografia;

No motor de busca Google Académico nado se conseguiram selecionar os artigos
referentes ao tema, de entre os encontrados com a palavra-chave “reproduction”,
integrada na equacao de pesquisa, devido ao enorme nimero de resultados, maior parte

sem qualquer relacao com o tema.

Além disso,

o Verificou-se que os artigos selecionados nos outros motores de busca
(utilizados para pesquisa anteriormente a feita no Google Académico, por
maior precisao na apresentacao dos resultados) eram todos detetados com as
outras combinacoes utilizadas;

o No Google Académico apareceram quase sempre os mesmos artigos com as
varias equacoes de pesquisa, fazendo com que os resultados encontrados com
o termo “reproduction” estivessem na sua maioria incluidos nas outras

pesquisas, dado o seu significado abrangente.

Na B-on, o total de referéncias ndo corresponde a trabalhos diferentes, visto existir
alguma repeticao dos artigos, por provirem de bases bibliograficas diferentes;

Foram considerados como relacionados com o tema os artigos que avaliavam a associacao
entre a vitamina D e certas caracteristicas de varias causas de infertilidade,
essencialmente SOP e endometriose, mesmo que nao diretamente o seu padrao
reprodutivo, quando considerados pertinentes para compreender a possivel implicacao
da vitamina nessa patologia;

Nao foram encontrados artigos que avaliassem a relacao entre o doseamento dos niveis
de vitamina D no homem e o sucesso numa futura gravidez na mulher;

Os artigos que incidiram sobre a relacdo entre a presenca/auséncia de VDR e o sucesso

reprodutivo nao preenchiam os critérios de inclusao.

12
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Utilizando os critérios atras definidos identificaram-se apenas dez que constituem o grupo em

analise.

Dos artigos selecionados, apenas dois(56, 68)foram retrospetivos, tendo sido igualmente
incluidos por avaliarem os mesmos parametros pretendidos. Apenas em dois dos estudos
houve suplementacao(70, 71), sendo todos os restantes meramente observacionais. Sete
desses artigos avaliaram o sucesso reprodutivo em mulheres submetidas a técnicas de
procriacdo medicamente assistida(16, 56, 68, 72-75) e apenas um deles foi realizado em

animais(70). Esses artigos objeto do estudo sao apresentados na Tabela 2.

Dos estudos selecionados apenas um deles(71) avaliou o efeito da vitamina D numa causa de
infertilidade especifica, nomeadamente a SOP, todos os outros realizados em humanos que

preenchiam os critérios de inclusdo avaliaram mulheres com infertilidade em geral(71).

Ao considerar como indicadores de qualidade dos trabalhos serem prospetivos, terem critérios
de inclusdo/exclusdo definidos (de modo a eliminar variaveis de confundimento) e serem
reprodutiveis, verificou-se que apenas trés dos artigos tém alta qualidade metodoldgica(56,

72, 74). Todos os estudos utilizaram um grupo comparativo ou de referéncia.

Apenas num(70) dos estudos selecionados nao foi analisada a prevaléncia da deficiéncia de
vitamina D, dos restantes, apenas num (73) ndo foi observada uma maior prevaléncia de

niveis de vitamina D inferiores a normalidade considerada no estudo.

Foram varios os estudos que consideraram como significativamente estatistico valores de
p<0.05(16, 56, 72, 75). Os restantes nao apresentam de modo explicito o valor de

significancia estatistica.
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4.1 - Estudos observacionais

Nos quatro estudos (16, 72-74) que compararam os niveis séricos e os do liquido folicular
(FF) da vitamina D verificou-se existir uma correlacao positiva significativa entre ambos.

Os dados obtidos dos estudos observacionais, acerca do papel da concentracao de vitamina D
no soro € no FF como preditor independente do sucesso da PMA ou de alcancar a gravidez
clinica no geral, sao conflituantes. Dos oito estudos observacionais analisados, quatro(16, 56,
68, 75) encontraram uma correlacdo positiva significativa entre os niveis de vitamina D e o
sucesso reprodutivo, um deles associou niveis mais altos de vitamina D com resultados mais
desfavoraveis(73) e outros trés (62, 72, 74) nao encontraram uma associacao

significativamente estatistica.

Assim, Ozkan e colaboradores(16), utilizando a analise multivariavel de regressao logistica
(ajustada para os parametros que se sabem afetar o sucesso da FIV: idade, IMC e nimero de
embrides transferidos) reportaram que por cada aumento de 1ng/ml de 25(0OH)D no FF a
probabilidade de engravidar aumenta 6% (p=0.03), apresentando, as 26 mulheres que
engravidaram, niveis de vitamina D folicular significativamente maiores (34.42ng/ml+-15.58
vs 25.62ng/ml+-10.53), do que as que nao engravidaram (p=0.013). Também Garbedian et
al(75), utilizando a mesma metodologia mas reavaliando a transferéncia embrionaria ao 5°
dia, mostraram que o nivel de 25(0OH)D sérica pode ser um preditor independente de gravidez
clinica (odds ratio ajustada de 1.01, 95%, IC - 1.00-1.03). Houve um aumento das taxas de
gravidez clinica com o aumento nos niveis de 25(0H)D sérica e obtiveram-se taxas superiores
de gravidez clinica por embrido transferido entre as mulheres com niveis suficientes de
vitamina D relativamente as insuficientes (54.7% vs 37.9%, p<0.001). O estudo realizado por
Rudick et al(56), efetuado em 188 mulheres (das 208 elegiveis), suporta também a correlacao
entre os niveis de vitamina D e o sucesso da FIV. Neste, a relacao entre o status de vitamina D
e as taxas de gravidez diferiram consoante a raca, estando a deficiéncia de vitamina D
significativamente associada a menores taxas de gravidez em brancas n&do-hispanicas, mas nao
em asiaticas, possivelmente devido as baixas taxas de sucesso de FIV que nestas se
verificaram. De fato, entre as mulheres brancas nao-hispanicas, as taxas de gravidez
diminuiram com niveis mais baixos de vitamina D, enquanto nas asiaticas se observou o
inverso (maiores taxas de gravidez para niveis inferiores de vitamina D sérica). Ajustando para
a idade, nimero e qualidade dos embrides transferidos, entre as brancas nao-hispanicos as
possibilidades de engravidar foram quatro vezes superiores em pacientes com valores normais
de vitamina D comparativamente as com niveis deficientes. Também noutro estudo realizado
pelos mesmos autores(68), neste caso em mulheres recetoras de o0citos, se observaram
relacoes significativas entre as taxas de gravidez e os niveis de vitamina D da recetora,
verificando-se maiores taxas quando os niveis de vitamina eram normais. Nessa analise, a
média dos niveis de vitamina nas mulheres recetoras foi de 28.5ng/mL entre as que
engravidaram e 23.4ng/mL entre as que ndo engravidaram (P=0.04), existindo também uma

diferenca entre as racas, maiores nas caucasianas que nas africanas (p=0.04). De igual forma
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as taxas de gravidez clinica também diferiram entre as etnias, sendo mais elevadas entre as
mulheres recetoras caucasianas e hispanicas (61% e 50% respetivamente) e mais baixas entre
as afroamericanas e asiaticas (20% e 31% respetivamente)(68) (significancia estatistica nao

especificada no abstract).

Apesar desses dados promissores, quatro estudos nao confirmaram estes achados. No de
Anifandis et al(73), os resultados em termos do sucesso reprodutivo das mulheres com
hipovitaminose pouco diferiram das com niveis normais, e as que tinham niveis excessivos
apresentaram piores desfechos. Uma vez que se verificou existir uma significativa correlacao
negativa entre os niveis de vitamina no FF e os niveis de glicose nesse fluido (r=-0.25, p<0.05)
sugeriu-se que € a presenca de valores séricos e foliculares excessivos de vitamina D, em
combinagdo com baixos niveis de glicose no FF (presente nas mulheres com valores superiores

a 30ng/ml de 25(0OH)D no FF) que tem impacto negativo no sucesso da FIV.

Por outro lado, Aleyasin et al(72) verificaram niveis séricos médios de 25(0OH)D de 8.13 ng/ml
no grupo das mulheres que alcancaram a gravidez clinica e 8.29 no das que nao engravidaram
(p=0.235), tendo no FF valores médios de 9.19 (variacdo entre 5.25-19.51)ng/ml e de 10.34
(variacdo entre 5.89-9.69)ng/ml, respetivamente (p=0.433). Donde concluiram que a
deficiéncia de vitamina D ndo desempenha um papel fulcral nos resultados da PMA. Por sua
vez, Firouzabadi et al(74) observaram niveis de vitamina D no FF das mulheres que
engravidaram de 22.17+ 17.21ng/ml e de 26.14+19.33ng/ml nas que nao engravidaram,
relacdo nao significativamente estatistica (P=0.17). De igual forma, Moller(62) e
colaboradores, analisando 145 mulheres, chegaram a conclusdao que as concentracoes
plasmaticas de 25(0OH)D nao afetam a fertilidade, tendo-se observado niveis de 25(OH)D
plasmatica de 59nmol/l nas mulheres que engravidaram e 57nmol/l nas que o nao

conseguiram (p=0.60).

Se, na maioria, a presenca de gravidez clinica foi definida pela observacao de saco
gestacional na cavidade uterina por ultrassonografia transvaginal(16, 72-75), Aleyasin et
al(72), Garbedian et al(75) e Rudick et al(56) definiram-na apenas quando foram detetados

batimentos cardiacos fetais.

Nos estudos analisados, verificaram-se ainda discordancias nas conclusées relativas as taxas
de implantacdo. Assim, o estudo efetuado por Ozkan et al(16) posiciona-se a favor de uma
correlacao significativa com niveis de vitamina D, enquanto que os de Garbedian et al(75) e
Aleyasin et al(72), ainda que tenham encontrado maiores taxas no grupo das mulheres com
niveis de vitamina D suficientes ou ao longo dos tertis (do com menor valor para o maior) de

25(0H)D no FF, respetivamente, nao obtiveram uma correlacao significativamente estatistica.

A implantacao foi evidenciada pela presenca de um nivel sérico de gonadotrofina coriénica

humana (hCG) positivo as 12 semanas apods a transferéncia dos embrides no estudo realizado
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por Ozkan et al(16) e pela presenca de saco gestacional visivel pela ultrassonografia
transvaginal no efetuado por Garbedian et al(75). Em ambos, a taxa de implantacao foi
calculada pelo nimero de sacos gestacionais observados a ultrassonografia dividido pelo

numero de embrides transferidos multiplicado por 100.

A taxa de fertilizacao foi definida por Anifandis et al(73) como a razdo entre o nimero de
oocitos com dois pronlcleos e o total de odcitos injetados, embora nao tenham sido
apresentados os valores da mesma. No estudo efetuado por Aleyasin et al(72) foi encontrada
uma diminuicao significativa da mesma ao longo dos tertis (do menor para o maior) de
25(0H)D no FF. Pelo contrario Rudick et al(56) e Firouzabadi et al(74) concluiram,
respetivamente, que essa taxa nao se associa com a reserva de vitamina D e que nao existe
uma correlacao significativa entre essas variaveis (p=0.579), ainda que no segundo caso a taxa

de fertilizacao tenha sido ligeiramente superior no grupo das mulheres com niveis suficientes.

No que diz respeito aos parametros de resposta ovarica os resultados foram mais
consensuais, uma vez que em nenhum dos estudos em que esse parametro foi analisado, se
detetou uma correlacdo significativa com os niveis de vitamina D. Apesar disso, Ozkan et
al(16) observaram uma tendéncia positiva na resposta (duracao da hiperestimulacao ovariana
controlada, nimero de foliculos, nimero de odcitos recolhidos, e estradiol maximo) a medida
que aumentavam os niveis de vitamina D (p>0.05). Anifandis et al(73), embora com resultados
divergentes no que respeita a taxa de gravidez clinica, observaram, também, um aumento,
ainda que nao significativo, no nimero de oocitos recolhidos (3.9+3.2 nas mulheres com
hipovitaminose; 5.91+4.3 nas com niveis normais e 6.14+5 nas com excesso de vitamina D)

com niveis de vitamina D superiores no FF.

Por sua vez, Garbedian et al(75), analisando os parametros do ciclo de FIV, como o nivel de
estradiol no dia da administracdo da hCG, espessura do endométrio, o nimero de odcitos
recolhidos - média de 1.8 em ambos os grupos - ndo encontraram diferenca entre as mulheres
com niveis de 25(0H)D suficientes e insuficientes. Na mesma linha de resultados, Aleyasin et
al(72), que analisaram aos niveis de estradiol, nimero de odcitos recolhidos e de embrides
transferidos, ndo observaram alteracdes significativas nesses parametros entre os grupos com
diferentes niveis de 25(0H)D no FF. Por exemplo, transferiram em média 4 embrides tanto no

grupo das mulheres que engravidaram como no das que nao engravidaram.

De igual forma, Rudick et al(56), tendo em conta os mesmos parametros que Aleyasin et
al(72) verificaram que, embora o nimero de embrides transferidos diferisse
significativamente entre os varios niveis de vitamina D, ndo se observou qualquer tendéncia,
ja que a maioria dos embrides transferidos foi de mulheres com niveis de vitamina D no grupo

intermédio.
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Foram varios os estudos que avaliaram a qualidade embrionaria. Para Anifandis et al(73) a
pior qualidade verificava-se nas mulheres com excesso de vitamina D. Aleyasin et al(72),
Rudick et al(56) e Firouzabadi et al(74), por seu turno, nao observaram uma correlacao linear
entre a qualidade embrionaria e os niveis de 25(0H)D no FF e soro, analisado pelo nimero
médio de blastomeros ou percentagem média de fragmentacdo, no segundo estudo

mencionado. Os restantes estudos ndo avaliaram essa variavel.

Foram observados niveis de 25(0OH)D inferiores nas mulheres com IMC mais elevado em trés
dos estudos que analisaram essa correlacao. Assim, Ozkan et al(16) e Garbedian et al(75)
verificaram uma significativa correlacdo inversa entre ambas as variaveis (p=0.035 e p=0.02
respetivamente). Rudick et al(56), por outro lado, observaram que as mulheres com
deficiéncia de vitamina D eram mais pesadas (p=0.03), ainda que todos os valores de IMC
estivessem dentro da normalidade. Pelo contrario, tanto Anifandis et al(73) como Aleyasin et
al(72, 73) e Moller et al(62), ndao observaram alteracoes significativas entre as mulheres com

diferentes niveis de vitamina D, no que diz respeito ao IMC.

Aleyasin et al(72) verificaram que 16.7% das mulheres inférteis que engravidaram e 22.4% das
que nao engravidaram tinham como causa de infertilidade a sindrome de ovarios policisticos.
Nestas os niveis séricos e foliculares de 25(0OH)D nao foram significativamente diferentes das

que tinham outras causas de infertilidade (p=0.938 e 0.158, respetivamente).

Rudick et al(56), por sua vez, verificaram que as mulheres com deficiéncia de vitamina D
tinham maior probabilidade de terem uma diminuicdao da reserva ovarica (p=0.01), ndo se

associando o status de vitamina D com quaisquer outros diagnosticos de infertilidade.

4.2 - Estudos interventivos

Firouzabadi et al(71), indo ao encontro de varios dos estudos observacionais, observaram um
efeito benéfico da vitamina D na infertilidade, tendo-se constatado uma melhoria na
infertilidade mais evidente no grupo de mulheres com suplementacdo com calcio e vitamina
(grupo IlI) comparativamente ao grupo nao suplementado com esses elementos (grupo ),
embora ndo considerada estatisticamente significativa (gravidez - avaliada pelos titulos de B-
hCG - de 18% vs 12%, respetivamente; p=0.401). Foi também observado um efeito benéfico na
perda de peso no grupo suplementado (ll), tendo o IMC diminuido quase significativamente
nesse grupo (IMC antes do tratamento de 26.89+2.14 vs 26.91+2.35 no grupo Il e |
respetivamente - p=0.965; e 25.49+1.88 vs 26.28+2.15, apos o tratamento - p=0.054).
Observou-se também uma melhoria nas irregularidades menstruais neste grupo (ciclos
menstruais regularizados pos tratamento: 70% vs 58%, nos grupos Il e |, respetivamente;
p=0.211) e na maturacao folicular (apés 6 meses, nimero de foliculos maiores que 14mm 28%
vs 22%; grupos Il e | respetivamente, p=0.698). Ainda assim, os resultados apesar de

diferentes ndao mostraram diferencas estatisticamente significativas. Pelo contrario os niveis
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de 25(0OH)D entre os dois grupos foram significativamente diferentes apds o tratamento
(24.82+6.54 vs 13.79+6.48, grupo Il e | respetivamente, p=0.001), tendo apenas 26% das
mulheres permanecido com niveis deficientes de vitamina D e nenhuma com deficiéncia

severa, apds 6 meses de suplementacdo com calcio e vitamina D.

Neste estudo, em que foi avaliado o efeito da suplementacao na infertilidade no contexto da
SOP, utilizou-se a ultrassonografia transvaginal para avaliar o crescimento folicular, sendo

definidos como respondedoras aquelas que alcancaram foliculos maiores de 14mm.

Coffey et al(70), no seu estudo realizado em 38 suinos, observaram um aumento
significativamente maior nos niveis de 25(0H)D; plasmatica no grupo suplementado com dieta
com 25(0OH)D; comparativamente aos alimentados com a dieta controlo (vitamina D3)
(p<0.001). De igual forma, também se verificou uma maior tamanho na ninhada nos suinos
alimentados com 25(0OH)D; (p=0.04). Apesar disso, o aumento na taxa de gravidez nao foi

significativo (p=0.21).
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5 - Discussao

O fato de nos quatro estudos (16, 72-74) que avaliaram a correlacdo entre os niveis séricos e
os do liquido folicular da vitamina D se ter verificado uma correlacdo positiva entre ambos
demonstra que os niveis de 25(0OH)D no FF sao preditores confiaveis das reservas corporais de

vitamina D.

Ozkan et al(16), no seu estudo, observaram que, embora existisse uma correlacao
significativa entre os niveis séricos de vitamina D e a gravidez clinica, o mesmo nao se
verificava relativamente aos parametros da hiperestimulacao ovarica, cuja relacdo nao era
significativa, o que leva a crer que o maior sucesso na FIV obtido com o aumento da vitamina
D no organismo se possa dever, essencialmente, ao papel da mesma no endométrio, ao
aumentar a sua recetividade, corroborado pela existéncia de VDRs identificados no
endométrio(76). Esta percecdo iria ao encontro do papel da vitamina D na implantacao
descrita noutros estudos(52). Ainda assim, observou-se, nesse estudo, que com niveis
elevados de vitamina D existia uma ligeira melhoria nos parametros da resposta ovarica, como
foi o caso do aumento dos niveis de estradiol, sugerindo, tal como foi postulado no
animal(30), um papel da vitamina na esteroidogénese. Contrariamente, os resultados dos
estudos efetuados por Garbedian et al(75) e Rudick et al(56) apontam para que seja pouco
provavel que a diferenca observada nas taxas de gravidez clinica se deva a diferencas ao nivel
da esteroidogénese ovarica, ja que os parametros de resposta ovarica nao diferiram com os
niveis de vitamina D. Contudo, no estudo de Garbedian, nao foi avaliada a qualidade
embrionaria. Caso essa tivesse sido investigada talvez fosse mais provavel conseguir-se
determinar se as taxas de gravidez clinica e de implantacao sao afetadas pela qualidade

embrionaria ou pelo endométrio.

E importante notar, porém, que Ozkan et al(16) transferiram um nUmero (2.56:+0.66)
significativamente maior de embrides no grupo de sucesso na FIV, relativamente ao grupo que
nao engravidou (1.98+1.16; p=0.011), podendo ter afetado os resultados finais. Além disso,
embora tenha utilizado uma analise multivariada de regressao logistica, de modo a
demonstrar que os niveis de vitamina no FF determinavam de modo independente o sucesso
da FIV, o total de casos foi pequeno para chegar a conclusbes solidas. Adicionalmente, a

qualidade dos embrides transferidos nao foi avaliada.

Ainda assim, na mesma linha com Ozkan(16), Rudick et al(68), ao observarem mulheres
recetoras de odcitos, verificaram que niveis de vitamina D adequados nas recetoras foram
associados a uma maior taxa de gravidez, enfatizando que o papel critico da vitamina na
gravidez possa estar ao nivel do endométrio, e nao associado com o numero de foliculos e
odcitos ou com a morfologia dos embrides. Porém, também aqui nao foi investigada a

qualidade dos embrides transferidos em relacao aos niveis de vitamina D. Outro estudo(56)
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realizado por esses autores e o de Garbedian et al(75) sugerem, de igual modo, que a
correlacdo da vitamina D com os resultados da FIV possa estar ao nivel do endométrio, ja que
a deficiéncia de vitamina D ndo se correlacionou com os parametros de estimulacdo ovariana

ou, no estudo de Rudick, com os marcadores de qualidade embrionaria.

Nao existem dados acerca do papel da vitamina D na maturacao folicular em mulheres, sendo
que estudos em ratos sem VDR sugerem que esse nutriente é fundamental para a funcao

gonadal em ambos os sexos(34).

Garbedian et al(75), embora tenham observado uma correlacao significativa entre os niveis de
vitamina D e a gravidez clinica, ndo comprovaram, existir uma associacdo entre os niveis
dessa vitamina e a taxa de implantacao. Talvez a analise possa nado ter sido suficiente para

detetar as diferencas nesta ultima.

O estudo realizado por Aleyasin et al(72), pode estar em concordancia com os resultados
obtidos por Anifandis et al(73), que associaram inversamente os niveis de vitamina D e o
sucesso reprodutivo, ja que ainda que nao tenham encontrado diferencas significativas nos
niveis de vitamina D, tanto séricos, como no FF, entre as mulheres que engravidaram vs as
que nao engravidaram, foi observada uma taxa de fertilizacao significativamente mais alta no
primeiro tertil de 25(0H)D. A prevaléncia de deficiéncia de vitamina D quase global nesse
estudo pode ter impedido alcancar resultados mais significativos, nao tendo dado para
calcular efetivamente os efeitos da deficiéncia de vitamina D nas técnicas de reproducao
assistida. Apesar disso, nesse estudo, os niveis de reserva de vitamina D nao se parecem
correlacionar com a probabilidade de concecdo. Nesta analise ja houve uma avaliacdo da
qualidade embrionaria, porém nao foi observada uma correlacao linear entre a mesma e os
niveis de vitamina D, tanto séricos como foliculares, possivelmente também explicado pela

predominante prevaléncia de deficiéncia de vitamina D neste grupo.

O fato de Anifandis et al(73) terem verificado uma correlacao inversa entre o sucesso
reprodutivo e os niveis de vitamina D e glicose no FF foi ao encontro de estudos ja existentes
que demonstravam existir uma utilizacdo substancial de glicose pelos o6citos(77), sugerindo
uma possivel influéncia da glicose do FF no processo de fertilizacdo. Concentracdes séricas de
vitamina elevadas provavelmente aumentam a utilizacao de insulina resultando numa
modulacao do metabolismo da glicose no FF, podendo ter um impacto negativo na maturacao
dos oocitos, crescimento das células da granulosa, qualidade embrionaria e, consequente

sucesso da FIV.

Contrariamente a associacdo entre os niveis de vitamina D e parametros como o peso ao
nascimento, score de Apgar e duracao da gravidez evidenciada noutros estudos, Moller et
al(62) nao encontraram uma associacdo entre esses parametros e os niveis plasmaticos de

25(0H)D, tanto pré-concecionais, como durante a gravidez, mesmo apos ajustamento para
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possiveis variaveis de confundimento. Também num outro estudo, incluindo igualmente
maioritariamente mulheres com niveis adequados de vitamina D, a suplementacdo com esta
vitamina nao afetou os resultados da gravidez, relativamente ao grupo de controlo, sugerindo
que o efeito da concentracao de 25(0OH)D, se existente, se torne evidente clinicamente em
casos de deficiéncia da vitamina(19). Neste estudo foi utilizado um grupo de controlo,
composto por mulheres sem intencao de engravidar, apenas para comparacao do efeito da
gravidez e amamentacao no status de vitamina D (tendo sido feitas varias medicdes da
vitamina no decorrer desses periodos) e nao na capacidade de engravidar, pelo que nao foi

mencionado na populacao de estudo.

Ambos os estudos interventivos(70, 71) foram a favor de um efeito benéfico da
suplementacao com vitamina D no sucesso reprodutivo. Embora os resultados obtidos nas
mulheres com SOP(71) ndo tenham sido significativamente estatisticos, sugerem um papel
positivo ndo s6 na capacidade de engravidar como na irregularidade menstrual, indo ao
encontro dos resultados encontrados noutros estudos que associaram o défice de vitamina D

com uma maior probabilidade de ter esta causa de infertilidade(78).

Apesar disso, Aleyasin et al(72) nao encontraram diferencas significativas nos niveis de

vitamina D entre as varias causas de infertilidade, incluindo também a SOP.

O fato de na maioria dos estudos analisados se ter encontrado uma maior prevaléncia de
niveis séricos de vitamina D inferiores ao normal esta em linha com a elevada prevaléncia de
niveis insuficientes de vitamina D na populacdo em geral, e na idade fértil em particular(79).
De igual forma, Dubourdieu et al(69), no seu estudo, verificaram que 66.5% das 430 mulheres
avaliadas, submetidas a FIV, apresentavam deficiéncia desta vitamina. Esta situacdo é de
especial preocupacdo em gravidas, sobretudo de raca negra(20). No estudo realizado por
Aleyasin et al(72), houve uma dominancia quase total do estado de deficiéncia de vitamina D,
podendo o fato de ter sido realizado entre agosto e marco ter sido um fator contribuidor, tal
como sugerido pelos resultados obtidos por Rojansky et al, mencionados anteriormente(66).
Pelo contrario, o estudo realizado pelo Garbedian et al(75) detetou uma prevaléncia de
deficiéncia de vitamina D quase idéntica a de suficiéncia. Tal pode-se ter devido ao fato de
muitas das mulheres terem tomado suplementacao de vitamina D (400Ul) pré-natal ou de o
estudo nao se ter estendido aos meses de inverno. Por outro lado, no estudo realizado por
Moller et al(62) foram observados niveis de 25(0OH)D plasmatica inferiores a 50nmol/L em 19%
das mulheres analisadas no verao e de 45% nas avaliadas de novembro a abril (p=0.001). Neste
estudo foi observada uma prevaléncia reduzida de deficiéncia severa de vitamina D, também

possivelmente por muitas das mulheres tomarem suplementacao de vitamina D.

Também a favor de um possivel impacto positivo da vitamina D no sucesso reprodutivo esteve
o estudo realizado por Dubourdieu et al(69), no qual se verificou uma tendéncia a diminuicao

das taxas de gravidez com niveis inferiores de vitamina D, ainda que nado estatisticamente
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significativa. O nimero de embrides recolhidos foi significativamente menor nas mulheres

com baixos niveis desta vitamina, podendo ter influenciados os resultados.

Dado o papel da vitamina D em varias dimensdes da salde, o seu quantitativo corporal torna-
se uma questdo preocupante, ndo s6 em termos de sucesso na medicina reprodutiva e
reproducdo no geral, como na saide da pessoa no seu todo, por exemplo em termos de
obesidade, que parece ser mais prevalente(16, 56, 75) entre as mulheres com baixos niveis de
vitamina D, indo ao encontro com o exposto na introducao e do estudo realizado por
Dubourdieu et al(69), no qual foram encontrados valores de IMC significativamente maiores

entre as mulheres com niveis de vitamina D inferiores a normalidade.

No estudo realizado por Coffey et al(70), realizado em suinos, em que foram utilizadas doses
iguais de vitamina D sob duas formulacoes diferentes, detetaram-se diferencas entre os niveis
de vitamina D plasmatica obtidos com essas duas dietas, sendo maiores no caso do grupo com
suplementacdo de 25(0H)D;. O mecanismo responsavel por tal diferenca ainda ndo esta
completamente esclarecido, porém, foram obtidos resultados idénticos em humanos, tendo a
25(0H)D; sido muito mais potente que a vitamina D; na elevacdo dos niveis séricos de
25(0H)D(80). Apesar de nao ter sido significativamente estatistica a diferenca nas taxas de
gravidez, os resultados encontrados sugerem um possivel papel benéfico na suplementacéao
com 25(0H)D; para a melhoria das mesmas. Neste estudo o peso médio dos fetos ndo diminuiu
nos alimentados com 25(0H)Ds;, como costuma acontecer quando aumenta o tamanho da
ninhada, possivelmente pelo papel da deficiéncia de vitamina D na diminuicdo do tamanho
dos fetos(30).

Tendo por base os resultados encontrados, apesar de nhem sempre conclusivos e concordantes,
e os estudos ja anteriormente realizados e abordados no tdpico da introducéo sera licito
especular que tanto niveis inferiores como superiores ao normal podem ter consequéncias
adversas no sucesso reprodutivo. Os mecanismos através dos quais a vitamina D exerce tais
acoes permanecem por esclarecer mas o papel critico para os resultados da FIV dos niveis
dessa vitamina no FF pode refletir a qualidade dos embrides(73). As grandes discrepancias
entre os resultados respeitantes a relacao entre a vitamina D e a fertilidade, sao dificeis de
explicar, porém, o fato de todos os estudos apresentarem como limitacdo uma amostra
pequena, talvez tenha contribuido para nao se alcancarem resultados concordantes e
esclarecedores em termos significativos. Por outro lado, apenas os estudos interventivos
foram aleatorizados. Apesar disso, a maioria dos estudos encontram-se a favor de algum
beneficio da presenca de niveis séricos adequados dessa vitamina em algum componente da
fertilidade. Ainda assim, sdo necessarios mais estudos para elucidar tal observacao(73), sendo
necessario ter em conta que o fato de nao ter sido avaliado o papel do calcio e fosforo nos
resultados dos estudos analisados, podera ter levado a um enviesamento de resultados por,
conforme descrito na literatura, o efeito da vitamina D na reproducao poder estar

relacionado com os niveis séricos desses ides(33).
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6 - Proposta de Investigacao

Como os estudos nesta area, sobretudo em humanos, sdo limitados e alguns deles com
resultados incongruentes e sendo esta uma abordagem que se pode tornar num modo simples
de melhorar a fertilidade da mulher, propde-se a realizacao de um trabalho que vise avaliar,
nao so a reserva de vitamina D em mulheres que se submetem a PMA, como também o efeito
da suplementacao desta vitamina na fertilidade das que apresentem niveis plasmaticos
inferiores a normalidade, comparando os resultados desta técnicas em funcao dos niveis de
vitamina D. Propde-se ainda determinar os niveis de 25(0OH)D no FF, de modo a confirmar a

sua correlacao, evidenciada nos estudos atras mencionados, com os seus niveis séricos.

Essencialmente, sugere-se um estudo que determine se o nivel de 25(0OH)D no FF ou no soro
de mulheres inférteis submetidas a técnicas de reproducao assistida se associa ao seu sucesso

e se os efeitos da suplementacao nesses resultados sao benéficos.

Tabela 4 - Protocolo proposto para a investigacdao na Unidade de Medicina da Reproducao (UMR) do
CHCB

Tipo de estudo Estudo prospetive de mtervengio
Mulheres mfsrteis submetidzs 2 FIV e ICS1, ne Hospital

Péro dz Covilhd, num periedo 2 determmar

Amostra

Técnica

*  Determmacio dos niveis plasmatices de vitemma{OH)D total (srgocalcifero] & colecalciferel) em cadz uma das

mulheres, no momente de andlise hormoenzl determmade pele protocole dz unidade.

*  Apos a2 determmagZe dos valores, dividir 2 zmostra em 2 grupes, um composto pelas mulheres que apresentam
niveis de 23(0H)D < 30 nmol] (tomando-z2 como referéncia este valor como limizr nferior da normalidade) e

outre com valores superiores.

+  Grupe de mulheres com nivels séricos mferiores 2 normalidade subdividir, sleztoriaments, em dots. Num

desses pmpos proceder 4 suplementacip com vitamina D.

+  Medir novaments o valor de vitemimz D no sangue e, nests momente, também ne FF, ne diz da pungio dos
pocitos (utilizande-se o lignido emcedents), cercz de 15 dizs depois dz 1° analise, conscants 2 resposta

mdividuzl.

* Realizar ecoprafia e quamtificar oz niveis de pheG para avaliar quaizs 23 mulheres que conseguiram

engravidar & comparar o nimero totzl entre os diferentes grupos.

Dadas as divergéncias quanto aos niveis séricos adequados de vitamina D na literatura,
propde-se a adocdo dos utilizados como referéncia no laboratério do CHCB, que considera
como limiar minimo de normalidade niveis de vitamina D de 30nmol/L, por irem ao encontro

de algumas das recomendacdes propostas na literatura(12).
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No que diz respeito a suplementacdo, por auséncia de dados esclarecedores, existe alguma
dificuldade na definicao da dose mais apropriada para tentar melhorar o sucesso da PMA nas
mulheres com baixos niveis de vitamina D. Com base em dados canadianos(82), tem-se como
prudente a suplementacdo com 2000Ul, dado o curto periodo de administracdo, mesmo

independentemente do valor sérico inicial de 25(0OH)D, sem risco de hipervitaminose.

O periodo de suplementacdo, também por auséncia de estudos nesta area, sera um pouco
arbitrario, por nao se saber, ao certo, em que fase do desenvolvimento folicular a vitamina D
pode atuar. Como tal, e porque o objetivo € melhorar o sucesso da PMA com suplementacao
apos a detecdo dos valores séricos de vitamina D inferiores ao normal aquando da realizacao
das analises hormonais, sugere-se a suplementacdo apenas desde esse momento. A duracdo
da mesma diferira consoante o periodo de tempo de analise. Assim, se o tempo for curto
propde-se uma suplementacdo que permita avaliar o efeito da mesma no sucesso dessas
técnicas apenas na sua fase inicial, ou seja, na capacidade de engravidar. Como se pretende
verificar se a intervencéo se traduz em valores séricos adequados dessa vitamina, bem como
a relacado desses niveis com os do liquido folicular, e de modo a evitar analises adicionais as
do protocolo ja definido no hospital em causa, recomenda-se que a suplementacao decorra
até ao momento da puncdo dos oocitos, altura em que, de acordo com o habitual protocolo

da unidade se procede a uma outra analise sanguinea e se recolhe o liquido folicular.

Foi feito um levantamento das varias formas farmacéuticas de vitamina D em Portugal. Na
selecao de qual a administrar sugere-se a exclusao de todas as que se apresentem combinadas
com qualquer outra substancia, optando-se, por motivos de seguranca e de comodidade, pela
administracao via oral. A escolha do colecalciferol (Vigantol) deve-se ao fato de ser o Unico
farmaco que corresponde a uma das formas de vitamina D avaliadas neste estudo. Por outro
lado, como a producao sintética de vitamina D3 é efetuada de modo similar a forma
produzida naturalmente na pele, diferentemente da vitamina D2(83), pode induzir menor

risco de toxicidade.

Como nao existem critérios standard para reportar os resultados, incluindo o sucesso das
técnicas, dos estudos em infertilidade, é dificil a formulacdo de uma hipotese concreta
acerca da melhoria que se poderia conseguir, nos resultados de PMA, com niveis séricos
normais de vitamina D. Como tal, considera-se adequado assumir os valores do estudo de
Ozkan(16), onde se encontrou uma percentagem de gravidez entre as mulheres com os niveis
mais altos de vitamina D de 47% e entre as com niveis inferiores de 20%. Desta forma, para se
detetar uma diferenca de 27%, com um “power” de 80% e alfa de 0,05 seriam necessarias

pelo menos 102 pacientes.

Seria também benéfico que neste mesmo estudo se doseassem paralelamente os niveis de
calcio e fasforo, no intuito de obter correlacdes mais crediveis e diferenciar os papéis de cada

um dos fatores. A avaliacao dos valores séricos destes nutrientes e da vitamina D no homem
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também é promissora. Dado a inexisténcia de estudos que comparem esses valores com o
sucesso reprodutivo propde-se que se faca também essa analise neste estudo e, inclusive que

se compare os valores com os do liquido seminal.
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7 - Conclusao

Nao obstante a auséncia de consenso acerca dos limites de normalidade dos niveis séricos de
vitamina D, considerando os mais divulgados observou-se uma elevada prevaléncia de

deficiéncia de vitamina D nos estudos analisados.

Apesar das recentes descobertas promissoras, dada a etiologia multifatorial da infertilidade,
¢ dificil concluir acerca do papel de um Unico nutriente na sua génese. Além disso, embora
exista uma base fisiopatologica para um possivel papel da vitamina D na fertilidade e para
serem os seus niveis séricos e foliculares marcadores do sucesso reprodutivo no geral e da
PMA em particular, a heterogeneidade dos estudos e a auséncia da definicdo de um limiar
adequado para a concentracdo de vitamina D no FF obscurecem também a relacdo exata

entre essas duas entidades.

Dado o aumento de prevaléncia da infertilidade, é de extrema relevancia realizarem-se
investigacoes respeitantes a definicdo de um nivel sérico adequado de vitamina D para uma
fertilidade normal, que favoreca nao apenas a espontanea, como facilitando o sucesso de
técnicas de reproducdao medicamente assistida, seja ao nivel da qualidade de embriGes ou da
implantacao. Este esclarecimento seria um forte impulso para que os resultados obtidos nos
diferentes estudos pudessem se traduzir em recomendacdes Uteis e aplicaveis a populacao em

geral, e as gravidas em particular.

Apesar das divergéncias nos resultados encontrados, a avaliacdo da reserva de vitamina D
como parte da rotina propedéutica da infertilidade (sobretudo nas populacées que possam ter
fatores de risco associados, como uma baixa exposicao solar ou uso regular de protetor solar,
raca negra, IMC elevado ou baixa ingestao de vitamina D) e consequente suplementacao
adequada, podera aumentar ndo s6 a taxa de sucesso de FIV e da gravidez no geral, como
diminuir o risco de complicacdes obstétricas e neonatais, sendo necessarios estudos adicionais

para sustentar esta abordagem.

Enquanto se aguardam resultados de mais estudos que avaliem a relacdo entre a deficiéncia
da vitamina D e varios estados patologicos, é importante ndo descurar a evidéncia existente
de estudos laboratoriais e observacionais(1) acerca do papel desta vitamina na saude geral e
na reproducdao em particular. Havendo, contudo, dados favoraveis a suplementacdao de
vitamina D nas mulheres com niveis insuficientes submetidas a PMA, propde-se a realizacao
dum ensaio na UMR do CHCB com base nos resultados desta revisao sistematica. A analise da
taxa de implantacdo (por determinacao de niveis de hCG) e de gravidez clinica (por
observacao ecografica de saco gestacional e, posteriormente, de embridao) sera a mais
apropriada para avaliar esses resultados, dadas as multiplas influéncias de outros parametros
ao longo da gravidez. Importa ter em conta, na definicao desse protocolo, que ainda existe

uma grande lacuna na definicdo dos niveis séricos mais apropriados e das doses de
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suplementacdo mais indicadas em cada caso, essencialmente quando a exposicdo solar é
inadequada ou a cor da pele limita a quantidade de vitamina D formada a partir da radiacao
ultravioleta, que garantam que existe um adequado suprimento desta vitamina durante a
gravidez, ajustado as necessidades cruciais existentes durante este periodo. E assim
imperioso rever o impacto da vitamina D na gravidez para fornecer recomendacoes baseadas

em evidéncias acerca dessa suplementacdo, podendo este ensaio contribuir neste sentido.

Embora as pessoas com infertilidade possam ndo recuperar drasticamente os seus niveis de
fertilidade exclusivamente com o tratamento com vitamina D, a suplementacdo com esta
vitamina é facil e barata podendo ser muito benéfica em termos de salde reprodutiva,
mesmo quando realizada por periodos curtos, como os de tratamento em PMA. Deverao,
porém, ser investigados os possiveis efeitos negativos dos niveis muito elevados de vitamina D

e precisar o seu limiar superior(63).

Apesar do muito que nao esta claro sobre os diferentes papéis da vitamina D na salude no
geral e na reproducao em particular, nomeadamente na PMA, existe evidéncia suficiente para
permitir afirmar que assume papel de marcador clinicamente promissor nestas areas, e

possivelmente noutras também.

Justifica-se, pois, o ensaio planeado e interventivo na UMR. Porém se podera clarificar
algumas das questoes ainda por esclarecer, existirao outras tantas que necessitarao de outras
abordagens. Podera a vitamina D, pelo seu papel no sistema imune, influenciar o sucesso
dessas técnicas? Sera que o fato desta vitamina influenciar a decidualizacdo € o principal
responsavel ou o de poder influenciar a esteroidogénese e o desenvolvimento folicular?
Existira alguma relacao entre a insuficiéncia de vitamina D e complicaces da gravidez, como
a pré-eclampsia e a diabetes gestacional? Permitira a avaliacao dos niveis séricos de 25(0H)D
durante a gravidez correlaciona-los com os resultados perinatais ou dever-se-ao ter em conta
essencialmente os valores pré-concecionais? E, naturalmente, qual o impacto desta vitamina
na técnicas de PMA, considerando como sucesso das mesmas o nascimento de um bebé
saudavel? Estas e outras questdes permanecem por responder mas é especulavel que, apesar
das dificuldades da sua resolucao, sejam esclarecidas dentro de relativamente pouco tempo,
dada a rapida proliferacdo de materiais acerca desta vitamina, recentemente descoberta

como uma “hormona da boa saude”.
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