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Apresentagdo

Apresentacio

Essa tese deu origem a dois artigos cientificos sobre a associagdo da vitamina D
com o metabolismo glicidico na gestacdo e também com desfechos neonatais. Esses
produtos foram resultados obtidos a partir de um estudo maior intitulado “Saude mental e
estado nutricional na gestagcdo e no pos-parto: estudo prospectivo com ensaio clinico
randomizado aninhado” que foi realizado no Centro Municipal de Saude Heitor Beltrdo
(CMSHB), da Secretaria Municipal de Saude (SMS) do Rio de Janeiro.

A coleta de dados iniciada em 2009 e finalizada em 2013 foi realizada por alunos de
iniciacdo cientifica, mestrado, doutorado e pds-doutores que atuam no Observatério de
Epidemiologia Nutricional do Instituto de Nutricdo Josu¢ de Castro da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (INJC - UFRJ). Os estudos contaram com a participagdo € a
colaboracao de pesquisadores do Instituto de Psiquiatria da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (IPUB - UFRJ) e da Universidade Estadual do Rio de Janeiro (UERJ). A anélise das
concentragdes séricas de vitamina D foi realizada em parceria com o laboratério Quest
Diagnostics Nichols Institute (San Juan Capistrano, CA, EUA) e foram intermediadas pelo
Professor Michael Holick da Faculdade de Medicina da Universidade de Boston. Quando
me inseri no grupo de pesquisa, a coleta de dados do campo ja estava em fase final, mas
participei das analises laboratoriais de alguns parametros bioquimicos e conduzi as analises
estatisticas pertinentes aos artigos aqui apresentados. Também participei de diversas
publicacdes nado ligadas ao tema dessa tese.

O estudo foi financiado pela Fundagdao de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de
Janeiro (FAPERJ) com apoio dos seguintes editais: Programa Jovem Cientista do Nosso
Estado (2008), Programa de Apoio a Grupos de Pesquisa Emergentes (2008), Programa de
Auxilio a Pesquisa - APQ1 (2009) e Apoio as Instituicdes de Ensino e Pesquisa Sediadas
no Estado do Rio de Janeiro (2010).

A tese esta estruturada nas seguintes se¢des: resumo/abstract, introducado, revisdo de
literatura, justificativa, hipoteses, objetivos, métodos, resultados, consideragdes finais,
referéncias e anexos.

Os resultados dos estudos estdo apresentados no formato de dois artigos. O primeiro
¢ intitulado “Longitudinal Association of 25-Hydroxyvitamin D with Adipokines and
Markers of Glucose Metabolism among Brazilian Pregnant Women”, e foi publicado em

2019 na revista “British Journal of Nutrition”
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(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30588902) A formatagdo do artigo obedeceu as
regras especificas da revista.
O segundo artigo, “Vitamin D during pregnancy and its association with birth

outcomes: a Brazilian cohort” sera submetido a revista Qualis A1 em breve.
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Resumo

Resumo

Introducdo: Concentragdes de vitamina D séricas inadequadas vém sendo associadas a
desfechos maternos e neonatais indesejados, como aumento da resisténcia a insulina, diabetes
gestacional, menor peso ao nascer, recém-nascido (RN) pequenos para idade gestacional
(PIG) e prematuridade. Objetivos: 1. Avaliar a associa¢do entre o estado de vitamina D no
primeiro trimestre da gestacdo e a taxa de variagdo nas concentragdes séricas de glicose,
insulina, adiponectina e leptina e de modelo de avaliacdo da homeostase de resisténcia a
insulina (HOMA-IR) ao longo da gestacao; 2. Avaliar a associagdao entre as concentragdes
séricas de vitamina D em cada trimestre gestacional e sua variagdo semanal ao longo da
gestagdo e peso e comprimento ao nascer, indice de Apgar, PIG ou grandes para idade
gestacional (GIG) e prematuridade. Métodos: foram utilizados dados de uma coorte
prospectiva com mulheres acompanhadas em um Centro Municipal de Saude no Rio de
Janeiro, em quatro momentos, sendo trés na gestacdo ¢ um no pds-parto. No objetivo 1, as
concentragdes séricas de glicemia (analisadas por método colorimétrico enzimatico), insulina,
adiponectina e leptina (analisadas pelo método por ensaio imunoenzimadtico - ELISA) e o
HOMA-IR (calculado) foram consideradas com variaveis de desfecho. Para o objetivo 2, as
variaveis de desfechos neonatais foram peso (g) e comprimento (cm) ao nascer, indice de
Apgar, obtidos da carteira de acompanhamento infantil. Além disso, os escores z de peso e
comprimento ao nascer foram calculados com base na curva do International Fetal and
Newborn Growth Consortium for the 21°' Century (INTERGROWTH-21%). Os percentis de
peso ao nascer do INTERGROWTH-21% foram utilizados para classifica¢do de PIG (<P10) e
GIG (<P90). A prematuridade foi definida como idade gestacional (IG) no parto <37
semanas. Em ambos os objetivos, a variavel de exposi¢do foi a vitamina D [25(OH)D] sérica,
a qual foi mensurada pela técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massa e foi considerada a exposi¢ao em ambos os objetivos. Para o objetivo
1, o estado de 25(OH)D foi classificado em suficiente e insuficiente de acordo com os pontos
de corte do Institute of Medicine (>50 nmol/L e <50 nmol/L, respectivamente) e da Endocrine
Society (>75 nmol/L e <75 nmol/L, respectivamente). Para o objetivo 2, a vitamina D foi
avaliada em concentracao sérica absoluta. As analises estatisticas incluiram modelos de
regressao linear de efeito misto para dados longitudinais (objetivo 1) e modelos de regressao
linear ¢ de Poisson considerando a vitamina D forma continua, trimestre a trimestre, €

também sua variacdo semanal, isto €, longitudinalmente, sendo esta variagdao estimada pelo
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modelo de melhor predi¢ao linear imparcial (objetivo 2). Resultados: Objetivo 1: gestantes
com concentragdes de 25(OH)D <75nmol/L no 1° trimestre de gestacdo apresentaram
menores concentragdes de insulina (f=-0,12; 1C95% -0,251, 0,009; P=0,069) e adiponectina
(B=-0,070; 1C95% -0,150, 0,010; P=0,085) ao longo da gestacdo em comparacao com aquelas
com niveis de 25(OH)D >75 nmol/L. Gestantes com 25(OH)D <50 nmol/L no 1° trimestre de
gestagdo apresentaram concentragdes de leptina significativamente maiores do que aquelas
com niveis de 25(OH)D >50nmol/L (f=-2,532; 95% CI -0.436, 5,551; P=0,094). Objetivo 2:
A vitamina D foi diretamente associada ao risco de nascimento prematuro em todos os
trimestres gestacionais [1° trimestre: incidence-rate ratios (IRR) 1,018; 1C95%1,002; 1,033;
2° trimestre: IRR 1,051, 1C95%1,034; 1.068; © trimestre: IRR 1,037, IC95% 1,018; 1,056]. A
variacdo semanal de vitamina D foi diretamente associada ao escore z de peso ao nascer (f:
0,350, 1C95% 0,062; 0,638) risco de GIG (IRR: 1,975, IC95% 1,075; 3,628) e prematuridade
(IRR: 7,050, IC95% 3,035; 16,378). Conclusdo: Gestantes que iniciam a gestagdo com
insuficiéncia de vitamina D (<75 nmol/L) apresentam menores concentragdes séricas de
insulina e adiponectina ao longo da gestacao que aquelas com suficiéncia. Considerando-se o
ponto de corte 50 nmol/L, gestantes insuficientes no 1° trimestre de gestacdo, apresentam
maiores concentragdes séricas de leptina ao longo da gestacdo. Em relagdo aos desfechos
neonatais, quanto maiores as concentragdes de vitamina D em cada trimestre gestacional,
maior a chance de RN prematuro. E quanto maior a variacdo semanal da vitamina D na

gestagdo, maiores os escores z de PN, chance de GIG e prematuridade.

Palavras-chave: Gestacdo; Metabolismo glicidico; Vitamina D; Estudos de coorte; Peso ao

nascer; Prematuridade.
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Abstract

Abstract

Background: Inadequate serum concentrations of vitamin D have been associated with
maternal and neonatal undesired outcomes such as increased insulin resistance, gestational
diabetes and such as lower birth weight, small for gestational age (SGA) newborns and
prematurity. Objectives: 1. To assess the association between vitamin D status in the first
trimester of gestation and rate of change of serum concentrations of glucose, insulin,
adiponectin and leptin and homeostatic model assessment of insulin resistance (HOMA-IR)
throughout pregnancy; 2. To evaluate the association between serum vitamin D
concentrations in each gestational trimester and its weekly variation throughout pregnancy
and birth weight and length, Apgar score, SGA or large for gestational age (LGA) newborns
and prematurity. Methods: Data from a prospective cohort with women attended at a
Municipal Health Center in Rio de Janeiro in four moments, three during pregnancy and one
at postpartum. For objective 1, serum glucose concentrations (analyzed by enzymatic
colorimetric method), insulin, adiponectin and leptin (analyzed by the method enzyme-linked
immunosorbent assay - ELISA) and HOMA-IR (calculated) were the gestational outcomes.
For objective 2, the neonatal outcomes were data on birth weight (BW, in g) and length (BL,
in cm), Apgar Index (score), obtained from the child vaccination booklet. In addition, BW and
BL z-scores were calculated based on the International Fetal and Newborn Growth
Consortium for the 21st Century (INTERGROWTH-21st) curve. The BW percentiles
(INTERGROWTH-21st) were used to classify SGA (<P10) and LGA (<P90). Prematurity
was defined as gestational age at delivery <37 weeks. In both objectives, the exposure was
serum vitamin D [25(OH)D], which was measured by the high efficiency liquid
chromatography coupled to mass spectrometry. For objective 1, vitamin D status was
classified as sufficient or insufficient according to the Institute of Medicine cut-off points
(>50 nmol/L and <50nmol/L, respectively) and the Endocrine Society (>75nmol/L and
<75nmol/L, respectively). For objective 2, vitamin D was considered as absolute serum
concentration. Statistical analyzes included mixed-effect linear regression models for
longitudinal data (objective 1) and linear and Poisson regression models considering vitamin
D continuously, trimester by trimester, and also its weekly variation, ie, longitudinally
(objective 2). This variation is estimated by the best unbiased linear prediction model.
Results: Objective 1: pregnant women with concentrations of 25(OH)D <75nmol/L presented

lower concentrations of insulin ($=-0,12; IC95% -0,251, 0,009; P=0,069) and adiponectin

21



(B=-0,070; 1C95% -0,150, 0,010; P=0,085) during pregnancy than those with 25 (OH) D
levels >75 nmol/L. Pregnant women with 25(OH)D <50 nmol/L at baseline had significantly
higher leptin concentrations than those with 25 (OH) D levels >50 nmol/L (f=-2.532; 95% CI
-0.436, 5.551; P=0.094). Objective 2: Vitamin D was directly associated with the risk of
preterm birth in all gestational trimesters [1° trimester: incidence-rate ratios (IRR) 1.018;
1C95%1.002; 1.033; 2™ trimester: IRR 1.051, 1C95%1.034; 1.068; 3™ trimester: IRR 1.037,
1C95% 1.018; 1.056]. Weekly vitamin D variation was directly associated with BW z-score
(f: 0.350, IC95% 0.062; 0,638), LGA (IRR: 1.975, 1C95% 1.075; 3.628) and prematurity risk
(IRR: 7.050, IC95% 3.035; 16.378). Conclusion: Pregnant women who begin pregnancy with
vitamin D insufficiency (<75 nmol/L) have lower serum insulin and adiponectin
concentrations throughout pregnancy than those with sufficiency. Considering the 50 nmol/L
cutoff point, insufficient pregnant women in the first trimester of pregnancy present higher
serum leptin concentrations throughout pregnancy. Regarding neonatal outcomes, as higher
vitamin D concentrations in each gestational trimester, greater the chance of premature
neonates. And the higher weekly variation of vitamin D during pregnancy, higher the BW

scores, chance of LGA and prematurity.

Key words: Pregnancy; Glucose Metabolism; Vitamin D; Cohort studies, Birth weight,
Preterm birth.
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Introducdo

1. Introducao

A gestagdo ¢ um periodo no qual os requerimentos energéticos e de nutrientes estdo
aumentados devido as mudancas fisiologicas e metabolicas no organismo materno, como
aumento de volume plasmatico, de tecido adiposo e perfil diferenciado de secrecao de
hormonios (CATALANO; ROMAN-DRAGO; AMINI; SIMS, 1998; KING, 2000). Essas
modificacdes sdo necessarias para propiciar o adequado desenvolvimento e crescimento fetal.
O organismo materno induz o aumento do consumo de alimentos, aumenta a absor¢do dos
nutrientes provenientes da dieta e a producdo de enzimas necessarias para a conversao de
substratos, como ¢ o caso da la-hidroxilase, responsavel pela conversao da vitamina D na sua
forma ativa, com a finalidade de atender a demanda materna ¢ fetal. (KIELY; ZHANG;
KINSELLA; KHASHAN et al.,, 2016; KING, 2000; ZEHNDER; EVANS; KILBY;
BULMER et al., 2002)

A vitamina D pode ser considerada um pré, pro-hormoénio ou hormonio dependendo
de sua forma e pode ser obtida por algumas fontes dietéticas como leite, derivados e peixes
gordos como arenque e salmdo (HOLICK, 2008; RAJAKUMAR, 2003), porém a principal
via de producdo da vitamina D ¢ endogena e depende de exposicao solar (HOLICK, 2008).
Estudos tém revelado que a prevaléncia de hipovitaminose D ¢ alta, atingindo de 30 a 90% da
populacdo em paises em desenvolvimento, inclusive em paises com alta incidéncia solar
(ARABI; EL RASSI; EL-HAJJ FULEIHAN, 2010; PEREIRA-SANTOS; SANTOS;
CARVALHO; SANTOS et al., 2018; UNGER; CUPPARI; TITAN; MAGALHAES et al.,
2010). Portanto, o ndo atendedimento a recomendagao dietética dessa vitamina (via exogena),
ou quando a produgdo endogena € baixa, pode resultar em concentracdes séricas inadequadas
(insuficiéncia ou deficiéncia), o que pode prejudicar algumas fun¢des no organismo.

Diversos estudos tém observado que concentracdes séricas adequadas de vitamina D
podem diminuir o risco de diabetes mellitus gestacional (DMG) e melhorar o quadro de
resisténcia a insulina (PEREZ-LOPEZ; PASUPULETI; MEZONES-HOLGUIN; BENITES-
ZAPATA et al., 2015; SOHEILYKHAH; MOJIBIAN; MOGHADAM; SHOJAODDINY-
ARDEKANI, 2013). H& evidéncias de que a vitamina D tem o potencial de aumentar a
secrecdo de insulina por meio do estimulo as células beta pancreaticas e também,
indiretamente, por estimulo da adiponectina ou inibicdo da leptina (STIVELMAN;
RETNAKARAN, 2012; TRIUNFO; LANZONE; LINDQVIST, 2017).
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Além disso, a vitamina D apresenta caracteristicas antiinflamatorias, reduzindo a
producdo de citocinas pro-inflamatorias e espécies reativas de oxigénio, o que também
contribui para melhorar a sensibilidade a insulina (TAO; YUAN; MAO; CHEN et al., 2017).
Essa propriedade da vitamina D ¢ importante também na reducao de risco de desfechos fetais
indesejaveis como prematuridade, nascimento de recém-nascidos (RN) pequenos para idade
(PIG) gestacional ou de baixo peso ao nascer (BPN) (RODRIGUEZ-RODRIGUEZ;
RAMIRO-CORTIJIO; REYES-HERNANDEZ; LOPEZ DE PABLO et al., 2018).

Embora haja evidéncias da associagdo da caréncia de vitamina D com desfechos como
a pré-eclampsia e o DMG BPN e a prematuridade, (AMEGAH; KLEVOR; WAGNER, 2017;
LAU; GUNTON; ATHAYDE; BYTH et al., 2011), os pontos de corte para avaliagdo das
concentragdes séricas de vitamina D no periodo gestacional ndo estdo bem estabelecidos.
Logo, diferentes critérios sao adotados nos estudos sendo os pontos de corte do Instituto de
Medicina Americano (MEDICINE, 2011) e da Sociedade Americana de Endocrinologia os
mais comumente empregados (HOLICK; BINKLEY; BISCHOFF-FERRARI; GORDON et
al.,2011).

Desta forma, nesta tese serdo investigadas as associagdes entre vitamina D,
marcadores do metabolismo glicidico e adipocinas em uma coorte de gestantes. Também sera
avaliado se ha associagdo entre vitamina D em cada trimestre da gestacdo assim como sua
variacao semanal e os desfechos neonatais de peso e comprimento ao nascer, indice de Apgar,

ocorréncia de RN PIG ou grandes para IG (GIG) e prematuridade.
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Revisdo da literatura

2. Revisao da literatura

2.1 Vitamina D
Aspectos gerais

Vitamina D ¢ um termo abrangente para um grupo de moléculas denominadas
secosterdis, isto ¢, compostos derivados de esteroides. Esta vitamina pode ser encontrada sob
as formas de ergocalciferol ou vitamina D2 (origem vegetal) e de colecalciferol ou vitamina
D3 (origem animal) (CASTRO, 2011).

A literatura aponta que o principal papel da vitamina D envolve a regulacao da
homeostase do célcio e do fosforo no organismo. A deficiéncia de vitamina D pode levar a
problemas dsseos importantes como raquitismo na infancia e osteomaldcia/osteoporose na
vida adulta (MAEDA; BORBA; CAMARGO; SILVA et al., 2014). Contudo, devido a
identificacao de diferentes sitios celulares com receptores para este metabolito, as pesquisas
sobre a atuacdo da vitamina D vém incorporando uma gama de outras investigagdes em
diferentes sistemas organicos que nao o 6sseo (KIELY; HEMMINGWAY; O'CALLAGHAN,
2017).

Aproximadamente 20% da demanda de vitamina D ¢ obtida a partir do consumo
alimentar, pois este nutriente € escasso nos alimentos, sendo a recomendagdo de ingestdao
dietética de vitamina D de 600 unidades internacionais (UI) diarias para mulheres adultas
(HOLICK, 2008; SASSI; TAMONE; D'AMELIO, 2018; NORMAN; BOUILLON, 2010). A
principal forma de obtencdo da vitamina D ¢ por meio da sintese endogena, a qual ¢
dependente da exposicao da pele a radiacdo solar ultravioleta B (UVB) no comprimento de
onda dentro da faixa de 290 a 315 nandémetros (CASTRO, 2011). Esse comprimento de onda
¢ mais comum entre os paises mais proximos a linha do Equador, como o Brasil, que se
beneficiam, pois a camada atmosférica ¢ menor, assim como a interferéncia nos
comprimentos de onda dos raios UVB. Contudo, em uma meta-analise realizada em 2018
apenas com estudos brasileiros, foram observadas prevaléncias de deficiéncia e insuficiéncia
de vitamina D similares aquelas de paises com menor incidéncia solar, sendo as regides Sul e
Sudeste as mais atingidas (PEREIRA-SANTOS; SANTOS; CARVALHO; SANTOS et al.,
2018). A estacdo do ano ¢ outro fator determinante das prevaléncias de deficiéncia de
vitamina D. Nos meses de verdo, o angulo de incidéncia dos raios solares na terra ¢ menor e,
portanto, a radiagdo UVB ¢ mais intensa (WEBB; KLINE; HOLICK, 1988), o que favorece a

producdo da vitamina D no organismo.
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Aspectos metabolicos

Quando a pele ¢ exposta ao sol, os raios solares UVB possuem a capacidade de
penetrar nas camadas mais profundas da epiderme, na qual se encontra o precursor da
vitamina D3, o 7-dehidrocolesterol. Apds o contato do sol com a pele, tem inicio o processo
de fotolise deste componente. Esse processo propicia a quebra da ligacao entre os carbonos 9
e 10 do anel B do ciclo pentanoperidrofenantreno. Assim, origina-se a molécula secosteroide,
denominada pré-vitamina D3, que tem como caracteristica um dos anéis rompidos. Devido a
sua instabilidade diante de temperatura elevada, essa substancia sofre isomerizacdo € uma
forma mais estdvel ¢ obtida, a vitamina D3 (colecalciferol), a qual é secretada para o meio
extracelular, porém sem exercer efeitos metabolicos nesta etapa. Quando a vitamina D chega
ao sangue (meio extracelular), o colecalciferol e o ergosterol sdo transportados pela proteina
ligadora da vitamina D, do inglés vitamin D binding protein (DBP). Ao alcangar o figado,
ambas as formas sofrem hidroxilacdo no carbono 25, originando entdo a 25-hidroxivitamina D
ou calcidiol [(25(OH)D3, se de origem animal ou por exposi¢do solar, ¢ 25(OH)D2, se de
origem vegetal)]. Apos esse processo, o calcidiol ¢ carreado novamente pela DBP até chegar
aos rins (CASTRO, 2011; WAGNER; TAYLOR; JOHNSON; HOLLIS, 2012) (Figura 1).

No sitio renal, principalmente nos tubulos renais proximais, ocorre uma nova
hidroxilagdo no carbono 1 pela acdo da enzima la-hidroxilase, e entdo a forma ativa da
vitamina D, isto ¢, aquela que exerce efeitos metabolicos, ¢ originada e denominada 1-a,25-
diidroxi-vitamina D [1,25(OH),D ou calcitriol] (Figura 1). A regula¢dao da expressao da 1-a
hidroxilase ¢ mediada pelos niveis séricos de paratormonio (PTH), o qual estimula a atividade
dessa enzima quando ha redugdes séricas de célcio, e outros fatores renais. Essa enzima
também ¢ encontrada em outros tecidos como células do sistema imune, células f3
pancreaticas, paratireoides, placenta, cérebro, entre outros. Por isso, acredita-se que a
vitamina D atue em diversos sistemas organicos. Para que ocorra a a¢do bioldgica, as células
tém que expressar o receptor da vitamina D, do inglés vitamin D receptor (VDR). Por meio da
ligacdo da 1,25(OH),D com o VDR, ocorre a regulacdo da expressao de diversos genes e

inducdo de processos de sinalizacdo intracelular (WACKER; HOLICK, 2013).
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Figura 1. Metabolismo da vitamina D exogena.
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Revisdo da literatura

Pontos de corte da vitamina D sérica

Para a avaliagdo dos niveis séricos de vitamina D, investiga-se a forma 25(OH)D, pois
¢ o metabolito mais abundante e tem maior tempo de meia vida, sendo mais estavel
(HOLICK; BINKLEY; BISCHOFF-FERRARI; GORDON et al., 2011). A defini¢do do ponto
de corte ideal para a suficiéncia de vitamina D ainda ndo estd bem estabelecida. Diversas
agéncias internacionais utilizam valores entre 30 e 100 nmol/L de 25(OH)D (Quadro 1). A
Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia recomenda valores >75 nmol/L para
conferir beneficios mais evidentes em termos de doencas osteometabolicas e
consequentemente menor risco de quedas. Os principais pontos de corte utilizados na
literatura cientifica sdo os do Institute of Medicine (10M, 2011) e da Endocrine Society
Clinical Practice Guidelines (ES) (HOLICK; BINKLEY; BISCHOFF-FERRARI; GORDON
etal.,2011).

Quadro 1. Classificagdo do estado de vitamina D (25(OH)D) segundo diversas agéncias

reguladoras.
Deficiéncia Insuficiéncia Suficiéncia
Agéncias
(nmol/L) (nmol/L) (nmol/L)

IOM/Australia-New Zealand; Nordic

<30 30-<50 >50
and DACH countries; AAP

ES/IOF; AGS; SAHM; JSBMR; JES;

<50 50-<75 >75
Central Europe; UAE

SACN -—-- - >25
Vitamin D Council <50 50-<100 >100

Adaptado de Bouillon, 2017 (BOUILLON, 2017) e Saggese et al., 2018 (SAGGESE; VIERUCCI; PRODAM;
CARDINALE et al., 2018) .

AAP: American Academy of Pediatrics; AGS: American Geriatrics Society; DACH: Deutschland (Germany),
Austria and Confoederatio Helvetica (Switzerland) ES: Endocrine Society; IOF: International Osteoporosis
Foundation; IOM: Institute of Medicine; JES: Japonese Endocrine Society; JSBMR: Japonese Society for Bone and
Mineral Research; SACN: Scientific Advisory Committee on Nutrition; SAHM: Society for Adolescent Health and
Medicine; UAE: United Arabian Emirates

2.2 Vitamina D na gestacio
Recomendacdo e metabolismo
Especificamente na gestagdo, as recomendacdes de ingestdo de vitamina D e os

respectivos pontos de corte séricos empregados ndo diferem da populacdo adulta devido a
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falta de evidéncias na literatura cientifica sobre a necessidade de pontos de corte diferenciados
(KIELY; HEMMINGWAY; O'CALLAGHAN, 2017).

A conversao do colecalciferol a calcidiol nao sofre mudangas, portanto seria plausivel
esperar que nao fossem encontradas diferencas entre as concentragdes séricas de 25(OH)D em
diferentes momentos da gestagdo (WAGNER; TAYLOR; JOHNSON; HOLLIS, 2012). No
entanto, um estudo com dados da mesma coorte utilizada na presente tese encontrou uma
tendéncia de evolucdo ascendente nas concentragdes séricas de vitamina D ao longo da
gestagdo (1° trimestre: 65nmol/L; 2° trimestre: ~79nmol/L; 3° trimestre: ~84nmol/L)
(FIGUEIREDO; COCATE; ADEGBOYE; FRANCO-SENA et al, 2017). Um estudo
realizado com gestantes colombianas sauddveis mostrou que as concentragdes de 25(OH)D
aumentam discretamente ao longo da gestacao (1° trimestre: ~66nmol/L; 2° trimestre:
~75nmol/L; 3° trimestre: ~80nmol/L) e que a diferenca foi significativa apenas entre o
primeiro e terceiro trimestre (P<0,001) (AGUDELO-ZAPATA; MALDONADO-ACOSTA;
SANDOVAL-ALZATE; POVEDA et al.,, 2018). Adicionalmente, em uma coorte de
gestantes norte-americanas, foram encontradas concentragoes séricas médias de 25(OH)D de
68,9nmol/L, 76,2nmol/L e 80,9nmol/L no primeiro, segundo e terceiro trimestre,
respectivamente, corroborando com os dados citados anteriormente (FRANCIS; HINKLE;
SONG; RAWAL et al., 2018).

A maior producdo de DBP entre a 8" e a 10* semana gestacional (SG) ¢ uma das
modificagdes do metabolismo da vitamina D na gestagdo (WAGNER; TAYLOR; JOHNSON;
HOLLIS, 2012). Embora ndo estejam esclarecidos os mecanismos envolvidos no aumento da
produgdo de DBP, ha a suposi¢ao de que o estrogénio seja um dos agentes que estimulem essa
sintese em maiores proporgdes (BIKLE; GEE; HALLORAN; HADDAD, 1984). Além disso,
entre a 10* ¢ 12* SG, ocorre também o aumento da atividade da enzima lo-hidroxilase nos
rins, placenta e decidua e, em contrapartida, menor expressao da enzima 24-hidroxilase, a
qual cataboliza a vitamina D (BRANNON; PICCIANO, 2011; EVANS; BULMER; KILBY;
HEWISON, 2004; NOVAKOVIC; SIBSON; NG; MANUELPILLAI et al., 2009). Esse
processo otimiza a conversao da 25(OH)D em 1,25(OH)D e resulta no aumento nos niveis da
forma ativa da vitamina D no organismo materno. Em torno da 12* SG, os niveis de
1,25(OH)2D sdo duas vezes maiores que em mulheres adultas ndo gestantes e continuam a
aumentar ao longo da gestacdo (LUND; SELNES, 1979; WAGNER; TAYLOR; JOHNSON;
HOLLIS, 2012).

Embora a placenta produza vitamina D, a producgdo renal tem um papel fundamental,

pois estudos mostram que mulheres com 1-a hidroxilase renal ndo funcional, mesmo que com
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a placenta saudavel, ndo revelaram aumento expressivo nos niveis de 1,25(OH)D circulante
(GREER; HOLLIS; NAPOLI, 1984; WAGNER; TAYLOR; JOHNSON; HOLLIS, 2012).
Pensava-se que esse aumento no metabdlito ativo da vitamina D ocorresse unicamente devido
a necessidade de transporte de célcio para a formagao do esqueleto fetal. Porém, niveis tao
elevados, isto €, acima dos niveis fisioldgicos comumente encontrados em mulheres saudéaveis
ndo gestantes, ndo modificam o mecanismo da homeostase de calcio (STEVENSON;
HILLYARD; MACINTYRE; COOPER et al., 1979; WAGNER; TAYLOR; JOHNSON;
HOLLIS, 2012). Este fato ¢ mais um indicio de que a vitamina D pode atuar em outras
funcdes extra esqueléticas na gestacao.

E crescente o numero de estudos que investigam a associagdo entre vitamina D e
desfechos gestacionais. Zhang et al. (2018) realizaram uma revisao sistematica com meta-
analise incluindo 87 estudos observacionais e 25 ensaios clinicos randomizados que avaliaram
a relacdo entre vitamina D e DMG ou os fatores de risco para DMG, entre eles glicemia e
insulina de jejum, e o modelo de avaliagdo da homeostase da resisténcia a insulina
(homeostatic model assessment of insulin resistance, HOMA-IR). Dos 27 estudos com dados
séricos de vitamina D e glicemia de jejum, 17 encontraram correlacdo negativa e ao agrupar
todos os estudos, manteve-se essa correlagdo (coeficiente de correlacao: -0,100; 1C95% -
0.166; -0.033). A mesma direcdo foi encontrada em relacdo ao HOMA-IR, dos 16 estudos
inclusos, 11 apresentaram correlagdo negativa entre vitamina D e HOMA-IR e, ao considerar
todos os estudos, essa relacdo foi mantida (coeficiente de correlagdo: -0.351; 1C95% -0.594;-
0.050) (ZHANG; GONG; XUE; XIONG et al., 2018). Adicionalmente, Enquobahrie et al.
(2011) realizaram uma comparagdo do perfil de expressdo de genes entre gestantes com
concentragdes de 25(OH)D <64 nmol/L e gestantes com concentracdes de 25(OH)D >79
nmol/L. Esses autores encontraram importante diferenca na expressao de 305 genes entre os
grupos. Alguns desses genes sdo relacionados a angiogénese, inflamacdo e processos
metabolicos, como metabolismo de carboidratos, ou seja, quando ndo expressos podem levar
a disturbios metabdlicos que s3o associados a diabetes, inflamagdo, entre outros
(ENQUOBAHRIE; WILLIAMS; QIU; SISCOVICK et al., 2011). Esses achados indicam que
menores concentragdes de vitamina D podem estar relacionadas ao desenvolvimento de

condicdes adversas de satde, como resisténcia a insulina, diabetes, pior estado inflamatoério.

Vitamina D e metabolismo glicidico na gestagao
A gestacdo ¢ um periodo no qual a mulher desenvolve um estado fisiologico de

resisténcia a insulina, gradual e crescente ao longo dos trimestres (SONAGRA; BIRADAR;
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K; MURTHY D S, 2014). Estima-se que no terceiro trimestre da gestagdo, a sensibilidade a
insulina decline em torno de 50% em comparagdo aos niveis normais devido a necessidade
fetal de glicose, seu principal substrato energético, caracterizando o periodo de maior
crescimento fetal, (CATALANO; TYZBIR; ROMAN; AMINI et al., 1991). Diante disso,
maior resisténcia a insulina confere maior disponibilidade de glicose no sangue materno para
ser transferida para o feto por meio da placenta. Porém, este quadro pode ser agravado e
desencadear DMG, que por sua vez aumenta o risco de complicagdes no parto € manutengao
do quadro de diabetes mellitus apos o parto (ASSOCIATION, 2004).

Os hormoénios da gestacdo, como o estrogénio, a progesterona e¢ o lactogénio
placentario humano sdo alguns fatores que reconhecidamente influenciam neste processo de
redugdo da sensibilidade a insulina (RYAN; ENNS, 1988). Mas, além desses, a vitamina D
vem sendo apontada como outro fator que influencia no metabolismo glicidico. A deficiéncia
desta vitamina estimula a secre¢do de paratormonio na tentativa de compensar a menor
absor¢do de célcio. Assim, ocorre um quadro de hiperparatireoidismo secundario. Mais
tardiamente, essa condi¢ao faz com que haja aumento de célcio intracelular. Com essa
elevacao, pode haver alteragdo nos mecanismos de reconhecimento nas células-alvo de
insulina, reduzindo sua acdo. Esse efeito causa danos na sinalizacdo pos-receptores de
insulina, prejudicando, por exemplo, a translocagdo do transportador de glicose GLUT-4, o
que resulta em maiores concentragdes séricas de glicose (STIVELMAN; RETNAKARAN,
2012). Adicionalmente, o desequilibrio de calcio intra e extracelular nas células beta
pancreaticas, podem reduzir a conversao de pro-insulina a insulina (STIVELMAN;
RETNAKARAN, 2012; TRIUNFO; LANZONE; LINDQVIST, 2017).

Walsh et al. (2013) avaliaram a associagdo entre vitamina D e resisténcia a insulina,
por meio da avaliagdo do modelo HOMA-IR, em gestantes no primeiro e terceiro trimestres
gestacionais. Os autores observaram correlacdo negativa entre resisténcia a insulina no
primeiro trimestre ¢ 25(OH)D na 28* SG (r=-0,32; p-valor=0,02) e também que gestantes com
25(OH)D acima da mediana no primeiro trimestre (>41,0 nmol/L) apresentaram menores
valores de HOMA-IR (1,1 vs. 2,2; p-valor=0,02) e no terceiro trimestre (mediana 45,7
nmol/L) apresentaram uma tendéncia a menor HOMA-IR (1,7 vs. 3,1; p-valor=0,07)
(WALSH; MCGOWAN; KILBANE; MCKENNA et al., 2013).

Casey et al. (2018) conduziram um estudo observacional com 1.585 gestantes
Irlandesas entre a 24 e a 32* SG com o objetivo de investigar a associa¢ao entre os niveis de
25(OH)D e marcadores de DMG e lipidios. Apesar da alta prevaléncia de deficiéncia de

vitamina D nessa amostra (65,8%), ndo houve diferenca nos marcadores de DGM entre os
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grupos com 25(OH)D <50 nmol/L ou >50 nmol/L. Nas andlises de regressao, observou-se
uma tendéncia de associagdo inversa entre concentra¢do de vitamina D e glicemia de jejum
(coeficiente de regressdo -0,017; 1C95% -0,034; 0,001, p-valor: 0,06); e associacdo direta
apenas entre concentracdes de 25(OH)D e HOMA-f (coeficiente de regressao 1,013; 1C95%
1,001; 1,024; p-valor:0.031). Estes resultados indicaram que maiores concentragdes de
vitamina D aumentaram a secrecdo de insulina nas células  pancreaticas (CASEY;
MCGINTY; HOLMES; HILL et al., 2018).

Em um ensaio clinico randomizado realizado com 120 gestantes recrutadas até¢ 12 SG,
foi testado o efeito de diferentes doses de suplementacdo de vitamina D nos valores de
resisténcia a insulina (SOHEILYKHAH; MOJIBIAN; MOGHADAM; SHOJAODDINY-
ARDEKANI, 2013). A suplementacao para todos os grupos ocorreu entre a 12* SG e o parto.
O grupo A recebeu 200 Ul/dia, o grupo B 1.666 Ul/dia e o grupo C 3.333/dia. Ao final do
estudo, observou-se reducao nos valores d¢ HOMA-IR para todos os grupos de intervencao,
porém houve diferenca significativa apenas entre os grupos A e C [diferenca média (DP) A:
1,46 (1,69), C: 0,7 (1,04); p-valor: 0,02]. Em contrapartida, em um ensaio clinico
randomizado, duplo cego, com 158 gestantes, realizado em 2014, foi avaliado o possivel
efeito de diferentes doses de vitamina D (400 UI x 5,000 UI) em gestantes com deficiéncia
desta vitamina e ndo encontraram diferencas significativas no HOMA-IR e nem na ocorréncia
de DGM (YAP; CHEUNG; GUNTON; ATHAYDE et al., 2014). Contudo, a amostra nao foi
calculada com poder para detectar diferengas na ocorréncia de DGM entre os grupos. E
possivel ainda que o inicio da suplementacdo possa ter sido tardio (segundo trimestre de
gestacao) ou ter ocorrido por tempo insuficiente. Além disso, ndo foi considerada a severidade
da deficiéncia da vitamina D, o que poderia interferir no efeito do tratamento.

Mousa et al. (2017) investigaram a associagao entre 25(OH)D no primeiro trimestre
gestacional e desfechos glicémicos (glicemia em jejum, 1 e 2 horas apds ingestao de glicose)
no terceiro trimestre em mulheres com sobrepeso e obesidade no primeiro trimestre. Os
autores observaram correlagdo negativa entre vitamina D na linha de base e glicemia de jejum
e glicemia uma hora apos o teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) (r=0,35, p-
valor<0,001; r=-0,22, p-valor: 0,04, respectivamente). Além disso, mulheres com maiores
concentragdes de vitamina D no inicio da gestagdo, apresentaram menor risco de desenvolver
DMG entre a 26" e 28* SG (OR: 0,97, IC 95% 0,94 — 0,99) (MOUSA; ABELL; SHORAKAE;
HARRISON et al., 2017). Este resultado mostrou que o estado de vitamina D no inicio da

gestagdo teve impacto nos desfechos ao longo da gestacdo, no qual a maior a concentragao de
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25(OH)D no 1° trimestre gestacional, levou a menor concentragdo de glicose no 2° trimestre,
assim como menor o risco de desenvolver DGM.

Além da atuacdo direta da vitamina D sobre as células B pancreaticas, a vitamina D
desempenha uma ac¢dao imunomoduladora e antiinflamatéria, o que poderia reduzir a
resisténcia a insulina causada por citocinas pro-inflamatdrias que estdo exacerbadas no
periodo gestacional e assim podem melhorar o perfil metabolico (TRIUNFO; LANZONE;
LINDQVIST, 2017). Adicionalmente, também pode influenciar no metabolismo glicidico por
meio das adipocinas, mais especificamente adiponectina e leptina (HAJIMOHAMMADI;
SHAB-BIDAR; NEYESTANI, 2017; MOUSA; ABELL; SHORAKAE; HARRISON et al.,
2017). As adipocinas sdo proteinas secretadas majoritariamente pelo tecido adiposo e
desempenham papéis importantes sobre controle do apetite, fatores inflamatorios, resisténcia
a insulina, entre outros (KERSHAW; FLIER, 2004; KHAN; JOSEPH, 2014).

A adiponectina ¢ uma adipocina que tem propriedades de sensibilizag@o a insulina das
células-alvo (figado, musculo esquelético e tecido adiposo), como aumento da captacdo de
glicose no musculo. Essa adopocina também protege as células B de ataques imunoldgicos e
reduz a resisténcia a insulina por meio de efeitos imuno-regulatorios e antiinflamatérios
(RAKATZI; MUELLER; RITZELER; TENNAGELS et al.,, 2004). Em gestantes, as
concentragdes de adiponectina tém sido associadas a melhoria no quadro resisténcia a insulina
(BOZKURT; GOBL; BAUMGARTNER-PARZER; LUGER et al., 2018; RETNAKARAN;
RETNAKARAN, 2012). Porém, durante a gravidez, sdo esperadas reducdes nas
concentragdes de adiponectina no plasma materno devido ao aumento do tecido adiposo. Em
contraste a outras proteinas secretadas pelos adipdcitos, a adiponectina tem sua expressao
reduzida em situacdes de aumento de tecido adiposo (FUGLSANG; SKJAERBAEK;
FRYSTYK; FLYVBIJERG et al., 2006).

A vitamina D parece estar positivamente associada ao aumento da secrecao de
adiponectina por duas vias. A primeira se da por meio do estimulo a expressdo génica da
adiponectina (Liu et al., 2009. Rajj et al., 2014), o que poderia diretamente estimular a maior
producdo desta adipocina. Ja a segunda, pela atuacao da vitamina D na regulagdo negativa da
renina no tecido adiposo, que entdo reduz a ativagdo do sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA) (VAIDYA; WILLIAMS; FORMAN, 2012). Com a reducdo da producao
dos componentes do SRAA, especialmente aldosterona, ocorre o aumento da secre¢do de
adiponectina, porém esse mecanismo permanece desconhecido (FALLO; DELLA MEA;
SONINO; BERTELLO et al., 2007). Portanto, se a vitamina D atua reduzindo a expressao do

SRAA, a baixa concentragdo de vitamina D possivelmente leva a reducido da secrecdo de
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adiponectina por esta via e pode ser considerado um fator de risco para disturbios no
metabolismo glicidico.

Um estudo observacional com 445 gestantes mostrou que mulheres que
desenvolveram DMG apresentaram menores concentragdes de adiponectina no 1° (11,73 vs
9,67ug/mL) e 2° trimestre (11,67 vs 9,70png/mL) da gestacdo em comparacao com aquelas que
ndo desenvolveram DMG. Os autores também encontraram uma correlagdo negativa entre as
concentragdes de adiponectina ¢ HOMA-IR em ambos os trimestres (1° trimestre: r:-0,22;
p<0,04; 2° trimestre: 1:-0,22; p<0,01) (LACROIX; BATTISTA; DOYON; MENARD et al.,
2013). Um estudo caso-controle com 71 mulheres conduzido no Canadd em 2014 comparou
os niveis séricos de vitamina D e adiponectina em gestantes com DMG e gestantes saudaveis
entre 24 e 28 SG (MCMANUS; SUMMERS; DE VRIJER; COHEN et al., 2014). Os autores
concluiram que as mulheres com DMG (n=36) tiveram menores concentragdes de 25(OH)D e
adiponectina quando comparados com gestantes saudaveis (n=35). Embora este estudo nao
tenha desenho longitudinal, o que ndo permite sugerir uma relagdo de causalidade, o mesmo
indica que pode haver uma relacdo entre vitamina D, adiponectina e DGM. Assim,
considerando a acao da vitamina D sobre esta adipocina, destacada anteriormente, ¢ relevante
investigar essa possivel associacado.

A leptina tem sua expressdao aumentada na gestagdo devido ao incremento de tecido
adiposo no organismo materno (HENSON; CASTRACANE, 2006). A vitamina D
possivelmente reduz a secrecao desta por meio da regulacdo da transcricdo (KONG; CHEN;
ZHU; ZHAOQO et al., 2013; MENENDEZ; LAGE; PEINO; BALDELLI et al., 2001). Uma
meta-analise com seis ensaios clinicos e 14 estudos observacionais indicou que existe uma
relacdo inversa entre leptina e vitamina D, porém houve heterogeneidade significativa entre os
estudos, o que enfraquece a evidencia, ndo sendo possivel concluir como de fato ¢ essa
associacao e os mecanismos desta acdo da vitamina D sobre a leptina (HAJIMOHAMMADI;
SHAB-BIDAR; NEYESTANI, 2017). Embora ndo comprovada esta relagdo, a potencial a¢cdo
da vitamina D na redug¢do da secrecdo de leptina seria benéfica, pois esta adipocina exerce um
efeito pro-inflamatorio, estimulando a produgdo de citocinas, que por sua vez poderiam
agravar o quadro de resisténcia a insulina e aumento de risco de prematuridade (PEREZ-
PEREZ; TORO; VILARINO-GARCIA; MAYMO et al., 2018).

Embora haja evidéncias sobre a relagdo entre vitamina D e marcadores do
metabolismo glicidico (Quadro 2), os estudos ainda sdo inconclusivos e os mecanismos nao

estao completamente esclarecidos.
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Quadro 2. Resumo dos estudos de vitamina D e marcadores do metabolismo glicidico na gestagao.

Autor (ano); origem

Desenho

, Desfecho Principais resultados
(pais) do estudo; amostra
Correlag@o negativa entre HOMA-IR no 1° trimestre gestacional e vitamina D no
WALSH et al. (2013); Coorte prospectiva: 60 gestantes HOMA-IR 3°trimestre (r=-0,32; p-valor=0,02); Mulheres com 25(OH)D acima da mediana

Irlanda

MOUSA et al. (2017);
Australia

CASEY et al. (2018);
Irlanda

SOHEILYKHAH et
al. (2013); Ira

YAP etal., (2014);
Australia

Ensaio clinico randomizado
(dados apenas do grupo
controle); 102 gestantes

Observacional transversal;
1.585 gestantes

Ensaio clinico; 120 gestantes
Grupo A 200 Ul/dia, grupo B
1.666 Ul/dia e grupo C
3.333/dia.

Ensaio clinico; 158 gestantes
80 grupo controle: 400 Ul/dia;
78 grupo intervengdo: 5.000
Ul/dia

Glicemia de jejum e
ap6s TOTG

Glicemia, HOMA-
IR, HOMA-B, TOTG

HOMA-IR

Glicemia de jejum e
ap6s TOTG;
HOMA-IR

no 1° trimestre (>41,0 nmol/L) apresentaram menores valores de HOMA-IR (1,1
vs. 2,2; p-valor=0,02)

Correlagdo negativa entre vitamina D no 1° trimestre e glicemia de jejum e pods
TOTG (r=—0,35, p-valor<0,001; r=-0,22, p-valor: 0,04, respectivamente). Maiores
concentracdes de vitamina D 1° trimestre, menor risco de DMG entre a 26 ¢ 28°
SG (OR: 0,97, IC 95% 0,94 — 0,99)

Tendéncia de associag@o inversa entre concentragdo de vitamina D e glicemia de
jejum (coeficiente de regressdo -0,017; 1C95% -0,034; 0,001, p-valor: 0,06); e
associacdo direta apenas entre concentragdes de 25(OH)D ¢ HOMA-B
(coeficiente de regressao 1,013; IC95% 1,001; 1,024; p-valor:0.031)

Todos os grupos apresentaram redugdo de HOMA-IR, porém diferenca

significativa apenas entre A e C [diferenca média (DP) A: 1,46 (1,69), C: 0,7
(1,04); p-valor: 0,02]

Nao houve diferenga entre os grupos
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Vitamina D e desfechos neonatais

O peso ao nascer (PN) e o comprimento ao nascer sdo as primeiras medidas corporais
realizadas na primeira hora de vida do recém-nascido, sendo o PN um dos parametros
mundialmente mais utilizados para avaliar a condi¢do de vida do neonato (CHRISTIAN,
2010). O PN pode ser classificado segundo termos absolutos (Quadro 3) ou em relagdo ao
percentil para SG ao nascimento e sexo segundo um padrido/referéncia de comparagdo
(Quadro 4). Na presente tese foram adotados os valores recomendados pelo International
Fetal and Newborn Growth Consortium for the 21st Century (INTERGROWTH 21%, um
estudo multicéntrico que teve por objetivo estabelecer novas curvas internacionais prescritivas
de crescimento, incluindo a fase fetal, neonatal e pos-neonatal, e o qual considera também RN

prematuros (VILLAR; CHEIKH ISMAIL; VICTORA; OHUMA et al., 2014).

Quadro 3. Classificacdo do peso ao nascer em valores absolutos.

Peso ao nascer (g)

Classificacao

<1500

Muito baixo peso

>1500; <2500 Baixo peso
>2500; <4000 Normal
>4000 Macrossomia

(BRASIL, 2004).

Quadro 4. Classificagao do percentil de peso ao nascer em relacao a IG.

Peso ao nascer (percentil) Classificacao
<P10 PIG
>P10; <P90 AlIG
>P90 GIG

(PEDREIRA; PINTO; PEREIRA; COSTA, 2011; VILLAR; CHEIKH
ISMAIL; VICTORA; OHUMA et al., 2014)

O estado nutricional materno ¢ um importante determinante do PN e comprimento ao
nascer, uma vez que o feto ¢ totalmente dependente da transferéncia de nutrientes por meio da
placenta (GACCIOLI; LAGER, 2016). De maneira geral, o metabolismo da mulher passe por
adaptagdes para poupar nutrientes para transferéncia fetal. Quando o estado nutricional
materno estd em um nivel mais grave de deplecdo, essa adaptagdo ndo ¢ suficiente para
atender a demanda e o crescimento fetal pode ser prejudicado, aumentando o risco para

nascimentos PIG ou com BPN (POPPITT; PRENTICE; GOLDBERG; WHITEHEAD, 1994).
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O excesso de peso materno ou ganho de peso excessivo na gestacdo também oferece riscos ao
feto em desenvolvimento uma vez que a oferta excessiva de nutrientes pode favorecer a
ocorréncia de RN GIG e ruptura prematura das membranas, resultando em parto pré-termo,
isto ¢, antes de 37 SG (GOLDSTEIN; ABELL; RANASINHA; MISSO et al., 2017; LIU;
XU; SUN; DU et al., 2019).

A glicose ¢ o principal substrato energético utilizado pelo feto, logo esse tipo de
macronutriente ¢ o mais transportado pela placenta (SONAGRA; BIRADAR; K; MURTHY
D S, 2014). Especialmente no terceiro trimestre da gestacdo, o aumento da resisténcia a
insulina promove a maior utilizagdo de lipidios para a demanda energética materna,
priorizando os carboidratos para transferéncia fetal (SONAGRA; BIRADAR; K; MURTHY
D S, 2014). Neste periodo, ocorre a maior taxa de incremento de peso fetal, refletindo em
maior deposito de gordura e também aumento muscular, garantindo reserva de nutrientes
(CHRISTIAN, 2010).

Existe uma relagdo intrinseca entre o metabolismo de macro e micronutrientes,
portanto, além de uma dieta equilibrada em energia, lipidios, carboidratos e proteinas, as
necessidades de micronutrientes também devem ser supridas (CHRISTIAN, 2010). Mas, além
disso, outras vitaminas exercem diferentes acdes, que ndo diretamente relacionadas ao
metabolismo de macronutrientes, como a vitamina D.

Classicamente, a vitamina D atua sobre o metabolismo 6ssco. O aumento da conversao
da vitamina D para a forma ativa ¢ gradual ao longo das SG e j4 no segundo trimestre, as
concentracoes dobram em relagdo aos valores pré-gestacionais (WAGNER; TAYLOR;
JOHNSON; HOLLIS, 2012). Este aumento favorece a absor¢ao de calcio no intestino
materno e diminui sua excre¢ao renal, o que viabiliza maiores quantidades deste mineral para
transferéncia fetal e formagao esquelética, impactando no comprimento € no PN (ABRAMS,
2007). Um dos mecanismos envolvidos neste processo ¢ a secrecdo de peptideo relacionado
ao PTH (PHTrP), o qual ¢ produzido na glandula paratiredide do feto e também na placenta
(MULLIGAN; FELTON; RIEK; BERNAL-MIZRACHI, 2010). Quando o PHTrP alcanca a
circulacao materna, este liga-se ao receptor de PTH/PHTrP tanto nos rins quantos nos 0ssos
da mulher e entdo ocorre a sinalizacdo celular para que haja a regulacio do calcio
(MULLIGAN; FELTON; RIEK; BERNAL-MIZRACHI, 2010).

Outras ac¢des da vitamina D podem influenciar nos desfechos neonatais. A placenta
apresenta todo o aparato metabolico necessario para conversdo da vitamina D para sua forma
ativa, e, ao longo da gestacdo, a nivel placentario, a expressdo da enzima conversora (1-o

hidroxilase) aumenta enquanto a enzima catalizadora (24-hidroxilase) reduz (KIELY;
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HEMMINGWAY; O'CALLAGHAN, 2017). Além disso, a placenta apresenta receptores de
vitamina D, indicando que existe sua atua¢do neste local. A vitamina D desempenha na
placenta o papel de regulagdo da expressao de hormonios como progesterona, que atua na
glicose materna, aumentando a resisténcia a insulina para disponibilizar glicose ao feto,
fornecendo energia para o crescimento fetal (LAPILLONNE, 2010; SHIN; CHOI;
LONGTINE; NELSON, 2010). Dessa forma, ocorre o incremento de peso fetal.

Em uma meta-analise recém-publicada, incluindo 54 estudos, totalizando 67.484
participantes, Tous et al. (2019) avaliaram a associagdo entre concentracdes de vitamina D na
gestacdo ¢ o PN, comprimento ao nascer, ocorréncia de PIG e prematuridade. Foram
considerados trés pontos de corte para classificacdo do grau de suficiéncia da vitamina D, 30
nmol/L, 50 nmol/L e 75 nmol/L. Gestantes com vitamina D abaixo de 30 nmol/L tiveram RN
com menor PN e 59% mais chance de PIG, mas ndo houve diferenga quanto ao comprimento
ao nascer nem em relacdo a prematuridade. As gestantes com vitamina D < 50nmol/L tiveram
43% e 28% mais chance de RN PIG e parto prematuro, respectivamente. Ao realizar as
analises com o ponto de corte de 75nmol/L, ndo foram encontradas diferencas entre as
categorias (TOUS; VILLALOBOS; IGLESIAS; FERNANDEZ-BARRES et al., 2019). Estes
resultados indicam que existe uma associagdo direta entre menores concentragdes de vitamina
D e risco de alguns desfechos neonatais adversos, como BPN, PIG e prematuridade.

Chen et al. (2017) realizaram uma meta-analise apenas com estudos de coorte e para
investigar a associacao entre deficiéncia de vitamina D e PIG. Foram incluidos 13 estudos,
contabilizando 28.285 gestantes, sendo que cinco estudos mediram vitamina D no 1° trimestre
gestacional, cinco no 2° e apenas trés avaliaram em mais de um trimestre da gestagdo. Ao
compilar todos os resultados, observou-se que as gestantes com deficiéncia de vitamina D
tiveram 1,59 mais chances de ter nascimentos PIG (OR: 1,588; CI95% 1,138; 2.216) (CHEN;
ZHU; WU; LI et al., 2017). Ressalta-se que a diferenca nos pontos de corte adotados para
indicar a classificacdo da deficiéncia de vitamina D (<25 nmol/L; <37,5 nmol/L; ¢ <50
nmol/L) e os diferentes momentos de avaliagdo sérica da vitamina D podem ter atenuado as
associacoes. O mecanismo sugerido pelos autores para explicar a relacdo de causalidade
envolveu o perfil inflamatorio das mulheres.

Neste sentido, ha evdéncias do envolvimento da vitamina D na mediagdo de
marcadores inflamatdrios. Gestantes com menores concentragdes de vitamina D poderiam
apresentar maior expressao de citocinas pro-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral
alfa, o qual inibe a sintese de hormonios placentarios e também induz o catabolismo do

calcitriol (CHEN; ZHU; WU; LI et al., 2017, DIAZ; NOYOLA-MARTINEZ; BARRERA;
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HERNANDEZ et al., 2009). Além disso, a vitamina D atua na resposta imune adaptativa
inibindo o fator de transcricdo kappa beta (NFxB) na decidua, o qual ¢ o principal fator de
transcricdo de mediadores inflamatérios (CHEN; ZHU; WU; LI ef al., 2017, COHEN-
LAHAV; SHANY; TOBVIN; CHAIMOVITZ et al., 2006). Este cendrio pré-inflamatorio
gera estresse oxidativo, que por sua vez reduz a perfusdo placentaria e, consequentemente,
prejudica o transporte de nutrientes para o feto, levando a restricdo de crescimento intra-
uterino e aumentando o risco de nascimentos PIG ou com BPN (RODRIGUEZ-
RODRIGUEZ; RAMIRO-CORTIJO; REYES-HERNANDEZ; LOPEZ DE PABLO et al.,
2018).

O perfil inflamatério na gestacdo também se relaciona a presenca de patogenos, o que
pode aumentar o risco para parto prematuro. Algumas bactérias tém a capacidade de romper a
membrana amnidtica e, entdo, podem desencadear uma sequéncia de respostas imunologicas.
Entre elas, ocorre a produgdo de citocinas pro-inflamatérias e prostaglandinas que estimulam
a contragdo uterina de forma precoce (BASTEK; GOMEZ; ELOVITZ, 2011). A vitamina D
pode exercer um efeito protetor, estimulando a expressdo de proteinas que protegem contra a
acdo de patdgenos, como a catelicidina, reduzindo a producdo dessas citocinas e, portanto, o
risco de contragio uterina que induziria um parto pré-termo (BASTEK; GOMEZ; ELOVITZ,
2011; HEWISON, 2011; ROMERO; ESPINOZA; GONCALVES; KUSANOVIC et al.,
2007). Um estudo transversal brasileiro com 158 mulheres comparou a concentracdo sérica de
vitamina D no parto entre aquelas que deram a luz a RN prematuros (<32 semanas de
gestagcdo) e a termo (> 37 semanas) (KASSAI; CAFEO; AFFONSO-KAUFMAN; SUANO-
SOUZA et al., 2018). As mulheres que tiveram filhos prematuros apresentaram menores
concentragdes de vitamina D em relagdo as que tiveram parto a termo (54,2 = 28,0 nmol/L vs.
65,4 + 24,5 nmol/L, p-valor: 0,011). Uma meta-analise realizada em 2017 com 24 estudos (6
ensaios clinicos e 18 estudos observacionais, totalizando 28.391 participantes) encontrou
resultados inconsistentes quando diferentes pontos de corte foram empregados(ZHOU; TAO;
HUANG; ZHU et al, 2017). Ao avaliar o ponto de corte do IOM, gestantes com
concentragdes séricas <50 nmol/L apresentaram 1,25 (IC95%: 1,13—1,38) vezes mais chances
de parto prematuro que aquelas com >50 nmol/L. Contudo, considerando o ponto de corte da
ES (75 nmol/L), ndo houve associacao estatisticamente significativa (OR: 1,09; 1C95%: 0,89—
1,35). Este resultado reforg¢a a discussdo sobre a definicdo do ponto de corte que deve ser
recomendado na gestagdo e também que os estudos consideram diferentes momentos de

coleta de sangue, dificultando a comparacao entre estes.
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¢ plausivel hipotetizar que a vitamina D também pode estar associada indiretamente ao indice
de Apgar. Este indice refere-se ao escore de pontuacdo do neonato no primeiro minuto pos-
parto e aos cinco minutos pds-parto, no qual sdo avaliados cinco itens: frequéncia cardiaca,
cor da pele (cianose), irritabilidade reflexa, esforgo respiratorio e tonus muscular (APGAR,
1953). Quanto maior a pontuagdo, melhor o estado de satide e menor necessidade de suporte
médico ao RN. De acordo com meta-andlise conduzida por Amegah et al. (2017) sobre
insuficiéncia de vitamina D e risco de desfechos neonatais indesejaveis, os autores
encontraram que estudos de intervencao, a suplementagdo de vitamina D foi associada a
maiores pontuacdes de Apgar (HOSSAIN; KANANI; RAMZAN; KAUSAR et al., 2014;
SABLOK; BATRA; THARIANI; BHARTI ef al., 2015). Nos estudos observacionais, apenas
em um estudo espanhol com 466 gestantes no 1° trimestre gestacional, mulheres com
vitamina D <75 nmol/L apresentaram 40% mais chance de RN com Apgar <7
(FERNANDEZ-ALONSO; DIONIS-SANCHEZ; CHEDRAUI; GONZALEZ-SALMERON
etal.,2012).

Embora haja evidéncias (Quadro 5), ainda existe uma lacuna na literatura quanto a
relacdo da vitamina D e os desfechos perinatais. Portanto novos estudos podem colaborar para
elucidagdo dessa tematica que € relevante diante de um cenario no qual ainda sdo encontradas
taxas em torno de 19,3% de PIG e até 28% de prematuridade, importantes causas de morbi-
mortalidade neonatal (KATZ; LEE; KOZUKI; LAWN et al, 2013; LEE; KOZUKI;
COUSENS; STEVENS et al., 2017).
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Quadro 5. Resumo dos estudos de vitamina D gestacional e desfechos neonatais.

Autor (ano,); origem Desenho Desfecho Principais resultados
(pais) do estudo; amostra

Gestantes com vitamina D <30 nmol/L tiveram RN com menor PN
(diferenca média: -87,82; 1C95% -119,73; -55,91) e mais chance de PIG
(OR: 1,59; 1C95% 1,24; 2,03). Gestantes com vitamina D < 50nmol/L
tiveram mais chance de RN PIG (OR: 1,43; 1C95% 1,08; 1,91) ¢

prematuro (OR: 1,28; 1C95% 1,08; 1,52), respectivamente.

. PN, comprimento ao
Meta-analise; 54 estud ’
TOUS et al. (2019); craranalise, o7 esTdos nascer, PIG,

(67.484 gestantes) prematuridade

Gestantes com deficiéncia de vitamina D tiveram 1,59 mais chances de ter

Meta-andlise; 13 estudos PIG nascimentos PIG (OR: 1,588; CI95% 1,138; 2.216).

CHEN etal. (2017); (28.285 gestantes)

As mulheres que tiveram filhos prematuros apresentaram menores
Kassai et al. (2018); Observacional, transversal, rematuridade concentracdes de vitamina D em relagdo as que tiveram parto a termo
Brasil 158 gestantes p (54,2 £ 28,0 nmol/L vs. 65,4 + 24,5 nmol/L, p-valor: 0,011).

Gestantes com concentragdes séricas <50 nmol/L apresentaram mais

chances de parto prematuro que aquelas com >50 nmol/L (OR: 1,25;
Meta-analise; 24 estudos 1C95%: 1,13-1,38).

ZH t al. (2017); i
OU et al. (2017); (28391 gestantes) prematuridade

Apenas em um estudo espanhol com 466 gestantes no 1° trimestre

Amegah et al. (2017); Meta-analise: 18 estudos fndice de Apgar gestacional, mulheres com vitamina D <75 nmol/L apresentaram 40%
mais chance de RN com Apgar <7.
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3. Justificativa

As condi¢des de satide da mulher podem influenciar de forma marcante o periodo
gestacional. O estado nutricional adequado, que atenda a demanda energética do organismo e
que mantenha as concentracdes séricas adequadas de micronutrientes, pode reduzir o risco de
intercorréncias maternas e fetais.

O periodo gestacional, por si s0, j4 € um momento onde ¢ esperado aumento do
estresse oxidativo, produg¢do de citocinas pro-inflamatorias e resisténcia a insulina
(FIALOVA; MALBOHAN; KALOUSOVA; SOUKUPOVA et al., 2006). Neste sentido,
estudos ja evidenciaram que menores concentragdes de vitamina D também estdo associadas a
desfechos gestacionais adversos como aumento da resisténcia a a¢do da insulina, que pode
evoluir para DMG, assim como a desfechos neonatais indesejdveis como BPN e
prematuridade (BOGGESS; ESPINOLA; MOSS; BECK et al., 2011; TOUS; VILLALOBOS;
IGLESIAS; FERNANDEZ-BARRES et al., 2019; TRIUNFO; LANZONE; LINDQVIST,
2017). Portanto a adequacdo das concentra¢cdes de vitamina D podem contribuir para a
reducdo de riscos de desfechos maternos e neonatais indesejaveis por meio da modulagdo do
estresse oxidativo, regulacdo do sistema imunoldgico e atuagdo no metabolismo glicidico.

Segundo a teoria da origem fetal das doengas, as condi¢cdes gestacionais sao
importantes determinantes de desfechos neonatais indesejaveis, que por sua vez aumentam o
risco de doencas também na vida adulta (BARKER, 2007). Assim, desfechos de nascimento
como PIG e GIG e prematuridade sdao uma preocupacao devido ao aumento do risco de morte
neonatal e comprometimento do desenvolvimento, que pode impactar negativamente na
qualidade de vida (PLATT, 2014; SAVCHEV; SANZ-CORTES; CRUZ-MARTINEZ;
ARRANZ et al., 2013). Ha evidéncias de que estes RN tém maior probabilidade de
desenvolver doencas ndo transmissiveis na adolescéncia e na idade adulta (DE JONG;
MONUTEAUX; VAN ELBURG; GILLMAN et al, 2012; KLEISER; SCHAFFRATH
ROSARIO; MENSINK; PRINZ-LANGENOHL et al., 2009).

Estudos epidemiolégicos sobre o estado nutricional de micronutrientes, como da
vitamina D, sdo relevantes para a elucidagdo de possiveis associagdes com desfechos
maternos-infantis. A identificacao de defici€éncia/insuficiéncia de vitamina D ¢ uma condi¢ao
passivel de modificagdo, logo podem ser realizadas orientagdes nutricionais no planejamento
da gestacdo e no seu decorrer com a finalidade de reduzir o risco de intercorréncias maternas

€ neonatais.
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Além disso, esta temética ainda ¢ pouco estudada no Brasil e os estudos desenvolvidos
nessa tese podem contribuir com a literatura cientifica. Diante da auséncia de pontos de corte
definidos para o periodo gestacional, o primeiro artigo descrito na tese abordara a associagao
da adequagdo da vitamina D no primeiro trimestre gestacional com a mudanga nas
concentragdes de marcadores do metabolismo glicidico e adipocinas ao longo da gestacao,
considerando dois pontos de corte para classificagdo do estado de adequacdo da vitamina D.
Portanto, tem o potencial de colaborar com evidéncias sobre a influéncia do ponto de corte
nos desfechos gestacionais. O segundo artigo podera trazer evidéncias de como a vitamina D
se associa a desfechos neonatais, onde ainda também existe uma lacuna nos estudos

brasileiros € nao ha consenso na literatura.
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4. Hipoteses

Artigo 1
As mulheres que iniciam a gestacdo com concentragdes inadequadas de vitamina D
tém maiores valores de glicemia, insulina, resisténcia a insulina, e leptina e menores de

adiponectina.

Artigo 2
Mulheres com maiores concentragdes de vitamina D na gestagdo tem recém-nascidos
com maior peso ao nascer, maiores escores de Apgar e menor risco de recém-nascidos

pequenos para idade e prematuridade.
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5. Objetivos

Artigo 1
1. Avaliar a associag¢dao entre o estado de suficiéncia da vitamina D e as concentragdes de

glicemia, insulina, resisténcia a insulina, adiponectina e leptina ao longo da gestacao.

Artigo 2
1. Avaliar a associacdo entre as concentracoes séricas de vitamina D em cada trimestre e sua
variacdo ao longo da gestacdo e o peso ao nascer, indice de Apgar, risco de PIG, GIG e

prematuridade.
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6. Métodos

6.2 Desenho do estudo

O presente estudo baseia-se em uma coorte prospectiva com gestantes adultas
saudaveis atendidas no Centro Municipal de Satde Heitor Beltrao (CMSHB), na Tijuca, Rio
de Janeiro, Brasil, no periodo de novembro de 2009 a outubro de 2011.

As gestantes foram acompanhadas ao longo do pré-natal e realizaram entrevistas e
coleta de sangue em trés momentos da gestacdo, uma em cada trimestre: entre 5*-13* SG, 20°-
26* SG e 30%-36" SG. Adicionalmente, em um momento entre 30 e 45 dias pds-parto, as

mulheres compareceram apenas para realizagdo de entrevista.

Inicio da gestacdo

v

v

Pos-parto

[ 1? visita ] —_— [ 2% visita ] —_— [ 32 visita ] —y[ 4? visita ]

Linha de base
(5* — 13 semana

gestacional)

1° seguimento

(20? — 26 semana

gestacional)

2° seguimento
(30% — 36 semana

gestacional)

4° seguimento
(30-45 dias pos-
parto)

Questionario geral
QFA
Antropometria

Coleta de sangue

7

Questionario geral
Antropometria

Coleta de sangue

7

Questionario geral
QFA
Antropometria

Coleta de sangue

/4

Questionario geral
Antropometria

Informagdes do parto

4

Siglas: QFA: questionario de frequéncia alimentar

Figura 2. Fluxograma de acompanhamento e avaliacdes realizadas nos estudos.
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6.2 Captacao das gestantes

As gestantes receberam o convite para participar do projeto apos ser confirmado
resultado positivo do teste imunologico de gravidez ou quando compareceram ao
CMSHB para primeira consulta de pré-natal.

Todas as mulheres contatadas responderam a um questionario geral,
independentemente de aceitarem ou recusarem participar do estudo, com as seguintes
informagdes: data da Ultima menstruacdo, idade, escolaridade, peso pré-gestacional,
numero de filhos, informagdes sobre doencas cronicas nao transmissiveis (DCNT) e

infecciosas, local da residéncia, e local de realizagdo do pré-natal.

6.3 Critérios de elegibilidade

ApOs o primeiro contato na captacdo, 322 foram consideradas elegiveis para o
estudo gestantes com até 13 SG, com idade entre 20 e 40 anos, livres de doencas
infecciosas ou DCNT (exceto obesidade)] e com acompanhamento pré-natal no

CMSHB. Dessas, 299 gestantes concordaram em participar do projeto.

6.4 Critérios de exclusiao

Para as andlises do artigo 1, foram excluidas mulheres que sofreram aborto
espontaneo (n=25), hipertensdo arterial cronica (n=3), gestagdo multipla (n=4),
diagnostico de doenga infecciosa ou nao transmissivel apos o inicio do estudo (n=11),
gravidez avancada (>14 SG, n=15) confirmada ap6s inclusdao no estudo, que mudaram
de local de atendimento no pré-natal (n=7), natimorto (n=5), sem analise de vitamina D
medida na linha de base (n=30), que informaram alteragdo de glicemia (n=12) e que ndo
realizaram as demais analises bioquimicas (n=1).

No artigo 2, foram excluidas mulheres que sofreram aborto espontaneo (n=25),
hipertensdo arterial cronica (n=3), gestagdo multipla (n=4), diagnostico de doenca
infecciosa ou ndo transmissivel ap6s o inicio do estudo (n=11), gravidez avangada (>14
SG, n=15) confirmada apds inclusdo no estudo, que mudaram de local de atendimento
no pré-natal (n=7), natimorto (n=5), ndo compareceram a consulta de linha de base
(n=5), sem analise de vitamina D medida na linha de base (n=26), sem informacdo de
peso ao nascer (n=13), sem informacdo de comprimento ao nascer (n=3), com IG no

parto > 42 semanas (n=1), informacao equivocada no registro de IG no parto (n=1).
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6.5 Coleta de dados

Na primeira consulta da gestante com a equipe da pesquisa, era coletada amostra
de sangue, realizada antropometria e agendado o retorno ainda no primeiro trimestre
para aplicacao do questionario geral (Anexo Online 1) com dados sociodemograficos,
de condigdes de saude, entre outros. Nos seguimentos do segundo e terceiro trimestres,
as mulheres retornavam para coleta de sangue, pesagem e aplicacdo de questionario

geral (Anexos Online 2).

6.6 Variaveis do estudo
6.6.1 Variavel dependente
Artigo 1

Os marcadores do metabolismo glicidico (glicemia e insulina), adiponectina e
leptina foram avaliados na fragdo sérica. A coleta de sangue foi realizada na linha de
base e nas duas ondas de seguimento do estudo por um profissional qualificado,
previamente treinado, seguindo protocolo de jejum de 12 horas. Ap6s o sangue ser
devidamente coletado, foi centrifugado durante 5 minutos a 5.000 rotagdes por minuto e
0 soro ¢ o plasma foram separados e armazenados em freezer a -80°C para andlises
posteriores.

A glicemia de jejum foi estimada por método colorimétrico enzimatico, por
meio da utilizacdo de kits comerciais (Linco Research, St. Charles, Missouri, EUA e
Wiener Lab., Rosario, Argentina, respectivamente). As concentragdes de insulina foram
avaliadas por ensaio imunoenzimatico (ELISA) por meio de kits comerciais especificos
projetados para amostras humanas (Millipore, St. Charles, MO, EUA), com
sensibilidade de 2uU/ml. O HOMA-IR foi calculado com base na multiplicagao da
insulina de jejum (uU/mL) e glicose (mmol/L) dividido por 22,5. As adipocinas foram
avaliadas por ELISA, com sensibilidades de 0,78 ng/mL para adiponectina e 0,5 ng/dL

para leptina.

Artigo 2

O PN (g), comprimento ao nascer (cm) e indice de Apgar no primeiro minuto
(escore) foram obtidos na caderneta de vacinacdo infantil na visita pos-parto. Os
escores-z de PN e comprimento ao nascer foram calculados com base nas tabelas e
graficos do INTERGROWTH-21st, de acordo com o sexo ¢ a IG (VILLAR; CHEIKH
ISMAIL; VICTORA; OHUMA et al, 2014). Os valores dos percentis do
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INTERGROWTH-21st também foram utilizados para a classificagdo do PN para a 1G
no nascimento, sendo classificado em adequado para IG (AGA; entre percentil 10 e 90),
PIG (percentil <10) ou GIG (percentil> 90). Os graficos do INTERGROWTH-21st
incluem RN nascidos entre 24 e 42 SG, permitindo a inclusdo de recém-nascidos
prematuros. A IG ao parto foi calculada com base na data de nascimento relatada na
consulta pos-parto. O nascimento prematuro foi classificado como IG ao nascimento

<37 semanas.

6.6.2 Variavel independente

Para a mensuragdo da 25(OH)D, foi utilizada a fragdo plasmaética do sangue
coletado na linha de base. As amostras foram enviadas ao laboratorio Quest Diagnostics
Nichols Institute (San Juan Capistrano, CA, EUA), o qual ¢ reconhecido pelo programa
de padronizagao de hormodnios coordenado pelo Centro de Controle e Prevencao de
Doengas. Foi utilizada a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massa (HPLC/MS), método considerado padrdo ouro. Nesta técnica,
as proteinas sdo extraidas por precipitagdo e posteriormente sdo separadas por
cromatografia liquida para entdo serem detectadas e quantificadas por meio de
espectrometria de massa. A faixa de medi¢do analitica ¢ de 10-640 nmol/L e o
coeficiente de variacao ¢ <10%.

As concentracdes plasmaticas de 25(OH)D foram categorizadas segundo os
pontos de corte preconizados pela IOM e pela ES em insuficiente (IOM <50 nmol; ES
<75 nmol/L) ou suficiente (IOM >50 nmol/L; ES >75 nmol/L), respectivamente.

6.6.3 Co-variaveis

Um questionario estruturado (Anexos 1, 2 e 3) foi utilizado para obtengdo das
co-variaveis investigadas no estudo maior. Para as presentes analises, as seguintes co-
variaveis foram utilizadas: idade (anos), estado marital (casada ou em relacionamento
estavel/solteira), renda familiar per-capita (USDS$), educacdo (anos), habito de fumar
(ndo fumante/fumante atual ou ex-fumante), consumo de alcool (ndo/sim), intervalo
interpartal (nulipara ou > 48 meses/< 48 meses), cor da pele (branca/ndo branca) e
alteracdo da glicemia auto-referida (ndo/sim).

A 1IG (semanas) foi calculada baseada na primeira ultrassonografia (USG)
obstétrica realizada antes da 26" semana de gestagdo. Quando esta informagdao nao

estava disponivel, foi utilizada a data da ultima menstruacao (DUM).
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As medidas antropométricas foram realizadas por avaliadores de acordo com os
procedimentos padronizados descritos por Gordon et al. (1988). As mulheres foram
pesadas em balanga digital (Filizzola PL 150, Filizzola Ltda, Brasil) com capacidade de
150 kg e variacdo de 0,1 kg em cada trimestre gestacional. A altura foi mensurada em
duplicata por meio de estadiometro portatil (Seca Ltd., Hamburgo, Alemanha) fixado a
parede, com limite de 220 cm e escala de 0,1 cm. O indice de massa corporal (IMC)
[peso (kg)/altura (m?)] foi calculado a partir do peso aferido e da altura mensurada no
primeiro ponto de seguimento.

O consumo energético (Kcal) foi estimado a partir de um questiondrio de
frequéncia alimentar (QFA) semi-quantitativo, que foi relativamente validado com a
populacdo adulta do Rio de Janeiro (GIACOMELLO; SCHMIDT; NUNES; DUNCAN
et al., 2008) na linha de base e no terceiro trimestre, ambos referentes ao consumo
aliementar nos ultimos seis meses anteriores a entrevista (SICHIERI;, EVERHART,
1998) (Anexo 4).

O QFA utilizado era constituido de uma lista que contém 82 alimentos € com
oito opcoes de resposta de frequéncia de consumo, as quais: 3x/dia; 2 a 3x/dia; 1x/dia; 5
a 6x/semana; 2 a 4x/semana; Ix/semana; 1 a 3x/més e nunca ou quase nunca. As
respostas obtidas foram transformadas para frequéncias diarias e, a partir destes dados,
utilizou-se o software Dietsys do ‘National Cancer Institute’ (NCI - USA) para estimar-
se o consumo de nutrientes e calorias. A base de dados empregada foi a Tabela
Brasileira de Composi¢do de Alimentos - TACO (NEPA-UNICAMP, 2011). Quando
ndo disponiveis os dados, utilizou-se a tabela de composi¢do de alimentos americana do

‘United States Department of Agriculture’ (USDA, 2011).

6.6.4 Analises estatisticas
Artigo 1

Inicialmente, avaliou-se a distribui¢dao das variaveis de interesse. Para avaliagao
da normalidade, foi realizado o teste de Shapiro-Wilk. A idade materna, ingestdo de
vitamina D, renda familiar per-capita, IMC, glicemia, insulina, HOMA-IR, adiponectina
e leptina ndo apresentaram distribuicdo normal (teste de Shapiro-Wilk valor de p
<0,05). Por essa razdo, as caracteristicas da amostra foram descritas usando medianas e
intervalos interquartilares. Os dados categdricos foram apresentados como valores
absolutos (n) e frequéncias relativas (%). As caracteristicas na linha de base foram

estratificadas de acordo com o status da vitamina D (suficiéncia versus insuficiéncia).
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Para comparar medianas e frequéncias, utilizou-se o teste U de Mann-Whitney e o teste
qui-quadrado, respectivamente.

Andlises de perda de seguimento foram realizadas para verificar a possivel
ocorréncia de viés de selecao, comparando as medianas ou frequéncias dos dados de
primeiro trimestre das gestantes que completaram o estudo com aquelas que foram
perdidos ao longo do acompanhamento por meio dos testes U de Mann-Whitney e qui-
quadrado, respectivamente. Foram consideradas as seguintes varidveis nessa analise:
status de vitamina D de acordo com os pontos de corte estipulados pela IOM e pela ES,
ingestdo de vitamina D, idade, IMC, renda familiar per-capita, glicemia, insulina,
HOMA-IR, concentragdes de adiponectina e leptina, paridade, cor da pele auto-referida
e estagao do ano.

Modelos de regressao de efeitos mistos para dados longitudinais foram
realizados para avaliar as associagdes longitudinais do estado de vitamina D no primeiro
trimestre com os desfechos ao longo da gestacdo. Este processo de modelagem permite
a inclusdo de varidveis tempo dependentes e independentes, ¢ robusto para lidar com
intervalos de tempo que ndo seja equidistantes e considera a correlagdo entre medidas
repetidas (SINGER; WILLETT, 2003; TWISK, 2013) Singer & Willett, 2003; Twisk,
2013). Foi incluido termo de interag@o entre vitamina D no 1° trimestre e a IG (variavel
tempo do modelo) para explorar o comportamento longitudinal dos desfechos avaliados.
Os modelos foram ajustados para fatores de confusdo selecionados por significancia
estatistica (p <0,2) na analise bivariada para cada um dos cinco desfechos. Como o teste
estatistico para avaliar interagdo possui baixo poder analitico, foi considerado p<O0,1
como um limiar para definir a significancia estatistica para o termo de interagdo e
p<0,05 para as variaveis de efeito principal. Graficos de dispersao contendo predicao
longitudinal e intervalos de confianga de 95% foram construidos para ilustrar a variagdao
na glicemia e as concentragdes de adipocinas durante a gesta¢do de acordo com o estado
da vitamina D na linha de base.

Todas as andlises foram realizadas no pacote estatistico Stata 12.0 (Stata
Corporation, College Station, TX). As interacdes significativas identificadas nos
modelos longitudinais foram ilustradas por graficos plotados com o software RStudio
3.3.1 (45).

Os roteiros das principais analises desenvolvidas estdo disponiveis no anexo 5.
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Artigo 2

Na linha de base, as caracteristicas das gestantes foram descritas usando
médias e desvios-padrdo (DP) para varidveis continuas e frequéncias absolutas (n) e
relativas (%) para variaveis categoricas. A normalidade da distribuicdo dos dados foi
avaliada por histogramas e avaliagdo de medidas de curtose, assimetria e teste de
Shapiro Wilk. Trés variaveis apresentaram distribui¢ao assimétrica (PN, comprimento
ao nascer e indice de Apgar), mas a assimetria ndo foi alta e as possiveis transformacdes
ndo melhoraram a distribuicdo e tornariam mais complexas a interpretacao dos
resultados. Assim, foram assumidas como normais.

A vitamina D foi analisada usando duas abordagens diferentes. A primeira
considerou a vitamina D em cada momento (trimestre) e a segunda usou um método de
dois estagios para avaliar a associacao entre a taxa de variacao da vitamina D durante a
gestagdo e os desfechos neonatais. Para esta etapa, foi aplicado um modelo linear de
efeitos mistos para dados longitudinais, incluindo a IG (semanas) como efeitos
aleatorios e, a partir dessa regressdo, foi estimada a melhor predi¢ao linear imparcial
(best linear unbiased prediction, BLUP) de coeficientes aleatorios (CHEN;
FERGUSON; MEEKER; MCELRATH et al., 2015). A partir desse modelo, obteve-se o
valor de intercepto predito, ou seja, a concentracdo média de vitamina D quando a IG
seria zero e coeficiente angular da reta predita (slope), que representa a taxa estimada de
mudancga da vitamina D no tempo, nesse caso SG. O segundo estagio compreendeu a
inclusdo do coeficiente angular da reta da vitamina D e do intercepto obtidos na analise
de BLUP como exposicdes nos modelos de regressao.

Modelos de regressao linear foram utilizados para avaliar a associacdo entre
cada medida trimestral de vitamina ou sua variacdo semanal ¢ PN (g), escore-z de PN,
comprimento ao nascer (cm), escore-z de comprimento ao nascer e indice de Apgar.
Também foram plotados graficos de dispersdo para ilustrar a relagdo entre a variagdo
semanal de vitamina D e o escore-z de PN e comprimento ao nascer. A vitamina D foi
avaliada como uma variavel continua, uma vez que os desfechos categdricos ja
apresentam baixas prevaléncias e isto poderia reduzir a for¢a das associagdes. A
associacdo entre vitamina D e desfechos categoricos (PIG/GIG; parto prematuro) foi
avaliada por meio de regressao de Poisson com variancia robusta, sendo incidence-rate
ratios (IRR) o estimador de risco utilizado.

Todos os modelos multivariados foram ajustados para fatores de confusdo

selecionados definidos anteriormente com base na literatura e em graficos aciclicos
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direcionados (DAG). Os DAGs sao diagramas pelos quais ¢ possivel tracar caminhos
tedricos causais entre variaveis, indicar fatores de confusdo e determinar o conjunto
minimo de fatores de confusdo para ajustar os modelos analiticos (MM GREENLAND
S, 2008). Os DAGs foram construidos com daggity (TEXTOR; HARDT; KNUPPEL,
2011). Um conjunto unico de fatores de confusdo foi selecionado para todos os
resultados e incluiu escolaridade materna, IMC no inicio da gestagdo, cor da pele, habito
de fumar, consumo de alcool e consumo calorico (Figura 2 do artigo 2). Além disso,
os RN prematuros foram excluidos dos modelos de PN, comprimento ao nascer e Indice
de Apgar, uma vez que o ajuste para IG ndo foi indicado pelo DAG e a adicao desses
casos poderia alterar a distribui¢do dos modelos. Todas as andlises estatisticas foram
realizadas no Stata Data Analysis and Statistical Software (Stata, versdo 15)
(STATACORP, 2017).

Os roteiros das principais analises desenvolvidas estdo disponiveis no anexo 6.

6.7 Aspectos éticos

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Maternidade Escola
(mimero do protocolo: 0023.0.361.000-08), pelo Instituto de Psiquiatria da
Universidade Federal do Rio de Janeiro [[PUB (numero do protocolo: 0012.0.249.000)
ambos da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), ¢ pelo Comité de Etica da
Secretaria Municipal de Saude (SMS) da cidade do Rio de Janeiro (ntimero do
protocolo: 0139.0.314.000-09; (Anexo 7). Todas as participantes assinaram um termo

de consentimento livre ¢ esclarecido (Anexo 8).
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7. Resultados

A secdo de resultados esta dividida emdois artigos, sendo um publicado € um
submetido.
Artigo 1 (publicado)
“Longitudinal Association of 25-Hydroxyvitamin D with Adipokines and Markers of

Glucose Metabolism among Brazilian Pregnant Women”.
Artigo 2

“Vitamin D during pregnancy and its association with birth outcomes: a Brazilian

cohort”.
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7.1 Artigo 1. (Anexo 9)
Longitudinal Association of 25-Hydroxyvitamin D with Adipokines and Markers of

Glucose Metabolism among Brazilian Pregnant Women — British Journal of Nutrition

Abstract
This study aimed to evaluate the longitudinal association of vitamin D status with
glycaemia, insulin, Homeostatic Model Assessment of Insulin Resistance (HOMA-IR),
adiponectin and leptin. A prospective cohort with 181 healthy, pregnant Brazilian
women was followed at the 513" 20"-26" and 30"-36" gestational weeks. In this
cohort, 25(OH)D plasma concentrations were analysed using liquid chromatography-
tandem mass spectrometry. Vitamin D status was categorized as sufficient or
insufficient using the Endocrine Society Practice Guidelines (ESPG) (>75/<75 nmol/L)
and the Institute of Medicine (IOM) (=50/<50 nmol/L) thresholds. Linear mixed-effect
regression models were employed to evaluate the association between vitamin D status
and each outcome, considering the interaction terms between vitamin D status and
gestational age (P<0.1). At baseline, 70.7% of pregnant women had 25(OH)D levels
<75 nmol/L and 16% had levels <50 nmol/L. Women with sufficient vitamin D status at
baseline, using both the ES and IOM thresholds, presented lower glycaemia than those
with insufficient 25(OH)D. Pregnant women with 25(OH)D concentrations <75 nmol/L
showed lower insulin (=-0.12; 95% CI -0.251, 0.009; P=0.069) and adiponectin (B=-
0.070; 95% CI -0.150, 0.010; P=0.085) concentrations throughout pregnancy than those
with 25(OH)D levels >75 nmol/L. Pregnant women with 25(OH)D <50 nmol/L at
baseline presented significantly higher leptin concentrations than those with 25(OH)D
levels >50 nmol/L (f=-2,532; 95% CI -0.436, 5.551; P=0.094). The baseline status of
vitamin D influences the biomarkers involved in glucose metabolism. Vitamin D
sufficient women at baseline had higher increases of insulin and adiponectin changes

throughout gestation than those who were insufficient.
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Introduction

Prevention of gestational diabetes mellitus (GDM) is a key intervention to
circumvent the maternal and foetal consequences of this disease. The primary method of
preventing GDM is by lifestyle changes, such as physical activity and diet!). One
important modifiable risk factor is vitamin D deficiency among pregnant women.
Vitamin D deficiency is considered highly prevalent worldwide and often persists
during pregnancy®?. Studies have suggested that low concentrations of vitamin D may
be associated with alterations in glucose metabolism™®, can be a risk factor for GDM®"
and are characterized by glucose intolerance or glycaemia values higher than the normal
range when detected during pregnancy®.

One possible mechanism by which vitamin D may act on glucose metabolism is
by increasing adiponectin secretion®!?. This adipokine has insulin sensitization
properties of the target cells (liver, skeletal muscle and adipose tissue) and can enhance
glucose uptake in muscle tissue'!!"!'>). Adiponectin also protects B-cells from immune
attack and reduces insulin resistance through immunoregulatory and anti-inflammatory
effects!"'¥. In pregnant women, adiponectin concentrations have been inversely
associated with adverse maternal outcomes, such as GDM!>!® overweight, and
obesity!”. During pregnancy, a reduction in maternal plasma adiponectin
concentrations is expected!®!?. Many factors can influence the expression of this
adipokine. Vitamin D concentration is one example!'>?", as it down-regulates pro-
inflammatory cytokines and up-regulates anti-inflammatory cytokines. Vitamin D
appears to be positively associated with adiponectin gene expression, and suppresses the
renin-angiotensin-aldosterone system (RAS) components secreted by adipocytes, thus
contributing to increased adiponectin secretion®??, Low 25(OH)D concentrations may
then reduce the secretion of adiponectin and could be considered a risk factor for GDM
and insulin resistance(!*>29),

Leptin is a hormone that regulates lipid metabolism and inflammation by
influencing glucose metabolism in an inverse manner to adiponectin, i.e., it reduces

insulin sensitivity®>

. Leptin is directly associated with preeclampsia, GDM and
macrosomia®®?7, Studies have shown an inverse association between vitamin D and
leptin concentrations®®3?, The mechanism by which vitamin D metabolites impact
leptin levels remains unclear. One possible mechanism is that the fat solubility of
vitamin D can cause it to be sequestered in fat tissues, leading to a high level of

intracellular calcium, which increases lipogenesis and decreases lipolysis©®". A lower
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serum vitamin D may lead to a higher serum leptin since its concentration is related to
greater body fat mass®**¥. However, randomized clinical trials have found no
association between vitamin D supplementation and changes in leptin
concentrations®!-9,

There are few studies evaluating the association between vitamin D status,
glycaemia and adipokines during pregnancy, particularly among healthy pregnant
women without comorbidities such as GDMG!3339) The aim of this study was to
evaluate the vitamin D status of pregnant women in the first trimester and, if variation
in vitamin D status during pregnancy was associated with changes in adiponectin, leptin

and glycaemia concentrations throughout pregnancy among a cohort of healthy

Brazilian women.

Methods
Study design

This study consists of a prospective cohort with healthy pregnant adult women
from a public health care centre in Rio de Janeiro, Brazil, carried out from November
2009 to October 2011.

Two hundred and ninety-nine women were invited to participate in the study in
accordance with the following eligibility criteria: (a) being between 5-13 weeks of
gestation, (b) aged between 20 and 40 years, and (c) without any known infectious or
chronic non-communicable diseases (except obesity). Criteria for exclusions after
baseline clinical evaluation consisted of the following: miscarriages (n=25), chronic
arterial hypertension (»=3), multiple gestation (n=4), diagnosis of infectious or non-
communicable disease after starting the study (n=11), advanced pregnancy (=14 weeks
of gestation, n=15), prenatal care withdrawn (n=7), stillbirth (»=5), no vitamin D
measured at baseline (n=30), self-reported glycaemia alteration (n=12), and no

biochemical analyses performed (n=1).

Biochemical analyses

Venous blood samples were taken after a 12 h overnight fasting at three different
visits (first, second, and third gestational trimesters). Samples were immediately
centrifuged (5,000 rpm for 5 minutes), aliquoted and stored at -80°C until further
analysis. Plasma samples were used to determine 25-hydroxyvitamin D [25(OH)D]

(nmol/L), leptin (ng/dL) and adiponectin (ng/mL) concentrations.

57



Resultados

Main independent variable

Plasma 25(OH)D concentrations were analysed using liquid chromatography-
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) at the Quest Diagnostics Nichols Institute
laboratory (San Juan Capistrano, CA, USA) using the LC Thermo Cohesive System
coupled to a Thermo Quantum Ultra Mass Spectrometer (Thermo Fisher; San Jose, CA,
USA). This method is the gold standard with analytical measurement range of 10-640
nmol/L and the coefficient of variation <10%.

The 25(0OH)D concentrations at baseline (5""~13" gestational weeks) were used
to determine vitamin D status. Pregnant women were categorized as being vitamin D
sufficient or insufficient, using two cut-points based on the Endocrine Society Practice
Guidelines (ESPG) and the Institute of Medicine (IOM). According to the ESPG,
vitamin D sufficiency and insufficiency are defined as having 25(OH)D concentrations
>75 nmol/L and <75 nmol/L, respectively'®. Using the IOM cut-points, sufficiency and
insufficiency were defined as 25(OH)D concentrations >50 nmol/L or <50 nmol/L,

respectively®?.

There are controversies in the literature, as to which cut-point of
vitamin D for insufficiency is the most appropriate. There is also no specific guideline
set forth for pregnant women. We have decided to report both cut-points, to increase

transparency and to allow for comparability between various studies in the literature.

Dependent variables

Serum fasting glycaemia was estimated by enzymatic colorimetric methods,
using commercial kits (Linco Research, St. Charles, Missouri, USA and Wiener Lab.,
Rosario, Argentina, respectively) and insulin concentrations were assessed by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) using specific commercial kits designed for
humans (Millipore, St. Charles, MO, USA), with sensitivity of 2 pU/ml. HOMA-IR was
calculated based on the product of fasting insulin (WU/mL) and glucose (mmol/L)
divided by 22.54®. The adipokines were evaluated using ELISA, with sensitivities of
0.78 ng/mL for adiponectin and 0.5 ng/dL for leptin.

Covariate assessment
A structured questionnaire administered at baseline was used to collect
information on study population characteristics including: age (y), per-capita monthly

household income (USD), parity (nulliparous or primiparous/multiparous) and self-
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reported skin colour (white, black or mixed). Date of first blood collection was used to
define the season at baseline (summer, autumn, winter and spring).

Anthropometric measurements were collected according to standardized
procedures at baseline®®”. Weight was measured using a digital scale (Filizzola PL 150,
Filizzola Ltda., Sdo Paulo, Brazil) at each gestational trimester and height was measured
in duplicate using a portable stadiometer (Seca Ltda., Hamburg, Germany). The early
pregnancy Body Mass Index (BMI) was calculated using the formula: weight at
baseline (kg)/height?® (m?). The gestational age was obtained from the first
ultrasonography (USG) exam (92.3%; n = 167) or using the reported date of the last
menstrual period if the USG was not performed before the 24" week of gestation (7.7%;
n=14).

The total dietary vitamin D intake (IU/day) was calculated using Nutritional
Composition Tables from the Brazilian Institute of Geography and Statistics*?
according to a semi-quantitative food frequency questionnaire (FFQ)“Y. The FFQ was
validated for the adult population of Rio de Janeiro®", and administered in the first
trimester of gestation by trained interviewers and referring to intake of the last six
months. Data on vitamin D supplementation was self-reported throughout pregnancy

(first, second and third trimesters).

Statistical analysis

Data distribution was analysed according to the Shapiro-Wilk test. Maternal age,
vitamin D intake, per-capita family income, early pregnancy BMI, glycaemia, insulin,
HOMA-IR, adiponectin and leptin were not normally distributed (Shapiro-Wilk test p-
value <0.05). The sample characteristics are described using medians and interquartile
ranges (IQR). Categorical data are presented as absolute values (n) and relative
frequencies (%). Baseline characteristics were stratified according to vitamin D status
(sufficiency v. insufficiency). To compare medians and frequencies, the Mann-Whitney
U test and the chi-squared test were used, respectively.

Dropout analyses were performed to verify the presence of selection bias
comparing those who completed the study to those who were lost to follow-up. The
following variables were considered: vitamin D status according to thresholds, dietary
vitamin D intake, age, early pregnancy BMI, per-capita family income, glycaemia,
insulin, HOMA-IR, adiponectin and leptin concentrations, parity, self-reported skin

colour and season at recruitment.
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Scatter plots containing longitudinal prediction, and 95% confidence intervals
(CIs) were constructed to illustrate the variation in glycaemia and adipokine
concentrations during pregnancy according to vitamin D baseline status.

Linear mixed effect (LME) models were performed in order to assess the
longitudinal associations of vitamin D baseline status with the outcomes throughout
pregnancy. The modelling process allows the inclusion of time-dependent and time-
independent variables, it is robust to deal with unbalanced time intervals, and
considers the correlation between repeated measures>*). Interactions between
vitamin D baseline status and gestational age were considered to explore the
longitudinal behaviour of the evaluated outcomes. The LME models were adjusted
for confounders selected by biological plausibility and statistical significance (p <0.2)
in the bivariate analysis for each of the five outcomes (glycaemia, insulin, HOMA-IR,
adiponectin and leptin). The test to detect interactions was low powered. We
considered P <0.1“¥ as a threshold to define statistically significance for the
interaction terms and P <0.05 for the main effect variables.

All analyses were performed in Stata 12.0 (Stata Corporation, College station,
TX). The significant interactions identified in the LME models were illustrated by
graphs plotted with RStudio 3.3.1 software®>).

Ethical approval
This study was conducted according to the guidelines of the Declaration of
Helsinki. The Rio de Janeiro Federal University Maternity Hospital Ethics Committee
(Protocol number: 0023.0.361.000-08), and the Municipal Secretary of Rio de Janeiro
Ethics Committee (Protocol number: 0139.0.314.000-09) approved all procedures
involving human subjects. All participants signed an informed consent about

participation in the study.

Results

The baseline sample comprised of 181 pregnant women. From baseline to the
second trimester follow-up, eleven women moved out from the prenatal program, two
withdrew consent, four abandoned prenatal care at the study site, twelve missed the
follow-up interview and one had no biochemical analyses performed, leaving a sample
of 151 women at the second trimester. From the second to the third visit, six women

were classified as lost to follow-up and seven had no biochemical analyses performed.
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Eleven women missed the second trimester interview, but returned to the study in the
third trimester. Therefore, our final sample at the third trimester comprised 149 women
(Supplemental figure 1).

In total, 149 women completed the study and 32 were lost to follow-up. There
were no significant differences between women who completed the study compared to
those who were lost during follow-up (Supplemental table 1).

At baseline, women had a median age of 26 y (22.0-31.0), early pregnancy BMI
of 23.7 kg/m? (21.9-27.0), per-capita family income of 292.4 USD (184.8-421.0) and
reported a vitamin D intake of 134.2 IU/day (84.2-185.4), and 46.9% self-reported their
skin colour to be mixed. The prevalence of vitamin D insufficiency was 70.7%
(n=128/181) according to cut-offs set by ESPG and 16.0% (n=29/181) according the
cut-offs proposed by the IOM. Women who began the study in the winter, compared to
the summer, were more likely to be vitamin D insufficient (ESPG: 33.6% v. 15.6%,
respectively, P <0.001; IOM: 51.7% v. 3.5%, respectively, P <0.001) (Table 1). None of
the women who participated in the study received nutritional vitamin D
supplementation (data not shown).

Pregnant women with vitamin D sufficiency at baseline showed lower glycaemia
when compared with insufficient women (ESPG: median 79.5 v. 84.0 mg/L,
respectively, P=0.003; IOM: median 83.0 v. 84.0 mg/L, respectively, P=0.034) (Table
2). The glycaemia decreased from the first to the second trimester, followed by a slight
increase from the second to the third trimester onwards, in both women with vitamin D
sufficiency and insufficiency at baseline (Fig. 1A and 1B). However, the rate of change
throughout pregnancy for glycaemia did not show a significant difference between the
baseline vitamin D groups (Table 3). Similar results were observed when 25(OH)D
throughout pregnancy was analysed (Fig. 2A; 2B and Table 4).

The rate of change of insulin was greater among vitamin D sufficient women at
baseline (ESPG: B=0.166; 95% CI 0.047, 0.285; P=0.006; IOM: B=0.091; 95% CI
0.019, 0.162; P=0.013) (Fig. 1C and 1D). There was a less-pronounced increase of
insulin throughout pregnancy among vitamin D insufficient women compared to those
who started with sufficient status according to ESPG (interaction f=-0.12; 95% CI -
0.251, 0.009; P=0.069) (Table 3). We found significant results when 25(OH)D
throughout pregnancy was analysed using the IOM thresholds (interaction f=-0.153;
95% CI -0.325, 0.018, P=0.080) (Fig. 2C and 2D and Table 4).
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There was a tendency of lower HOMA-IR in the group of women classified as
sufficient vitamin D status at baseline when compared with those with vitamin D
insufficient status (ESPG: median 0.65 v. 0.93, respectively, P=0.062; IOM: median
0.82 v. 1.14, respectively, P=0.071) (Table 2). HOMA-IR increased throughout
gestation among women with sufficient vitamin D status at baseline (ESPG: =0.019;
95% CI1 0.00001, 0.039; P=0.050) but did not change in the insufficient group (Fig. 1E
and 1F). However, the results were not significant for this biomarker when baseline
vitamin D- sufficient and insufficient women were compared (Table 3). We found
significant results when 25(OH)D was analysed throughout pregnancy using the IOM
thresholds (interaction B=-0.030; 95% CI -0.065, 0.005; P=0.094) (Fig. 2E; 2F and
Table 4).

The trend in changes in adiponectin throughout pregnancy showed an increase
from the beginning of pregnancy until the second trimester and was followed by a slight
decrease at the end of gestation for both vitamin D status groups, whether measured at
baseline or when 25(OH)D varied throughout pregnancy (Fig. 1G; 1H; 2G; 2H).
Women with vitamin D insufficient status at baseline started gestation with higher
median plasma levels of adiponectin, although this association was not significant (5.26
pg/ml v. 449 pg/ml, P=0.170) (Table 2). However, the adiponectin rate of change
throughout pregnancy was significantly higher in women with sufficient vitamin D
levels at baseline (ESPG: p=-0.070; 95% CI -0.150, 0.010; P=0.085) (Table 3). The
women with sufficient vitamin D status at baseline, according to IOM classification,
tended to have a lower rate of change of adiponectin throughout pregnancy, although
this did not reach significance (Table 3; Fig. 1H). The adiponectin rate of change
throughout pregnancy was significantly higher in women with sufficient vitamin D
levels when this marker varied throughout pregnancy (ESPG: $=-0.056; 95% CI -0.116,
0.004; P=0.066) (Table 4).

There were no significant differences in leptin concentrations, comparing each
trimester individually, according to ESPG, but it was found that women with inadequate
vitamin D status according to IOM presented higher leptin concentrations (Table 2).
Women with insufficient vitamin D status according to ESPG had a significant decrease
in leptin concentrations (f=-0.259; 95% CI -0.424, -0.094; P=0.002). Using the IOM
cut-points, the decrease was significant only within the sufficient group (B=-0.214; 95%
CI -0.360, -0.068; P=0.004) (Fig. 1I and 1J). Women with insufficient vitamin D levels

presented a greater increase in leptin concentrations, in relation to the sufficient group,
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according to IOM (B=-2,532; 95% CI -0.436, 5.551; P=0.094) (Table 3). These results
did not hold when 25(OH)D varied throughout pregnancy (Fig. 21; 2J; Table 4).

Discussion

The main result of this study is the difference in the variation of adiponectin and
insulin concentrations throughout pregnancy according to vitamin D baseline status
defined by the ESPG Guidelines. We observed that throughout pregnancy the rate of
increase for both biomarkers was greater among women with vitamin D sufficiency
compared with women who started their pregnancy in a vitamin D deficient state.
Another important finding is that women with insufficient vitamin D at baseline had a
higher increase in leptin levels during gestation compared to the sufficient group
according to the IOM classification. Additionally, women classified with vitamin D
sufficiency, independently of the cut-off criteria, had lower baseline glycaemia,
although the rate of change of this biomarker did not differ between the two vitamin D
status groups.

The definition of vitamin D sufficiency or insufficiency remains controversial.
Currently, there are no specific cut-points for pregnant women, and the same cut-points
are used for adults. It is well known that the thresholds for several biomarkers are rarely
available for this period of life and the case is not different for vitamin D. Thus, more
research is needed to establish the adequate cut-off point for this unique period in
women’s life. In the current study we opted to use two different thresholds presented by
the two governing bodies of vitamin D status: the ESPG and the IOM. This strategy
allows comparability with other studies in the literature and provides a broader picture
of the studied associations in place. Another aspect of studies conducted during
pregnancy that can be misleading is related to the timing vitamin D is assessed during
pregnancy. The conclusions may vary if studies consider only baseline vitamin D, e.g.
first trimester, what should be a representation of how preconception period affects the
parameters evaluated throughout pregnancy. On the other end, if data is available, for
several time points this can provides a clearer picture of the trajectory and how this may
influence a specific outcome. In general, the directions of the rate of change trajectories
for the studied outcomes were similar regardless of the 25(OH)D threshold used.
Adiponectin was the exception. Pregnant women with sufficient vitamin D levels at
baseline showed significantly higher levels of adiponectin when the ESPG criteria was

used, while according to the IOM classification, they showed lower levels, but the
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results were not significant. The results regarding the timing of vitamin D assessment
yield slight conflicting results for insulin, HOMA-IR and leptin. Again, the direction of
the associations remained the same, but the statistical significance of the interaction
changed depending on the timing and threshold used. An important finding of this study
is that differing conclusions can be made depending on the vitamin D deficiency
threshold used or the timing when vitamin D status is evaluated. This is of particular
importance when considering the conflicting results in the scientific literature.

The longitudinal data with three time points are an important strength of this
study. We did not identify other studies assessing these associations with longitudinal
data in the scientific literature. Moreover, the robust statistical analysis of the present
study, taking into account the correlations between repeated measures and considering
all women had information on at least two time points, is an additional strength. The
method used to measure plasma 25(OH)D concentrations was LC-MS/MS, which is
considered the gold standard for this marker. Furthermore, we also evaluated dietary
vitamin D intake and supplementation. However, limitations, such as losses to follow-
up, and the absence of information about sun exposure data, should be acknowledged.
To assess whether the losses to follow-up biased our results we examined whether those
women who were lost to follow-up differed from those who remained in the study. This
analysis shows no significant differences in those who were lost to follow-up, which
suggests that losses to follow-up occurred randomly in this study. We also adjusted all
models for the season of the year at the time of blood collection, which was used as a
proxy for sun exposure, since these data were not available. Additionally, we did not
measure the expression of enzymes that are involved in the conversion of vitamin D and
the vitamin D receptor (VDR) in the placenta to support extra-renal synthesis of
1,25(0H)2Ds during pregnancy“®. This could influence the outcomes; however, the
maternal kidneys are likely to be the major source of increased maternal serum
1,25(OH)2Ds during pregnancy“®.

A high prevalence of vitamin D insufficiency according to the ESPG was
previously reported in this cohort®”, which is similar to results found for pregnant
women in other studies using this threshold*® *”. Schneuer et al. (2014) observed that
80.4% of 5,109 pregnant women from Australia had vitamin D insufficiency in the first
trimester. Flood-Nichols et al. (2015) found that 70% of 235 American women had
vitamin D insufficiency in early pregnancy, while 59.0% of 190 Brazilian pregnant

women presented vitamin D insufficiency®”. We identified a low intake of vitamin D
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during pregnancy (134.2 [U/day) in the present study by considering either the
recommendation of the ESPG of 1500-2000 IU/day or the Brazilian recommendations
(600 IU/day)®). We also observed that none of the women used vitamin D
supplements, since this is not part of public prenatal care. In Brazil, only
supplementation with iron (40 mg) and folic acid (400 mcg) are mandatory for pregnant
women®?, Despite low vitamin D dietary intake, we have previously reported a
longitudinal increase in 25(OH)D levels throughout pregnancy in this cohort of
women”. Additionally, the level of increase in 25(OH)D concentrations depended on
seasonal variation. Pregnant women who started their pregnancy during the winter,
spring or autumn seasons had a significant longitudinal increase in 25(OH)D
concentrations, while women who began pregnancy during the summer season showed
no significant changes in 25(OH)D concentrations throughout pregnancy™?.

In the current cohort, pregnant women with vitamin D insufficiency according to
the ESPG had higher glycaemia in the first trimester compared to women with vitamin
D sufficiency. This result corroborates findings from an earlier cross-sectional study
with 155 Iranian pregnant women. That study showed a significant inverse association
between first trimester 25(OH)D concentrations and fasting glucose (r=0.238; P
=0.003)*¥. On another cross-sectional study, Casey et al. (2018) evaluated the
association between vitamin D and glycaemia markers at the third gestation trimester
and found no significant association with fasting glucose or HOMA-IR®%. These results
are in line with the present findings regarding the third trimester. It seems that the
relationship between vitamin D and glucose concentrations may be mediated by the role
of vitamin D on insulin action.

Due to increased maternal adiposity and placental production, increased insulin
resistance is expected to occur during pregnancy from the 18™ gestational week until the
third trimester®. Peripheral insulin sensitivity decreases in the third trimester, and the
hepatic glucose production increases compared to the beginning of pregnancy®®.
Vitamin D appears to play a role in insulin sensitivity, stimulating the expression of the
insulin receptors and improving glycaemic metabolism©®’?. Thus, glucose would be
better absorbed by the cells and the glycaemia would be at lower levels.

The longitudinal analyses from the present study show that pregnant women
with vitamin D sufficiency at baseline had sharper increases in insulin concentration
compared to those with vitamin D insufficiency according to both thresholds used. The

greater increase of insulin in the group with vitamin D adequacy was not followed by
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significant longitudinal increases in glycaemia or HOMA-IR during pregnancy. The
active metabolite of vitamin D [1,25(OH),Ds] has been shown to be involved in insulin
secretion by the pancreas and glucose homeostasis!'Y. Additionally, pancreatic B-cells
are known to have vitamin D receptors and an insulin gene promoter that is stimulated
by 1,25(0OH),Ds, thus indicating a direct association between vitamin D and insulin®?,
This mechanism could explain the greater insulin increase among women with vitamin
D adequacy compared to those with vitamin D inadequacy in our sample. This result
reinforces a small study performed with adults that found that subjects with vitamin D
deficiency (<50 nmol/mL) secrete less insulin than subjects with adequacy status®.

A recent experimental study investigated the metabolic effects of adiponectin on
maternal glucose and lipid metabolism by comparing pregnant rats with and without
adiponectin deficiency®>®. The authors observed that adiponectin stimulated the B cell
proliferation and impaired the islet mass without differences in insulin sensitivity effects
in comparison to the deficient group™®®>®¥. This finding allows suggesting another
mechanism on insulin besides the well-established insulin-sensitizing property of this
adipokine®*®®. In humans, pregnant women present this phenomenon of B cell
proliferation without increase in islet mass, but this particular study was limited because
it was conducted in women who died during pregnancy®®. However, it is possible that
adiponectin also exerts an effect on human cell proliferation®®. Vitamin D could
stimulate the adiponectin secretion, which in turn, stimulates beta-cell proliferation,
increasing insulin secretion. This explanation would support our results of greater
increases in adiponectin and insulin in pregnant women with vitamin D adequacy status
during pregnancy.

We found an association between vitamin D status and the rate of change in
adiponectin during pregnancy. In the present study, pregnant women with adequate
levels of 25(OH)D in the first trimester showed a sharper increase in adiponectin
concentration throughout pregnancy when compared to women with inadequate levels
of vitamin D. Additionally, 1,25(OH),;D is known to regulate the renin-angiotensin
system (RAS) in a negative feedback loop by binding with a transcription factor
necessary for the expression of renin®®. Inhibition of RAS results in increased levels of
adiponectin and improved insulin sensitivity, which exerts influence on glycaemia®?.
This mechanism of action can explain our result of higher increase of adiponectin
among pregnant women with adequate 25(OH)D levels compared to those with

inadequate levels.
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Previous studies found direct associations between vitamin D and adiponectin
independently of BMI in both young and adult populations®®*®, but no studies were
found with pregnant women.

No differences were observed in mean adiponectin and leptin concentrations
between pregnant women with vitamin D adequacy or inadequacy at each gestational
trimester, i.e., cross-sectional analysis. Similarly, a case-control study conducted by
McManus et al. (2014)® also found no correlation between 25(OH)D and adipokine
concentrations during the third trimester in both healthy pregnant women and pregnant
women with GDM.

A meta-analysis conducted in 2016 showed that vitamin D supplementation
increased the serum leptin concentrations although a meta-analysis using cross-sectional
studies with non-pregnant subjects found inverse associations between 25(OH)D and
leptin levels (Fisher's Z=-0.93; 95% CI: -0.95, -0.91)3Y. In the present cohort, it was
observed that pregnant women with vitamin D sufficiency showed a less pronounced
increase in leptin until the second trimester and a higher decrease until the end of
gestation, although this did not reach significance. Similarly, Walsh et al. (2013)
evaluated the correlation between 25(OH)D and leptin levels at early pregnancy and 28

weeks of gestation and found a negative association that was not significant’?),

Conclusion

Pregnant Brazilian women with vitamin D adequacy [25(OH)D >75 nmol/L] at
the first trimester had a higher rate of increase in adiponectin and insulin concentrations
throughout pregnancy compared to women with vitamin D inadequacy [25(OH)D <75
nmol/L]. These results indicate that vitamin D status at the beginning of gestation may
influence the changes in adiponectin and insulin during pregnancy. Although these
women had higher values of insulin, there were no higher glycaemia values, showing
that there was an adequate metabolic response. This result reinforces the importance of
monitoring the vitamin D status of pregnant women in the first trimester of pregnancy
in order to achieve a favourable metabolic profile for reducing the risk of undesired
pregnancy outcomes. Given the scarcity of studies, there is a need for research
involving pregnant women to evaluate this relationship and to provide further evidence

on this topic.
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Table 1. Baseline characteristics of the study population according to vitamin D sufficiency status in first trimester of pregnancy.

Resultados

Endocrine Society Guidelines

Institute of Medicine

Total Sufficiency Insufficiency l Sufficiency Insufficiency )
e 25 (OH)D >75nmol/L 25 (OH)D <75nmol/L  P-value 25 (OH)D_250 nmol/L 25 (OH)D_<50 nmol/L. P-value
n=53 n=128 n=152 n=29

Continuous variables Median (IQR)
25(OH)D (nmol/L) 62.5 (52.5 - 75.0) 82.5 (77.5 - 92.5) 57.5 (50.0 - 65.0) <0.001 67.5 (57.5 - 77.5) 40.0 (37.5 - 45.0) <0.001
Vitamin D dietary intake (IU/day) 134.2 (84.22 - 185.4) 130.81 (67.89 - 168.5) 136.4 (89.1 - 201.2) 0.127 133.4 (82.7 - 178.9) 135.7 (98.0 - 248.1) 0.193
Age (y) 26.0 (22.0 - 31.0) 25.5(21.0-31.0) 26.0 (22.0 - 31.0) 0.485 25.0(21.5-31.0) 27.0(23.0 - 31.0) 0.531
Early pregnancy BMI (kg/m?) 23.7(21.9 - 27.0) 23.5 (20.6 - 26.9) 23.7(22.5-27.1) 0.271 23.6 (21.3 -26.9) 24.8 (22.9 - 28.0) 0.130
Per-capita family income (USD $) 292.4 (184.8 - 421.0) 301.17 (136.3 - 425.7) 283.6 (193.6 - 417.5) 0.448 277.8 (175.4 - 409.4) 330.4 (208.2 - 438.6) 0.288
Categorical variables n (%) n (%) n (%) P-value? n (%) n (%) P-value®
Parity

Nulliparous 70(38.7) 34.0 (18) 52 (40.6) . 56 (36.8) 14 (48.3) .

Primiparous or multiparous 111 (61.3) 66.0 (35) 76 (59.4) 96 (63.2) 15 (51.7)
Self-reported skin color

White 47 (26.0) 26.4 (14) 33 (25.8) 0758 43 (28.3) 4(13.8)

Black 49 (27.1) 30.2 (16) 33 (25.8) 40 (26.3) 9(31.0) 0.264

Mixed 85 (46.9) 43.4(23) 62 (48.4) 69 (45.4) 16 (55.2)
Season °

Summer 38 (21.0) 18 (34.0) * 20 (15.6) 37 (24.3) 1(3.5)

Autumn 47 (26.0) 20 (37.7) * 27 (21.1) <0.001 44 (29.0) 3(10.3)

Winter 48 (26.5) 5(9.4) 43 (33.6) ** 33 (21.7) 15 (51.7) * <0001

Spring 48 (26.5) 10 (18.9) 38 (29.7) 38 (25.0) 10 (34.5)

! p-value refers to Mann-Whitney test; *p-value refers to chi-square test.”Among women with vitamin D sufficiency according to Endocrine Society at baseline, we observed significantly higher proportions of women entering
pregnancy in the summer and in the autumn, compared with those who became pregnant in the winter. ** Among women with vitamin D insufficiency according to Endocrine at baseline, we observed a significantly higher
proportion of women entering pregnancy in the winter than in the summer. *** Among women with vitamin D insufficiency according to Institute of Medicine at baseline, we observed a significantly higher proportion of women
entering pregnancy in the winter than in the summer. Abbreviations: 25(OH)D=25-hydroxyvitamin D, IQR: interquartile range; BMI=Body Mass Index.



Resultados

Table 2. Markers of glucose and adipokines concentrations of the study population according to vitamin D sufficiency status in first trimester of pregnancy.

Endocrine Society Guidelines

Institute of Medicine

Total Sufficiency T et Sufficiency Insufficiency

25 (OH)D e e 25 (OH)D >50 25 (OH)D < 50

>75nmol/L nmol/L nmol/L
Variables n n Median (IQR) n Median (IQR) P-value! 0 Median (IQR) n Median (IQR) P-value
Glycaemia (mg/dL)
First trimester 180 ¢30(78.0-88.0) % 795(76.0-850) 126 84.0(79.0-89.0) 0.003 131 83.0(780-87.0) 29 84.0(79.0 - 95.0) 0.034
Second trimester 146 780(72.0-83.00 *2  775(700-820) 9% 780(73.0-83.0) 0204 122 775(72.0-82.0) 24 785(72.0 - 83.5) 0.885
Third trimester 1997 79.0(720-840) 0 805(71.5-845 199 780(72.0-84.0) 0991 123 78.0(71.0 - 84.0) 26 80.5(75.0 - 84.0) 0.346
Insulin (uU/ml)
First trimester 180 434297-646) 3 3370264-601) 27 458(331-6.49) 0.125 192 404(2.90-631) 28 489(3.28-7.71) 0.141
Second trimester 149 493(321-7700 **  507(326-753) 196 492(3.19-7.70) 0921 125 490(3.15-7.40) 24 694(3.96-1139)  0.082
Third trimester 147 575(3.90-875 40 689(446-11.88) 198 549(3.71-826) 0093 123 565(4.08-828) 24 763(3.69-11.70)  0.484
HOMA-IR
First trimester 180 086(0.57-136) %  065(050-123) 126 0.93(0.65-1.41) 0062 152 0.82(0.56 - 1.30) 28 1.14(0.80-1.73) 0.071
Second trimester 144 095(060-153) *2  094059-141) 192 96 (0.60-1.55) 0812 120 095(0.59-1.39) 24 116(0.70 - 2.18) 0.106
Third trimester 144 1 12074-169 38 138(0.78-1.94) 106 1.08 (0.70 - 1.65) 0176 20 110(0.74-1.57) 24 160(0.72-2.72) 0.352
Adiponectin (ug/ml)
First trimester 181 496(357-7.19) 3  4493.12-655 128 526(3.61-728) 0.170 152 495(3.52-7.08) 29 5.68(4.07-7.91) 0.254
Second trimester 146 505(3.52-8.46) *2 506(3.65-1091) 9% 504(336-7.80) 0469 123 475@3.65-1091) B 621(3.92-12.17)  0.123
Third trimester 148 450(342-697) * 469343-732) 197 445332-691) 0750 123 445(332-6.63) 125 521 (3.67-7.22) 0.494
Leptin (ng/l)
First trimester 181 1667(99.9-262.1) %  1345(83.3-2417) 27 1742(1083-2805)  0.093 152 ;2;:2\(97'7 — 2 1742(116.6-246.9) 0.588
Second trimester 151 2478(156.7-418.0) 4 2093 (1589-3542) 107 2680(172.6-431.8)  0.196 126 i?;‘:g\(m' 25 337.5(193.3-400.1) 0.228
Third trimester s (1593 - 387.6) O (1442~ 383.2) 9 56 (159.8-388.7) 0472 124 ggig)(”g"" 2 a3 (256.6-472.9) 0.021

P-value refers to Mann-Whitney test. Abbreviations: 25(OH)D=25-hydroxyvitamin D; IQR: interquartile range.
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Table 3. Markers of glucose metabolism and adipokines changes during pregnancy according to vitamin D

sufficiency status in first trimester, Rio de Janeiro, Brazil, 2009-2011.

Endocrine society! Institute of Medicine?
Fixed-effect B 95% CI P-value* B 95% CI P-value*
Glycaemia (mg/dL)
Gestational age -0.937 -1.347;-0.526 <0.001 -1.013 -1.405; -0.620 <0.001
Quadratic gestational age 0.019 0.009; 0.028 <0.001 0.019 0.009; 0.028 <0.001
Vitamin D sufficiency status ° 3.770 -0.128; 7.667 0.058 3.189 -1.473; 7.851 0.180
Interaction terms
Gestational age # vitamin D status’ -0.109 -0.273; 0.055 0.192 -0.052 -0.245; 0.140 0.593
Insulin (uU/ml)
Gestational age 0.167 0.048; 0.287 0.006 0.085 0.017;0.153 0.014
Vitamin D sufficiency status 3 2.357 -0.344; 5.058 0.087 1.309 -1.886; 4.503 0.422
Interaction terms
Gestational age # vitamin D status’ -0.121 -0.251; 0.009 0.069 -0.024 -0.180; 0.132 0.762
HOMA-IR
Gestational age 0.018 -0.005; 0.041 0.116 0.007 -0.007; 0.020 0.320
Vitamin D sufficiency status ° 0.458 -0.053; 0.970 0.079 0.241 -0.366; 0.848 0.437
Interaction terms
Gestational age # vitamin D status® -0.016 -0.042; 0.010 0.232 0.0002 -0.031; 0.031 0.992
Adiponectin (ng/ml)
Gestational age 0.303 0.194; 0.478 <0.001 0.281 0.148; 0.415 <0.001
Quadratic gestational age -0.006 -0.009; -0.002 0.001 -0.005 -0.009; -0.002 0.001
Vitamin D sufficiency status ° 0.737 -0.565;2.038 0.267 0.991 -0.536; 2.520 0.203
Interaction terms
Gestational age # vitamin D status’ -0.070 -0.150; 0.010 0.085 0.008 -0.065; 0.081 0.822
Leptin (ng/l)
Gestational age 1.122 4.303; 15.942 0.001 9.517 4.056; 14.977 0.001
Quadratic gestational age -0.207 —0.340; —0.074 0.002 —0.200 —0.332; —0.067 0.003
Vitamin D sufficiency status 3 12.071 —35.799; 59.942 0.621 —48.741  —104.599; 7.117 0.087

Interaction terms
Gestational age # vitamin D status® 0.214 —2.323;2.752 0.869 2.532 —0.436; 5.501 0.094

ISufficiency [reference category, 25(OH)D > 75nmol/L]/Inadequacy status [25(OH)D < 75nmol/L]; 2 Sufficiency [reference category, 25(OH)D >
50nmol/L]/Insufficiency status [25(OH)D < 50nmol/L]; 3B = longitudinal linear regression coefficient; *p-value refers to maximum likelihood estimator;
SThe reference category was adequate status of 25(OH)D. Abbreviations: 25(OH)D= 25-hidroxi-vitamin D; CI = confidence interval. Note: The
adiponectin, leptin and glycaemia models were adjusted for gestational age and quadratic gestational age in weeks and for women’s age, Body Mass Index
and seasons (Spring/Summer/Autumn/Winter); the insulin and HOMA-IR models were adjusted for gestational age in weeks and for women’s age, Body
Mass Index and seasons (Spring/Summer/Autumn/Winter). Glycaemia model: Number of observations = 474; Number of groups = 182; Average of 2.6
observations per group. Insulin model: Number of observations = 475; Number of groups = 180; Average of 2.6 observations per group. HOMA-IR model:
Number of observations = 467; Number of groups = 182; Average of 2.6 observations per group. Adiponectin model: Number of observations = 474;
Number of groups = 182; Average of 2.6 observations per group. Leptin model: Number of observations = 480; Number of groups = 181; Average of 2.7
observations per group.
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Table 4. Markers of glucose metabolism and adipokines according to vitamin D sufficiency status changes

during pregnancy, Rio de Janeiro, Brazil, 2009-2011.

Endocrine Society*

Institute of Medicine?

Fixed-effect B3 95% CI P-value* B3 95% CI P-value*
Glycaemia (mg/dL)
Gestational age -0.915 -1.345; -0.484 <0.001 -0.989 -1.369; -0.609 <0.001
Quadratic gestational age 0.017 0.007; 0.026 0.001 0.018 0.009; 0.027 <0.001
Vitamin D sufficiency status 3 2.624 -1.244; 6.492 0.184 3.516 -1.317; 8.350 0.154
Interaction terms
Gestational age # vitamin D tatus’ -0.049 -0.215;0.116 0.560 -0.029 -0.260; 0.202 0.805
Insulin (uU/ml)
Gestational age 0.107 0.014; 0.201 0.024 0.095 0.029; 0.160 0.004
Vitamin D sufficiency status * 0.988 -1.677; 3.654 0.468 2.344 -1.073; 5.760 0.179
Interaction terms
Gestational age # vitamin D status® -0.076 -0.199; 0.047 0.226 -0.153 -0.325;0.018 0.080
HOMA-IR
Gestational age 0.013 -0.006; 0.031 0.178 0.009 -0.004; 0.022 0.178
Vitamin D sufficiency status * 0.269 -0.260; 0.797 0.319 0.499 -0.181;1.178 0.150
Interaction terms
Gestational age # vitamin D status’ -0.014 -0.038; 0.011 0.270 -0.030 -0.065; 0.005 0.094
Adiponectin (ng/ml)
Gestational age 0.291 0.145; 0.436 <0.001 0.270 0.148;0.392 <0.001
Quadratic gestational age -0.005 -0.008; -0.002 0.003 -0.005 -0.008; -0.002 0.001
Vitamin D sufficiency status ° 0.847 -0.351; 2.045 0.166 0.186 -1.265; 1.637 0.801
Interaction terms
Gestational age # vitamin D status® -0.056 -0.116; 0.004 0.066 0.006 -0.068; 0.080 0.878
Leptin (ng/l)
Gestational age 14-590 8-290; 20-889 <0.001 13.794 8.143;19.445 <0.001
Quadratic gestational age -0.312 —0-453; -0-171 <0.001 -0.303 —0.440; —0.167 <0.001
Vitamin D sufficiency status > 11.311  —41.138; 63.760 0.673 —40.453  —105.123;24.216 0.220
Interaction terms
Gestational age # vitamin D status’ 0.046 -0.205; 0.297 0.719 0.258 -0.089; 0.604 0.145

ISufficiency [reference category, 25(OH)D > 75nmol/L]/ Insufficiency status [25(OH)D < 75nmol/L]; ? Sufficiency [reference category, 25(0OH)D >
50nmol/L]/ Insufficiency status [25(OH)D < 50nmol/L]; 3B = longitudinal linear regression coefficient; *p-value refers to maximum likelihood estimator;
SThe reference category was adequate status of 25(OH)D. Abbreviations: 25(OH)D= 25-hidroxi-vitamin D; CI = confidence interval. Note: The
adiponectin, leptin and glycaemia models were adjusted for gestational age and quadratic gestational age in weeks and for women’s age, Body Mass Index
and seasons (Spring/Summer/Autumn/Winter); the insulin and HOMA-IR models were adjusted for gestational age in weeks and for women’s age, Body
Mass Index and seasons (Spring/Summer/Autumn/Winter). Glycaemia model: Number of observations = 503; Number of groups = 207; Average of 2.4
observations per group. Insulin model: Number of observations = 509; Number of groups = 205; Average of 2.5 observations per group. HOMA-IR model:
Number of observations = 498; Number of groups = 207; Average of 2.4 observations per group. Adiponectin model: Number of observations = 506;
Number of groups = 207; Average of 2.4 observations per group. Leptin model: Number of observations = 512; Number of groups = 206; Average of 2.5

observations per group.
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Figure 1. Changes in glucose metabolism markers and adipokines throughout pregnancy according to vitamin D baseline status, Rio de Janeiro/Brazil,
2009-2012.

A) and B) Glycaemia according to vitamin D status Endocrine Society Practice Guideline and the Institute of Medicine cut-off points, respectively;

C) and D) Insulin according to vitamin D status Endocrine Society Practice Guideline and the Institute of Medicine cut-off points, respectively;

E) and F) HOMA-IR according to vitamin D status Endocrine Society Practice Guideline and the Institute of Medicine cut-off points, respectively;

G) and H) Adiponectin according to vitamin D status Endocrine Society Practice Guideline and the Institute of Medicine cut-off points,

I) and J) Adiponectin according to vitamin D status Endocrine Society Practice Guideline and the Institute of Medicine cut-off points, respectively;
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Figure 2. Changes in glucose metabolism markers and adipokines according to vitamin D status throughout pregnancy, Rio de Janeiro/Brazil, 2009-2012.

A) and B) Glycaemia according to vitamin D status Endocrine Society Practice Guideline and the Institute of Medicine cut-off points, respectively;
C) and D) Insulin according to vitamin D status Endocrine Society Practice Guideline and the Institute of Medicine cut-off points, respectively;

E) and F) HOMA-IR according to vitamin D status Endocrine Society Practice Guideline and the Institute of Medicine cut-off points, respectively;
G) and H) Adiponectin according to vitamin D status Endocrine Society Practice Guideline and the Institute of Medicine cut-off points, respectively;

I) and J) Leptin according to vitamin D status Endocrine Society Practice Guideline and the Institute of Medicine cut-off points, respectively;
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Supplemental table 1. Baseline characteristics according to follow-up status of pregnant women from a public health centre

in the city of Rio de Janeiro, Brazil, 2009-2012.

Followed-up Lost to follow-up

Continuous variables n Median (IQR) n Median (IQR) p'
25(OH)D (nmol/L) 149 62.50 (52.50; 75.00) 32 67.50 (53.75; 78.75) 0.388
Vitamin D dietary intake (IU) 149 137.11 (88.77; 185.44) 32 107.96 (62.43; 189.11) 0.214
Age (years) 149 26.0 (22.0; 31.0) 32 24.5(21.0; 28.5) 0.154
Early pregnancy BMI (kg/m?) 149 23.70 (22.30; 26.90) 32 23.15(21.05; 27.60) 0.532
Per-capita family income (USD §) 147 292.40(185.38;417.54) 28  292.40 (152.05; 436.84) 0.943
Glycaemia (mg/dL) 147 83.0 (78.0; 84.0) 32 82.5(76.0; 91.0) 0.993
Insulin (pU/ml) 149 4.39 (2.95; 6.47) 32 3.70 (3.10; 6.46) 0.530
HOMA-IR 147 0.89 (0.57; 1.35) 32 0.81 (0.55; 1.37) 0.588
Adiponectin (pg/ml) 149 4.85 (3.57; 6.98) 31 6.78 (3.57;9.29) 0.118
Leptin (ng/dl) 149 16.98 (10.12; 25.61) 32 14.16 (9.91; 29.10) 0.963
Categorical variables n (%) n (%) P
Parity (number of parturitions) 149 32 0.294

Nulliparous 55(36.9) 15 (46.9)

Primiparous or multiparous 94 (63.1) 17(53.1)
Vitamin D status (ES) 149 32 0.058

Sufficiency (> 75 nmol/L) 40 (26.9) 14 (43.8)

Insufficiency (< 75 nmol/L) 109 (73.1) 18 (56.2)
Vitamin D status (IOM) 149 0.549

Sufficiency (> 50 nmol/L) 124 (83.2) 32 28 (87.5)

Insufficiency (< 50 nmol/L) 25 (16.8) 4(12.5)
Self-reported skin color 149 32 0.077

White 40 (26.8) 7 (21.9)

Black 36 (24.2) 14 (43.7)

Mixed 73 (49.0) 11 (34.4)
Seasons 149 32 0.114

Summer 32 (21.5) 5(15.6)

Autumn 41 (27.5) 6 (18.7)

Winter 34 (22.8) 14 (43.8)

Spring 42 (28.2) 7(21.9)

! p-value refers to Mann-WhitneyTest;

2 p-value refers to Chi-square test;

Abbreviations: 25(OH)D = 25-hydroxyvitamin D. BMI = body mass index; IQR = interquartile range; HOMA-IR: homeostatic
model assessment-insulin resistance. ES = Endocrine Society. IOM = Institute of Medicine.
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299 pregnant women

Met the eligibility criteria and agreed to participate

118 women were excluded

25 miscarriages

3 women with SBP >140 mmHg and/or DBP > 90

4 multiple gestation

11 with a confirmed pre-pregnancy diagnosis of chronic non-communicable diseases
15 advanced pregnancy (>14weeks of gestation)

7 abandoned prenatal care at the public health centre
5 missing the baseline interview

5 stillbirth

30 had no 25(OH)D at baseline

12 self-reported alteration of glycaemia

1 without biochemical analyses*

v

30 additional exclusions
11 moved out of the program 13 additional exclusions
2 withdraw the consent
4 abandoned pre-natal care 6 missed the follow-up
12 missed the follow-up interview
interview 7 Wlthout biOChemical 11 women returned to
1 without biochemical analyses the analyses
analyses
\ 4
181 151 149
Participants in the1** Participants in the 2" Participants in the 3"
trimester (5"-13t) v > trimester (20™-26) v v > trimester (30™-36")
analyses analyses analyses

Supplemental figure 1. Flowchart. The process of recruitment and follow-up of pregnant women attending at a public prenatal care in Rio de Janeiro.
Note: *Leptin was considered the outcome to perform the flowchart
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7.2 Artigo 2
Vitamin D during pregnancy and its association with birth outcomes: a Brazilian cohort

Abstract
Introduction: Maternal vitamin D has been associated with birth outcomes, yet
evidence is lacking for how variation in vitamin D concentrations during gestation
affects this association.
Objectives: Evaluate the association between vitamin D serum concentrations during
pregnancy and birth outcomes.
Methods: A prospective cohort of 180 healthy Brazilian women was followed at
gestational weeks 5-13(baseline), 20-26 and 30-36 and for 30-45 days postpartum.
Vitamin D (plasma 25-hydroxyvitamin D, nmol/L) was measured at baseline and the 2™
and 3" trimesters of gestation. Birth weight (BL - g), birth length (BL - cm), BW z-
score, BL z-scores, first minute Apgar (score), small for gestational age (SGA), large
for gestational age (LGA) and preterm birth (gestational age at birth<37 weeks) were
used as the outcome measures. Multiple linear and Poisson regression models were
adjusted to assess the association between vitamin D and outcomes for each trimester. A
best linear unbiased prediction of random coefficients model was used to determine the
association between the mean rate of change in weekly vitamin D concentrations and
neonatal outcomes.
Results: The results are presented as the mean (SD): BW 3,254 (556) g, BW z-score
0.340 (1.105), BL 49.3 (3.3) cm, BL z-score 0.440 (1.501), and first minute Apgar score
8.2 (1.5). The prevalence of SGA, LGA and preterm birth were 5.6%, 18.3% and12.8%,
respectively. Vitamin D was directly associated with the risk of preterm birth [1%
trimester: incidence-rate ratios (IRR) 1.018; 95%CI 1.002; 1.033; 2" trimester: IRR
1.051, 95%CI 1.034; 1.068; 3™ trimester: IRR 1.037, 95%CI 1.018; 1.056]. Weekly

variation in vitamin D was directly associated with BW z-score (f: 0.350, 95%CI 0.062;
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0.638), LGA risk (IRR: 1.975, 95%CI 1.075; 3.628) and preterm birth (IRR: 7.050,
95%CI 3.035; 16.378).
Conclusions: Weekly variation in vitamin D concentrations during pregnancy was

directly associated with BW z-scores, increased LGA and increased preterm birth risk.

Keywords: 25-hydroxyvitamin D, pregnancy, birth weight, preterm birth, cohort
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Introduction

The developmental origins of health and disease hypothesis postulates that
conditions during pregnancy are an important determinant for adult quality of life (1).
Thus, birth outcomes such as small for gestational age (SGA), large for gestational age
(LGA) and preterm birth are a concern due to their association with an increased risk of
neonatal death and impaired development with short and long term health
consequences(2, 3). There is evidence that individuals with SGA, LGA or preterm birth
are more likely to develop non-communicable diseases in adolescence and adulthood
when compared with individuals who were born at an adequate gestational age (4-6).

The etiologies of these outcomes have not been fully elucidated but are thought
to be multifactorial (7, 8). Vitamin D concentrations during pregnancy are a relatively
new maternal factor that has been recently used as study determinants. In addition to its
well-known effects on bone metabolism, vitamin D also plays an important role in
stimulating insulin secretion, which exerts anabolic effects, and modulating the immune
system, which can attenuate the inflammatory response and, consequently, reduce the
risk of poor outcomes such as a premature membrane rupture, i.e., preterm birth (9).
Furthermore, vitamin D affects skeletal formation and growth during fetal development,
has a role in cell proliferation and differentiation, and may directly stimulate growth
factors (10-13).

It is crucial that the maternal levels of 25(OH)D are adequate during pregnancy
to meet the fetal micronutrient demands for vitamin D (13). Inadequate vitamin D
concentrations in maternal serum may increase the risk of undesirable outcomes such as
low birth weight, SGA (14), preterm birth and lower Apgar scores (15). Recent studies
evaluated the association between vitamin D during pregnancy and neonatal

anthropometric measures (14, 16, 17). These types of studies are relevant as there is a
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high worldwide prevalence of maternal vitamin D insufficiency, even in sunny regions
(18, 19). The adopted cutoffs used to classify serum vitamin D vary between studies and
most only analyzed vitamin D at one time during pregnancy. Additionally, the results of
these studies are conflicting and inconclusive (15, 16).

Few studies have measured vitamin D longitudinally throughout pregnancy.
Thus, we aimed to evaluate the association between variation in vitamin D
concentrations during each gestational trimester and birth weight (BW), birth length

(BL), first minute Apgar score, SGA, LGA and preterm birth.

Participants and methods
Study design

This study utilized data from a prospective cohort of women who were evaluated
during an antenatal care of low risk pregnancies at a public health center in Rio de
Janeiro, Brazil, from November 2009 to October 2011. The study design included three
visits during pregnancy at an interval of one visit per trimester (weeks 5-13, 20-26, and
30-36) and one postpartum visit (30 to 45 days after delivery).

Women were eligible for the study if they presented gestational age between 5-
13 weeks, were aged between 20 and 40 years old and if they were free of any
infectious or chronic non-communicable diseases, excluding obesity. After the initial
screening, women were scheduled for their first visit (baseline) and were excluded if
they suffered miscarriages (n=25), presented with chronic arterial hypertension (n=3) or
multiple gestations (n=4), were diagnosed with infectious or non-communicable
diseases after the enrolment (n=11), were of advanced pregnancy (=14 weeks of
gestation) (n=15), had abandoned prenatal care (n=7) or had a stillbirth (n=5). Women

without vitamin D measurements at baseline (n=26), BW (n=13) or BL (n=3)
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information were also excluded. Moreover, there were two implausible gestational ages
at birth data points that were also excluded. After these exclusions, there remained 180
women at baseline visit. At the 2"trimester visit, 170 women were included due to
missing vitamin D measurements for 4 participants and missing dietetic data for 6
participants. Finally, at the 3™ trimester visit, there were missing vitamin D
measurements for 2 women, which led to a final sample size of 168 participants who

were followed for 30 to 36 gestational weeks (Figure 1).

Independent variables

Venous blood samples were collected during the 1%, 2" and 3™ trimesters of
pregnancy following an overnight fasting protocol for 12 hours. The samples were
collected in EDTA tubes and centrifuged at 5,000 rpm for 5 minutes. Serum and plasma
aliquots were then separated and stored in a canister with liquid nitrogen during their
transportation to the Federal University of Rio de Janeiro prior to being stored in a
freezer at -80°C. The samples were then sent to California in dry ice for analysis.
Vitamin D (25-hydroxyvitamin D) was measured (nmol/L) in the plasma fraction using
the gold standard method, liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-
MS/MS) (20). All analyses were performed at the Quest Diagnostics Nichols Institute
Laboratory (San Juan Capistrano, CA, USA) using the LC Thermo Cohesive System
that was coupled to a Thermo Quantum Ultra Mass Spectrometer (Thermo Fisher; San
Jose, CA, USA). The range of the analytical measurements was 10—640 nmol/L and the

coefficient of variation for all analyses was <10%.
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Dependent variables

Measurements of BW (g), BL (cm) and first minute Apgar (score) were obtained
from the child vaccination booklet during the postpartum visit. BW and BL z-scores
were calculated based on the International Fetal and Newborn Growth Consortium for
the 21% Century (INTERGROWTH-21%) charts according to sex and gestational age
(21). The INTERGROWTH-21% percentiles were also used to classify BW at
gestational age at birth as appropriate for the gestational age: AGA (between 10" and
90"  percentile), SGA (percentile <10") and LGA (percentile>90"™). The
INTERGROWTH-21* charts include neonates that are delivered between 24 and 42
gestational weeks, which allows the inclusion of preterm births. The gestational age at
delivery was calculated based on the date of birth that was reported at the post-partum

visit. Preterm birth was classified as a gestational age at birth <37 weeks.

Co-variates

Maternal baseline characteristics such as age (years), education (schooling
years), smoking habit (no/yes), alcohol consumption (no/yes), and self-reported skin
color (white/black or mixed) were obtained from our structured questionnaires that were
administered by trained interviewers. Maternal anthropometric data were taken
according to standardized procedures established by Gordon et al. (1988) (22). Weight
(kg) was measured at each trimester by using a digital scale (Filizzola PL 150; Filizzola
Ltda, Sao Paulo, Brazil) and duplicate measures of height (m) were taken with a
portable stadiometer (Seca Ltda, Hamburg, Germany) at baseline. The first measure of
weight was used to calculate the early pregnancy body mass index (BMI) using the
formula [weight (kg)/height> (m?)]. The gestational age was calculated using data from

the first ultrasonography that was performed prior to 24 weeks of gestation (n= 170;
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94.4%). In cases where this measure was unavailable, the date of the last menstrual
period was used (n=10; 5.6%).

Energy intake (Kcal) was estimated from a semi-quantitative food frequency
questionnaire, which was validated in an adult population from Rio de Janeiro (23) at
baseline (used only to describe the sample characteristics) and the 3™ trimester (used as
confounder for the statistical models), and both referred to intake during the last 6
months prior to the interview (24). The FFQ included 82 food items with eight possible
answers: more than three times a day, two to three times a day, once a day, five to six
times a week, two to four times a week, once a week, one to three times a month, and
never or hardly ever. After that, data were transformed into daily frequencies calculate

daily energy intake (in kilocalories).

Statistical analysis

The data are described using means and standard deviations (SD) for continuous
variables and absolute (n) and relative frequencies (%) for categorical variables.
Normality was assessed through histograms and evaluated using kurtosis and
asymmetry measures. Three variables presented with non-normal distributions (BW, BL
and Apgar scores), but the asymmetry was not high; in addition, they were analyzed
normally since any transformations would complicate the interpretation of results.

Vitamin D concentrations were analyzed using two different approaches. The
first considered vitamin D at each time point (trimester) while the second used a two-
stage method to assess the association between the rate of change of vitamin D
throughout pregnancy and birth outcomes. For the latter, a linear mixed-effects model
for longitudinal data was applied that included gestational age (weeks) as random

effects and, from this regression, the best linear unbiased prediction (BLUP) of random
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coefficients was estimated. This model was used to generate the predicted intercept, i.e.,
the mean vitamin D concentration when gestational age was zero, and the predicted
slope, which represents the estimated rate of change in vitamin D concentrations per
week of gestation (25). The second stage included the vitamin D concentration slope
and intercept that was predicted by BLUP as exposures in the regression models. The
linear regression models were used to evaluate the association between variation in
vitamin D concentrations or levels per trimester and BW (g), BW z-score, BL (cm), BL
z-score and Apgar score. We also constructed scatter plots to illustrate the relationship
between weekly variation in Vitamin D concentrations and BW/BL z-scores. Vitamin D
was evaluated as a continuous variable since there is no defined cutoff for vitamin D
adequacy during pregnancy. Furthermore, adjusted Poisson regression models with
robust variance were used to assess the association between vitamin D concentrations
and categorical outcomes (SGA/LGA, preterm birth).

All the multivariate models were adjusted for specific confounders that were
previously defined in the literature and on directed acyclic graphs (DAG). DAGs are
diagrams that make it possible to draw causal and theoretical paths between variables,
indicate confounders and to determine the minimum set of confounders to adjust in the
analytical models (26). The DAGs were constructed using daggity (27). A unique set of
confounders was selected for all outcomes and consisted of maternal education, early
pregnancy BMI, skin color, smoking habit, alcohol consumption and energy intake
(Supplemental figure). Furthermore, preterm infants were excluded from the BW, BL,
and first minute Apgar models since, according to the DAG, adjusting for gestational
age 1s not appropriate and adding those cases could skew the distribution down. All the
statistical analyses were conducted with Stata Data Analysis and Statistical Software

(Stata, version 15) (28).
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Ethical approval

The current study was performed in accordance with the guidelines of the
Declaration of Helsinki. An informed consent for participation was thoroughly
explained and signed by all participants. This study was approved by the Rio de Janeiro
Federal University Maternity Teaching Hospital Ethics Committee (protocol number:
0023.0.361.000-08) and the Municipal Secretary of Rio de Janeiro Ethics Committee

(protocol number: 0139.0.314.000-09).

Results

The pregnant women who participated in this study were 26.8 (5.6) years old,
had 8.7 (2.9) years of education, an early pregnancy BMI of 25.1 (4.7) kg/m?, and an
energy intake of 2,439.7 (906.0) Kcal at 6 months prior to gestation. Vitamin D
concentrations at the 1%, 2" and 3™ trimesters were 65.6 (17.5), 78.0 (21.8) and 83.8
(24.4) nmol/L, respectively. The mean (SD) gestational age at birth was 38.6 (2.0)
weeks, BW 3,254.2 (555.9) g, BW z-score 0.340 (1.105), BL 49.3 (3.3) cm, BL z-score
0.440 (1.501) and the first minute Apgar score was 8.2 (1.5). Additionally, 5.6% of
newborns were SGA, 18.3% were LGA and 12.8% were preterm (Table 1).

The increase in vitamin D concentrations in all trimesters was associated with an
increased risk of preterm birth [ 1% trimester: incidence-rate ratios (IRR) =1.018; 95%CI
1.002; 1.033; P=0.025; 2™ trimester: IRR=1.051, 95%CI 1.034; 1.068, P <0.001; 3™
trimester: IRR=1.037, 95%CI 1.018; 1.056, P <0.001] (Table 2).

There was no significant association between mean weekly variation in vitamin
D concentrations (slope) and BW (f: 110.981, 95%CI - 19.169; 241.13, P=0.094, BL

($=0.671, 95%CI -0.232; 1.574, P=0.731), nor with the first minute Apgar score
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(£=0.261, 95%CI -0.125; 0.648, P=0.184) (Table 3). We found a direct association
between mean weekly variation in vitamin D concentrations and BW z-score (5=0.350,
95%CI 0.062; 0.638, P=0.017) and a suggestive association with BL z-score ($=0.393,
95%CI -0.022; 0.807, P=0.063) (Table 3, Figure 2A and 2B). The vitamin D slope was
directly associated with LGA risk (IRR=1.975, 95%CI 1.075; 3.628, P=0.028) and

preterm birth risk (IRR= 7.050, 95%CI 3.035; 16.378, P <0.001) (Table 3).

Discussion

This study presented interesting findings. First, we found a direct association
between weekly variation in vitamin D concentrations during pregnancy and BW and
BL z-scores (suggestive, P=0.063). Moreover, there was an association between vitamin
D concentrations and an increased risk of LGA and preterm birth. We also found a
direct association between vitamin D concentrations and preterm risk for all trimesters
when they were independently analyzed.

The majority of the previous studies that associated vitamin D concentrations
with neonatal outcomes were derived from cross-sectional analyses and showed a direct
association with BW and an inverse association with SGA. A Brazilian cohort with 327
pregnant women was studied during the third trimester and showed a positive
association between maternal vitamin D concentrations and BW (5=3.06; 95%CI 1.37,
4.75; P <0.01) (29). These results agree with the findings of the present study, where a
positive association with BW z-scores was found, although the association with BW
was not significant.

A recent meta-analysis of observational studies evaluated the association
between three different cutoff points of vitamin D adequacy (<30 vs. >30 nmol/L; <50

vs. >50 nmol/L) and birth outcomes (14). The authors found that women with vitamin D
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concentrations that were <30 nmol/L gave birth to neonates that, on average, had a BW
that was 98 g lighter and a BL that was 0.43 cm shorter when compared with women
with vitamin D concentrations > 30nmol/L. Women with vitamin D concentrations <30
nmol/L presented with a 1.72 fold chance of developing SGA. Furthermore, women
with vitamin D concentrations <50 nmol presented a higher risk of SGA (OR= 1.31,
95%CI 1.12; 1.54) and preterm birth (OR= 1.21, 95%CI 1.07;1.38) than women with
vitamin D concentrations >50 nmol/L. Nobles et al. (2015) evaluated baseline vitamin D
concentrations (continuous and categorical) at 15 weeks of gestation for 237 Hispanic
and non-Hispanic American pregnant women participating in a clinical trial (17).
Although the authors did not find a significant association with vitamin D
concentrations as a continuous variable, women with vitamin D concentrations that
were <75 nmol/L and <50nmol/L delivered infants that weighed less than 139 g and
175.5 g when compared with women that had vitamin D concentrations >75 nmol/L and
>50 nmol/L, respectively. The prevalence of SGA and LGA were 9.6% and 14.2%,
respectively, but there were no associations with vitamin D concentrations (17). In the
currenty study, the prevalence of SGA was lower (5.6%) and LGA higher (18.3%) and
the mean weekly variation vitamin D was directly associated to the chance of LGA
(IRR=1.975; 95%CI 1.075; 3.628).

A possible mechanism that may explain the increase in BW and risk of LGA for
newborns of mothers with higher vitamin D concentrations could relate to the presence
of an enzyme that converts 25(OH)D into 1,25(OH)2D and vitamin D receptors in the
placenta (13). Thus, vitamin D could regulate the expression of hormones such as
progesterone, which affects maternal glucose by increasing insulin resistance to make

glucose more available to the fetus and providing energy for fetal growth (30, 31). As a
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result, the fetus could present with increased fat mass in addition to bone mass, which
would explain the larger increase in BW than BL.

Studies of vitamin D concentrations throughout pregnancy are important as they
allow for a clearer understanding of the role of vitamin D concentrations in each
trimester as it relates to neonatal outcomes. A Danish cohort evaluated pregnant women
during the three gestational trimesters but did not find a statistical association between
25(OH)D serum concentrations and BW, BL or first minute Apgar scores as shown in
the current study (except the direct association with BW Z-score) (16). Additionally, a
Chinese cohort showed no differences between low (<50 nmol/L), medium (=50 nmol/L
and <75 nmol/L) or high concentrations (>75 nmol/L) of vitamin D and Apgar scores
between pregnant women (16-20 weeks of gestation) (32). Only one observational
study found an inverse association between vitamin D concentrations during the first
trimester of pregnancy and Apgar scores, in which women with vitamin D
concentrations<75 nmol/L. were 40% more likely to have neonates with first minute
Apgar scores<7 (33). Thus, the studies are inconclusive, which enhance the further
exploration of the role of vitamin D and birth outcomes.

There is evidence of an inverse association between vitamin D and preterm
births (14, 34, 35). Al-Shaik et al. (2016) studied 1,000 women from Saudi Arabia and
found that the prevalence of preterm birth was higher in the vitamin D sufficiency group
(10.8%) when compared with the insufficiency (3.1%) or deficiency (8.5%) groups,
although the results were not statistically significant (36). Additionally, a prospective
study with Chinese women showed similar results, i.e., the prevalence of preterm births
was higher in women with vitamin D concentrations >75 nmol/L (20.8%) than in
women with concentrations between 50-75 nmol/L (22.7%) or <50 nmol/L (21.0%)

(32). In the present study, we found similar results once there was an increase of 1
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nmol/L of vitamin D per week during pregnancy is associated with an approximately 7-
fold increase in the risk of preterm birth. In contrast, Kassai et al. (2018) conducted a
cross-sectional study with 158 Brazilian women, which showedfound lower
concentrations of vitamin D in women who gave birth to preterm neonates (n=66, 54.2
nmol/L) when compared to full-term (n=92, 65.4 nmol/L, P=0.011) (34). This same
study found that women who were classified as deficient (vitamin D <75 nmol/L) were
approximately 3-times more likely to experience a preterm birth (34). A meta-analysis
of 10 studies that comprised 10,098 participants showed that pregnant women with
vitamin D deficiency (<50 nmol/L) are 1.29 times more likely of delivering a preterm
birth than women with sufficient concentrations (=75 nmol/L) (35). Results from a
meta-analysis of 54 studies with a total of 67,484 participants showed an increased
chance of preterm birth in vitamin D-deficient women according to two criteria (<30
nmol/L: OR 1.23; <50 nmol/L: OR 1.21) (14).

The inflammatory response to bacterial infections during pregnancy is one of the
mechanisms involved in preterm occurrences (37, 38). The release of cytokines such as
interleukine-1 (pro-inflammatory) in response to bacterial products is related to preterm
labor, possibly due to its ability to stimulate uterine contractions (37). The suggested
protective role of vitamin D on preterm births is thought to involve its immunological
effects on maternal infections by stimulating the expression of proteins that protect
against pathogens and lead to a reduction in cytokine production (37, 39, 40). The
participants of this study’s cohort were generally healthy and, potentially due to this
healthy profile, the association between vitamin D and preterm birth was not inverse.

Most of the studies that have evaluated the association between vitamin D and
these outcomes have used vitamin D cutoffs that were not established for pregnancy.

Because of the cutoff controversy, evaluating vitamin D as a continuous variable is
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advantageous because it does not require adopting inadequate cutoffs. The repeated
measures of vitamin D concentrations during pregnancy allow us to establish a
relationship between vitamin D variation throughout the duration of the pregnancy.
Thus, the use of procedures such as BLUP enables to perform these types of time
variation analyses, i.e., when the exposure is a repeated measured and the outcome is
evaluated cross-sectionally. There is only one study that has evaluated vitamin D
throughout pregnancy, and a point-to-point analysis was performed without considering
the correlation between the measurements. A strength of the present study is the gold
standard method used to measure plasma 25(OH)D concentrations, i.e., LC-MS/MS.
However, some limitations of this study should be acknowledged. Not all women
completed every visit and there was a loss of 6.7% of the participants during follow-up.
The use of vitamin D supplements could have influenced these results, however, women
participating in the current study did not use supplements as previously reported (41).

In conclusion, we found that vitamin D concentrations during pregnancy were
associated with birth outcomes in a cohort of pregnant Brazilian women. When vitamin
D measurements were separately analyzed by trimester, we showed that higher
concentrations of vitamin D during the 1%, 2" and 3" trimesters increased the chance of
preterm birth. This result remained significant in the longitudinal analysis and higher
concentrations of vitamin D were positively correlated with BW and BL z-scores. We
did not find any mechanisms that explained the direct association between vitamin D
concentrations and the risk of preterm birth. However, we speculate that vitamin D may
increase the rate of fetal maturation since it affects cell differentiation. Thus, additional
studies are necessary to elucidate the role of vitamin D concentrations on the duration of

pregnancy.
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Table 1. Maternal baseline and neonatal characteristics of a cohort from Rio de Janeiro,

Brazil, 2009-2011.

Continuous variables Total (n) Mean (SD)
Maternal age (years) 180 26.8 (5.6)
Maternal education (years) 180 8.7(2.9)
Pre-pregnancy BMI (kg/m?) 180 25.1(4.7)
Vitamin D (nmol/L)*

1* trimester 180 65.6 (17.5)

2™ trimester 170 78.0 (21.8)

3 trimester 168 83.8(24.4)
Maternal energy intake (Kcal) 180 2,439.7 (906.0)
Birth weight (g) 180 3,254.1 (555.9)
Birth weight z-score 180 0.340 (1.105)
Birth length (cm) 180 49.3 (3.3)
Birth length z-score 180 0.440 (1.501)
Gestational age at birth (weeks) 180 38.6 (2.0)
First minute Apgar score 135 8.2(1.4)
Categorical variables n %
Smoking habit

No 170 94.4

Yes 10 5.6
Alcohol consumption

No 147 81.7

Yes 33 18.3
Skin colour

White 49 27.2

Black/mixed 131 72.8
Birth weight z-score classification

AGE 137 76.1

SGA 10 5.6

LGA 33 18.3
Preterm birth**

No 157 87.2

Yes 23 12.8

Abbreviations: SD=standard deviation; BMI=body mass index; AGE=appropriate for gestational age;

SGA=small for gestational age; LGA=large for gestational age.

*Vitamin D referred to 25-hydroxyvitamin D plasma concentration, which was the only maternal

characteristic described by each trimester of pregnancy

**QGestational age at birth<37 weeks
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Table 2. Association between maternal serum vitamin D and birth outcomes at each
gestational trimester. Rio de Janeiro, Brazil, 2009-2011.

Outcomes n s 95%ClI P?
Birth weight (g)*
1! trimester 157 -3.351 -7.630; 0.928 0.124
2" trimester 158 0.713 -2.679;4.105 0.678
3™ trimester 155 1.848 -1.007; 4.702 0.203
Birth weight z-score
1! trimester 180 -0.005 -0.014; 0.005 0.336
2" trimester 170 0.005 -0.002; 0.012 0.194
3™ trimester 168 0.004 -0.002; 0.011 0.153
Birth length (cm)*
1! trimester 157 -0.012 -0.041; 0.017 0.410
2" trimester 158 0.002 -0.021; 0.025 0.873
3™ trimester 155 0.013 -0.006; 0.031 0.187
Birth length z-score
1! trimester 180 -0.001 -0.015; 0.012 0.824
2" trimester 170 0.003 -0.008; 0.013 0.600
3™ trimester 168 0.006 -0.003; 0.015 0.188
First minute Apgar
score®
1% trimester 135 0.002 -0.012; 0.017 0.784
2" trimester 143 0.005 -0.004; 0.014 0.270
3" trimester 139 0.007 -0.001; 0.014 0.104
IRR? 95%ClI P!
SGA**
1! trimester 149 1.015 0.987; 1.043 0.303
2" trimester 142 1.020 0.985; 1.057 0.265
3™ trimester 143 1.002 0.975; 1.030 0.882
1! trimester 170 1.003 0.981; 1.025 0.814
27 trimester 163 1.010 0.992; 1.028 0.270
3™ trimester 160 1.010 0.995; 1.026 0.198
Preterm birth****
1! trimester 180 1.018 1.002; 1.033 0.025
2" trimester 170 1.051 1.034; 1.068 <0.001
3" trimester 168 1.037 1.018; 1.056 <0.001

Abbreviations: 95%CI=95% confidence interval; SGA=small for gestational age; LGA=large for
gestational age; IRR=incidence-rate ratios

1: Adjusted linear regression coefficient;

2P refers to maximum likelihood estimator.

3IRR: Adjusted Poisson regression;

*Preterm birth neonates were excluded.

**reference category: appropriate for gestational age. LGA were excluded

***reference category: appropriate for gestational age. SGA were excluded

**+*Gestational age at birth<37 weeks.

Note: All models were adjusted for early body mass index; skin colour; smoking habit; alcohol

consumption and energy intake.
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Table 3. Association between vitamin D mean weekly gestational variation and birth outcomes. Rio de Janeiro,

Brazil, 2009-2011.

slope! intercept?
Outcomes B 95%CI P B 95%CI P
-19.169; -12.169; 2.253
Birth weight (g)* 110.981 0.094 -4.943 0.177
241.131
Birth weight Z-score 0.350 0.062; 0.638 0.017 -0.006 -0.023; 0.009 0.408
Birth length (cm)* 0.671 -0.232; 1.574 0.144 -0.018 -0.068; 0.032 0.479
Birth length Z-score 0.393 -0.022; 0.807 0.063 -0.006 -0.029; 0.018 0.631
First minute Apgar -0.125; 0.648 -0.125; 0.648
0.261 0.184 0.008 0.496
score*
IRRS 95%Cl1 P IRR 95%Cl1 P
SGA** 1.258 0.340; 4.658 0.731 1.024 0.967; 1.084 0.410
LGA*** 1.975 1.075; 3.628 0.028 0.989 0.947; 1.034 0.629
Preterm birth**** 7.050 3.035; 16.378 <0.001 1.039 1.012; 1.066 0.004

Abbreviations: 95%CI=95% confidence interval; SGA=small for gestational age; LGA=large for gestational age; IRR=incidence-rate ratios
! Vitamin D [25(OH)D] weekly gestational variation. Obtained by best linear unpredicted model (BLUP) analysis

2 Vitamin D [25(OH)D] mean concentration when gestational age is zero. Obtained by best linear unpredicted model (BLUP) analysis

3f: linear regression coefficient;

4P refers to maximum likelihood estimator;

3B: Poisson regression coefficient;

*Preterm birth neonates were excluded

**reference category: appropriate for gestational age. LGA were excluded

***reference category: appropriate for gestational age. SGA were excluded

**+*Gestational age at birth<37 weeks.

Note: models were adjusted for early body mass index; skin colour; smoking habit; alcohol consumption and energy intake.
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299 pregnant women Resultad
Met the eligibility criteria and agreed to participate eouanes

75women were excluded

25 miscarriages

3 women with SBP >140 mmHg and/or DBP > 90

4 multiple gestation

11 with a confirmed pre-pregnancy diagnosis of chronic non-communicable diseases
15 advanced pregnancy (>14weeks of gestation)

7 abandoned prenatal care at the public health centre

5 missing the baseline interview

5 stillbirth

44 additional exclusions

26 had no vitamin D at baseline

L » | 13 without birth weight information
3without birth length the consent

1 gave birth > 42 weeks of gestation

1 gestational age at birth register misleading

10 losses
2 losses

4 had no vitamin D measure

6 without dietetic data 2 had no vitamin D measure
\ 4 l l
180 170 168

Participants in the 1% .| Participants in the 2™ .|  Participants in the 3¢
trimester (5%-13%) trimester (20%-26") trimester (30%-36%)

Figure 1. Flowchart. The process of recruitment and pregnancy follow-up of women attending at a public prenatal care in Rio de Janeiro.
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A) =1 B:0.350, 95%CI1 0.062; 0.638, p-value=0.028
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Figure 2. Relationship between vitamin D weekly variation and birth outcomes.

A) Birth weight (z-score)
B) Birth length (z-score)
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Supplemental figure. Direct Acyclic Graph for a study of vitamin D and birth weight, Rio de

Janeiro, Brazil, 2009-2012.
BMI: body mass index.
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8. Consideracoes finais

No primeiro artigo, foram avaliadas as associagdes entre os marcadores do
metabolismo glicidico e adipocinas na gestagao.

De acordo com o ponto de corte estipulados pela ES, as gestantes com
adequacdo de vitamina D (=75 nmol/L) no primeiro trimestre de gestacdo apresentaram
aumentos mais expressivos de adiponectina e insulina ao longo da gestacdo. Porém, a
resisténcia a insulina e a glicemia nao foram diferentes entre os grupos de adequacdo de
vitamina D, indicando que esse aumento da insulina foi eficiente em desempenhar seu
papel de transporte de glicose intracelular. Quando consideramos o ponto de corte do
IOM, essas associa¢des nao foram observadas. Porém as gestantes com insuficiéncia de
vitamina D (<50 nmol/L) no primeiro trimestre, as quais iniciaram a gestagdo com
menores concentracdes séricas de leptina, apresentaram maior aumento dessa adipocina
ao longo da gestagdo e, inclusive, superaram os valores das mulheres adequadas em
vitamina D. Este resultado indica que a insuficiéncia de vitamina D pode implicar em
modificacdes na secre¢do desta adipocina resultando em maior secre¢do desta.

Estes resultados mostram que dependendo do ponto de corte escolhido, os
desfechos podem ser diferentes. Devido a auséncia de pontos de corte definidos para a
classifica¢do do estado de vitamina D, ndo ¢ possivel ter uma conclusao definitiva sobre
a influéncia da insuficiéncia de vitamina D nos marcadores do metabolismo glicidico,
leptina e adiponectina.

A associacdo direta entre a variagdo das concentragoes séricas semanais de
vitamina D e o escore-z de PN, indicam que o aumento da vitamina D na gestacao
possivelmente resulta em incremento de PN, corroborando com os achados na literatura
cientifica. Essa dire¢do também ¢é plausivel com o aumento de risco de GIG que foi
encontrado no presente estudo.

Os resultados de risco de prematuridade foram contrarios ao descrito na
literatura, porém as andlises foram cuidadosamente conduzidas e ainda sdo necessarios
mais estudos que esclaregam os mecanismos de atuagdo da vitamina D nos desfechos
gestacionais e neonatais. Acredita-se que a relacao da vitamina D com a diferenciagado e
proliferagdo celular possa implicar em maior maturidade no organismo fetal,
antecipando o trabalho de parto.

Vale ressaltar que os métodos estatisticos empregados sdo robustos, isto &,

modelo de regressao de efeitos mistos para dados longitudinais e a utilizagdo melhor
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predicao linear imparcial (best linear unbiased prediction, BLUP) para estimar a
variagdo semanal da vitamina D na gestagdo, garantindo qualidade na condugdo das
analises estatisticas e inferéncias. Adicionalmente, foram utilizados os diagramas
causais que deixam claros quais variaveis sao realmente confundidoras dos modelos.
Em relacdo as analises bioquimicas de vitamina D, foi empregado o modelo
considerado padrao ouro. Todos estes cuidados e procedimentos foram essenciais para
que os dados avaliados fossem de qualidade e minimizasse o risco de vieis. Um ultimo
ponto que merece destaque sdo os 3 pontos de andlises bioquimicas. Poucos estudos
realizam medidas séricas em todos os trimestres gestacionais, entdo a presente tese traz
resultados inovadores no ponto de vista da influéncia das medidas ao longo de toda a

gestacao.
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Status da gestante:

01[ Jativa 02[ ]perda 03[ Jexclusio 04[ ]Jaborto

ANEXO 1

Ensaio[ ] Coorte[ ]

Motivo/tipo de aborto:

DATA DE COLETA

ENTREV

REV

DIG1

DATA DE DIGITAGAO 1

DIG 2

DATA DE DIGITAGAO 2

I

Ry -

S

= Realizar a PRIMEIRA medida de pressao arterial (folha antropometria)

“Vamos comegar nossa conversa sobre alguns dados gerais da sra..”

Qual sua data

i ?
L de nascimento? Y S S 2 Qual a sua idades o anos
A respeito de sua 01 [ ] vive com companheiro 05 [ ] ndo tem namorado
3 situagdo conjugal,a | 02 [ ] ndo vive com companheiro ha mais de 1 ano 06 [ ] tem namorado a <1 ano
Sra: (LER as gpgies de 0% [ ] ndo vive com companheiro ha menos de 1 ano 07 [ ] outro
resposta) 04 [ ] tem namorado ha mais de 1 ano __[ ] codificagio
" . catdlica romana 02 [ ] judaica ou israelita
Vocé 1] ]sim
. R o [ ] umbanda/candomblé 04 [ ] protestante tradicional
4 | pratica 0 ]nido —sigad7 5 Qual sua 5 lioid fentais/Budi dlica/
alguma [ ]cod religido? [ ]zre gioes orientais/Budista 6 [ ] evangélica/crente
" s - [ ] espitita/kardecista 08 [ ] outra:
religido?
[ ] codificagio
~ . | 1] ]branca 3[ ] negra 5[] indigena
6 | Cor (observacio do entrevistador): 2 [ ] parda/mulata/motrena/cabocla 4 [ ] amarela/oriental __[ ] codificacao
7 Como vocé classifica a suaasua | 1[ | branca 3[ ] negra 5[] indigena
cor? 2 arda/mulata/morena/cabocla 4 [ | amarela/oriental __ [ ] codificacio
p G
Vocé freqiientou | 1[ ] sim __ [ ]cod 9 Qual foi a ultima série (ano) que | __ __ série de estudo
8 | a escola? 0 [ ] ndo — préxima sessio vocé concluiu com aprovagiao? ____grau
CODIFICAR DEPOILS: | 0[ ] Nenhum ou até 3° série do ensino fundamental .
S " o .- . o . 4 ] Superior completo
Qual foi a dltima série 4° série ou ensino fundamental (1° grau) incompleto [ ] codificacio
10 | (ano) que vocé concluiu Ens.fund. (1° grau) compl. ou ens. médio (2°grau) incompleto - ¢

com aprovagao?

[ ]
2[ ]
[ ]

Ensino médio (2° grau) completo ou superior incompleto

HISTORIA OBSTETRICA

“Vamos agora conversar um pouco sobre alguns aspectos relacionados a outras gestacdes, partos e filhos.”

Com que idade vocé menstruou

Com que idade vocé engravidou

1 .. ____anos 2 .. ____anos
pela primeira vez? pela primeira vez?
3 Quantas vezes vocé ficou gravida, incluindo esta gravidez e abortos? se 1 vex —» siga a proxima secdo
4 Quantos partos vocé 500> 5 Com que idade vocé Anos 6 Quantos filhos
ja teve? sigad 8 teve seu primeiro parto? - nasceram vivos? -
1 -
Quantos filhos Ja teve gravidez que resultou [ Slfn N __ [ ] codificagio
7 5 - 8 5 O[ | nao—> sigaall
nasceram mortos: em aborto?
Desses abortos que a Sra. teve, .
X R Quando foi seu
9 quantos foram espontineos e Espontaneo 10 | <, Y Y S
E— altimo aborto?
quantos foram provocados? Provocado
Y R - 1
1 Vocé ja teve algum bebé prematuro, quer dl%er, que [ ]sim — [ 1cod 12 | Quantos? L
tenha nascido antes dos nove meses de gravidez? 0[ ]| ndo —> sigaa 13
Y . 1 1
13 VOf:e ja teve algum filho com peso ao nascer acima de 4 [ ]sim _|[]co 14 | Quantos? -
quilos? 0] | ndo = sigaal5
A 7 1 d
15 Voccf ja teve algum filho com peso ao nascer menor que [ ]sim _|[]co 16 | Quantos? L
2 quilos e 500 gramas? 0 ]ndo —> sigaal’
.. 1[ ] vaginal normal
Quando foi seu Qual foi ° tipo de 2[ ] cesarea _[] cod
17 | = ) 18 | parto do dltimo )
altimo parto? 3[ ] forceps
filho? .
4 [ ] cécoras
Vocé ja perdeu . Quantos? __
1 d
19 | filhos depois de 0 [ Slfn o [ fo 20 | Qual (is) era(m) a(s) idade(s)?
nascidos? | 1 0do = siga a proxima segio (codlificar abaixo conforme resposta)
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2 Antes de completar 1 2 Entre 1 semana 23 Entre 1 mése 2% Com 1 ano
semana de vida? — e 1més de vida? | — — lano devida? | —— ou mais? —
IDENTIFICACAO PATERNA
“Agora, eu gostaria de saber algumas coisas sobre o pai da crianga.”
1 | Qual a data de nascimento do pai da crianga? Y S

(ano) que ele concluiu
com aprovagao?

2[ ]Ens.fund. (1° grau) compl. ou ens. médio (2°grau) incompleto
3 [ ] Ensino médio (2° grau) completo ou superior incompleto

Ele freqiientou a 1] ]sim Qual foi a ultima série (ano) que ____ anosde estudo
2 N _ [ ]cod 3 . ~
escola? 0 [ ] ndo. Pule para 5 ele concluiu com aprovagio? ____grau
CODIFICAR DEPOLS | 0 ] Nenhum ou até 3° série do ensino fundamental 4 ] Superior completo
4 Qual foi a dltima série 1[ ]4° sétie ou ensino fundamental (1° grau) incompleto [ Jcod

5 | Na sua opinido ele encontra-se | 1 [ ] Abaixo do peso ideal 2| ] Com peso adequado 3 | | Acima do pesoideal _ [ ] cod
6 | Ele esta trabalhando no momento? | 1] ] sim 0[ ]ndo _ [ ]cod
DESE]JO DE ENGRAVIDAR
“Nés gostariamos de saber o que vocé e o pai da crianga sentiram quando souberam da sua gravidez.”
Vocé estava utilizando 1[]sim Qual o método L] tabe.la., coito interrompido 5[ Jadesivo
. . BN o 2 [ ] camisinha __[]cod
1 algum método para 0[ ]ndo > sigad 3 | 2 | voce estava 31 ] pilula
; S 5 \
evitar esta gravidez: __[]cod usando? 41 ] horménio injetével
Quando ficou gravida, 110] estava querendo e.ngrav1dar . i
3 vOca: 2 [ ] queria esperar mais um tempo __ [ ] codificagio
) 3 [ ] ndo quetia engravidar
E o pai do bebé, 1[ ] queria que vocé estivesse gravida
4 quando soube que vocé | 2| ] queria esperar mais um tempo __[ ] codificacio
estava gravida: 3 [ ] ndo queria que vocé estivesse gravida
SONO
“Vamos agora conversar um pouco sobre como é o seu sono.”
1 ATUALMENTE, quantas horas de sono, em MEDIA, vocé costuma dormir POR NOITE? ____ horas
O seu tempo de sono (O nio mudou. Pule para 4 SE SIM, <Mudou>
2 |mudou depois que 1[ ] sim, aumentou 3 Quanto?
engravidou? 2 [ ] sim, diminuiu [ ]cod uantos __ horas
Em geral,vocé | 1[ ]sim Modificou Ol 1] nao mo‘?‘ﬁc‘f“
~ . 1[ ] sim, esta mais tranqiiilo
4 |tem o sono 0[ ]nio 5 |depois que . L. . . ~
. 2 [ ] sim, esta mais agitado __ [ ] codificagio
tranqiiilo? _ | Jcod engravidou? . SO
3 [ ] sim, estou com insdnia
Vocé costuma dormir em
6 |outros horarios, sem ser a 1[ ]sim 7 | Quantas horas?
noite? 0 [ ] ndo. Prixima secao __[]cod ____h___ min
FUMO
“Agora, eu vou fazer algumas perguntas sobre o habito de fumar”.
1 Vocé fuma 1[ ]sim — pule para 3 [Jcod| 2 Vocé ja 1] ]sim _[]cod
atualmente? 0[ ] ndo — fumou? 0 [ 1 ndo —> pule para a proxima secio
Com que idade vocé Quantos cigarros vocé Sempre fumou a L S
3 4 . 5 . 0[ ]ndo
comegou a fumar? fuma(va) por dia? mesma quantidade?
_____anos o __[]ecod
SE SIM na 2, Ha quanto tempo vocé parou de Calenlar depois Durante quanto
6 ] 7 A e
fumar? 888 se fuma atualmente, 000 para menos de 1 més. ___ meses tempo vocé foi fumante? ______ meses
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ALCOOL

"E agora, eu vou fazer algumas perguntas sobre consumo de bebidas alcodlicas”.

1 Vocé consome algum tipo de | 1| |sim —> siged 5 2 Vocé ja consumiu algum | 1[ ]sim _ [ ]cod
bebida alcoolica? 0[ ]nao _ [ ]cod tipo de bebida alcooélica? 0 [ ] ndo — prixima secio
3 Que idade vocé tinha quando Ha quanto tempo parou de beber? 4 Calenlar depois Durante quanto tempo vocé
parou de beber? __ __ anos ______meses foi consumidora de dlcool? ______meses
5 | Com que idade comegou a beber? | _____ anos
6 | Qual (era) o tipo de bebida alcodlica?
Tipo de bebida Quantidade Qual a freqii€ncia que vocé costuma beber?
1[ ]sim ____copos ou
Cerveja/ 0[ ]nio ___ garrafaou 1[ ] mais de 2 vezes/dia 3 [ ] 4-6 vezes/semana 5[ ]1-3 vezes/més d
Chopp _ [ ]ecod ___ long neck 2[ ]1vez/dia 4 ]1-3 vezes/semana 6 [ ] nunca/quase nunca — [ ]eo
____ latinhas
Cachaca L[] sim 1| ] mais de 2 vezes/dia 3 [ | 4-6 vezes/semana 5[ ]1-3 vezes/més
¢ 0] ] ndo copos [ ]cod
/Vodka [ ]cod e 2[ ]1vez/dia 4 ]1-3 vezes/semana 6 [ ] nunca/quase nunca —
Vinh é L] SiNm X 1[ ] mais de 2 vezes/dia 3 [ ] 4-6 vezes/semana 5[ ]1-3 vezes/més q
mnho % % 12’;13 ——tasd 2[ ]1vez/dia 4 ]1-3 vezes/semana 6 [ ] nunca/quase nunca —L]eo
Ui é L] SiNm d 1[ ] mais de 2 vezes/dia 3 [ ] 4-6 vezes/semana 5[ ]1-3 vezes/més q
1sque % } 223 — o8 2111 vez/dia 4 [ ]1-3 vezes/semana 6 [ ] nunca/quase nunca — L Jeo
1] ]sim . . .
01 1ni 1[ ] mais de 2 vezes/dia 3 [ ] 4-6 vezes/semana 5[ ]1-3 vezes/més od
E— [ ]nao —_— 2[ 11 vez/dia 41 11-3 vezes/semana 6 [ | nunca/quase nunca —[]e
[ ]cod 4

RENDA / CARACTERISTICAS DO DOMICILIO

“Agora farei algumas perguntas sobre os bens e a renda dos moradores da casa.

Mais uma vez lembro que os dados deste estudo servirdo apenas para uma pesquisa, portanto a Sra. pode ficar tranqila
q q » P q
para informar o que for perguntado.”

Acasaemque | 1[ |préopria 3| |posse 5[ ]outra: Quantas pessoas moram em
1 A . 2 p . A
vocé mora é: 2[ ]alugada 4[| ]|emprestada _ [ ]cod sua casa incluindo vocé? __
Quantos comodos ha em sua casa, Quantos comodos sio usados para
3 |. . . 4 .
incluindo o banheiro? o dormir? _
5 | Quantas pessoas que moram na sua casa possuem alguma fonte de renda, incluindo vocé? ____ pessoas
6 Vocé faz algum trabalho remunerado | 1[ |sim
fora de casa ou em casa? 0 [ ]ndo. Pule para 8 __[]Jcod | 7 | Qual?
Qual a remuneragido em reais de cada uma dessas pessoas (listar parentesco com a gestante)?
(GANHOS REFERENTES ao MES PASSADO )
8.4 Contribuinte 3: ( ) R$ ___ , 00
8.1 Entrevistada: (88888 se ndo trabalha) R$ _ , 00
8 8.5 Contribuinte 4: ( ) R¢ , 00
8.2 Contribuinte 1: ( ) R$ , 00
8.6 EXTRA (questio abaixo): R , 00
8.3 Contribuinte 2: ( ) R$ , 00
8.7 Total (Somar depois): R$ , 00
A familia tem~outra fonte de renfla, p.or. exemplp, bolsa familia, 0[ TNdo 1[ 1Sim __ [ ]cod > Quanto? RS____ 00/ més
aluguel, pensio ou outra, que nio foi citada acima?

Agora vou fazer algumas perguntas a respeito de aparelhos que a Sra. tem em casa.

A Sra. tem em casa? | Para nso do REVISOR: A escala estd completa? 1] ] Sim 0] ] Nao
Televisdao em cores O0[ ]Nao Sim.Quantas? 1[ Juma 2[ Jduas 3[ Jtrés 4[ | quatroou+ __[ ]cod
Radio O0[ ]Nao Sim.Quantas? 1[ Juma 2[ Jduas 3[ Jtrés 4[ | quatroou+ __[ ]cod

9 Banheiro O0[ ]Nao Sim.Quantas? 4[ Juma 5[ |duas 6[ Jtrés 7[ ] quatroou+ __[ ]cod
Automoével O0[ ]Nao Sim.Quantas? 4[ Juma 7[ |duas 9[ Jtrés 9[ | quatroou+ __[ ]cod
Quem faz o servico doméstico na sua casa?
Empregada mensalista O] ]Nio Sim.Quantas? 3| Juma 4| Jduas 4| Jtrés 4 ] quatro ou + [ ]cod
Miaquina de lavar, sem ser tanquinho 0 [ | Nao  Sim. Quantas? 2| Juma 2[ |duas 2[ Jtrés 2 [ | quatro ou + [ ]cod
Videocassete e/ou DVD O0[ ]Nao Sim.Quantas? 2[ Juma 2[ |duas 2[ |trés 2[ ] quatro ou + [ ]cod
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Geladeira 0[ ]Nao Sim.Quantas? 4[| Juma 4[ |duas 4[ |trés 4[ | quatroou+ __[ ]cod

Freezer ou geladeira duplex O0[ ]Nao Sim.Quantas? 2| Juma 2| Jduas 2| Jtrés 2[ | quattoou+ __ [ ]cod
10 | Quem ¢ o chefe da familia? (PARENTESCO com a gestante)

SE O CHEFE DA FAMIIIA FOR A GESTANTE OU MARIDO, NAO PERGUNTE E CODIFIQUE DEPOIS.

Qual o dltimo ano de estudo do chefe da familia?

0 [ ] Nenhum ou até 3° série do ensino fundamental
1|1 4° série ou ensino fundamental (1° grau) incompleto

[ ]
2[ ] Ens.fund. (1° grau) compl. ou ens. médio (2°grau) incompleto
4 [ ] Ensino médio (2° grau) completo ou superior incompleto

8 [ ] Superior completo

[ ] cod
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Data: / [/

ANTROPOMETRIA

“Agora vamos realizar algumas medidas, saber sobre sua gestagido atual e conversar um pouco sobre seu peso

também.”

= Realizar a PRIMEIRA medida de pressao arterial

Qual a data da sua

1.5, ~
altima menstruagio?

Ry Sy S——

2 | Semana gestacional DUM:

__ semanas DUM

A Sra. fez Ultrassonografia?
0[ 1 Nao —> Pular para 4.

Semana gestacional pela USG (ajustada

1[ 1Sim — Consulte ou pergunte a semana gestacional da 3 .
data om que realizon o exame: para data desta entrevista) UsG
. ____ semanas
__ semanase _diasnodia__ __ |/
= Medidas antropométricas:
41| , cm ,
4 | Estatura: 5 | Estatura MEDIA: o , cm
42 , cm
6 Peso pré-gestacional kel 7 Peso pré-gestacional k
RELATADO: —— g AFERIDO: — %
IMC pré- . Categoria TMC 1[ ] baixo peso (< 18,5) 41 ] obe§idad? = 30)
8 | gestacional (peso - ,_ kg/m pré-gestacional: 2[ ] normal (18,5 a 24,9) __ [ ] codificacido
AFERIDO): & " | 3[ ]sobrepeso (225 e <29.9)

<= Pagssar medidas para 0 CARTAO DA GESTANTE ©

Data aferi¢ao Pressio arterial 1 Sl?FOh,C b ——— mmHg
10 (pressio arterial): N A S 1 (PA1); Diastolica: ____ mmHg
vssao arierialy: ’ Batimentos cardiacos: ____ min
=" Realizar a SEGUNDA medida de pressio arterial
Pressio arterial 2 Sistélica: __ __ mmHg Pressdo arterial | Sistdlica: ___ _ mmHg
12 AD): Diastélica: ___ _ mmHg 13 MEDIA Diastélica: __ __ mmHg
(PA2): Batimentos cardiacos: __ __ min (PAM 1): Batimentos cardiacos: __ __ min
2* Medida da pressao arterial — Dia do questionario geral
. - . Sistolica: __ __ mmHg
4|y |/ 15 | | Diistolicss _____ mmig
vssao arierialy: ’ Batimentos cardiacos: ____ min
=" Realizar a SEGUNDA medida de pressio arterial
N . Sistélica: __ __ mmHg MEDIA Sistélica: ___ _ mmHg
Pressio arterial 2 . N . L
16 (PA2): Diastélica: __ __ mmHg 17 Pressdo arterial | Didst6lica: ___ _ mmHg
): Batimentos cardiacos: __ _ _ min (PAM3): Batimentos cardiacos: __ _ _ min
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(Entrevistador: DESTACAR ESTA FOLHA)

NOME COMPLETO:
DATA COLETA: / /

1° TRIMESTRE - RESULTADO DOS EXAMES BIOQUIMICOS
Data hemogtama: __ __ /__ _ /
SEMANA GESTACIONAL do hemograma : __ __ semanas
Parimetro Valor Valor referéncia

1 | Neutréfilos e/ _,_"%N

2 | Linfocitos %L 21 - 35%

3 | Mondcitos R 70\ | 4-8%

4 | Eosinoéfilos ] %E 2—-4%

5 | Basofilos ) %B 0-1%

6 |RBC ., m/uL

7 | Hemoglobina __,__g/dL 12 -15,5%

8 | Hematécerito % 37— 47 g%

9 |MCV ., fL 82-92 m?3

10 | MCH ——>Pg

11 | MCHC ., g/dL

12 | RDW %
Data bioquimica: __ /__ /  (nao inserir valores com virgula)
SEMANA GESTACIONAL da coleta bioquimica/pesquisa: __ __ semanas

13 | Glicemia jejum ______mg/dL 70 - 110

14 | Colesterol total: ______mg/dL 140 — 200

15 | Triglicérides: ______mg/dL 65— 150

16 | HDL ______mg/dL 40 - 60

17 |1.DL (calenlar) = CT - (TG/5 + HDL) ______mg/dL

Data microbiologia: __ __ /__ __ /_

SEMANA GESTACIONAL da utocultura: __ __ semanas

18 | Parasitologico de fezes: 0 [ ] negativo 1[ ] positivo: _[]cod
19 | Urocultura: 0 [ ] negativo 1 [ | positivo 2 | | flora bact. Discreta _ [ | cod
densidade: __ ____ __ ;pH: __, ___; proteina (cruzes):

20 |HIV 0] ] negativo 1| ] positivo  _ [ ] cod

21 | VDRL 0] ] negativo 1| ] positivo  _ [ ] cod

22 | Toxoplasmose 0| Jnegativol[ | positivo _ [ ]cod

Dosagens posteriores do soro:

Parametro: Valor Parametro: Valor

23 | Ptn C reativa mg/ml. | 24 |Interleucina-6: pg/mL
25 | Interleucina 1P pg/mL| 26 |Insulina uU/mL
27 | Adponectina: ng/mL | 28
29 30

| 2 3 45 6 Z 8 9 0
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Status da gestante:

01[ Jativa 02[ ]perda 03[ Jexclusio 04[ ]Jaborto

ANEXO 2

Ensaio[ ] Coorte[ ]

Motivo/tipo de aborto:

DATA DE COLETA

ENTREV

REV

DIG1

DATA DE DIGITAGAO 1

DIG 2

DATA DE DIGITAGAO 2

I

Ry -

S

= Realizar a PRIMEIRA medida de pressao arterial (folha antropometria)

“Vamos comegar nossa conversa sobre alguns dados gerais da sra..”

Qual sua data

i ?

L de nascimento? Y S S 2 Qual a sua idades o anos

A respeito de sua 01 [ ] vive com companheiro 05 [ ] ndo tem namorado
3 situagdo conjugal,a | 02 [ ] ndo vive com companheiro ha mais de 1 ano 06 [ ] tem namorado a <1 ano

Sra: (LER as gpgies de 0% [ ] ndo vive com companheiro ha menos de 1 ano 07 [ ] outro

resposta) 04 [ ] tem namorado ha mais de 1 ano __[ ] codificagio

Vocé 1] ]sim [ ] catdlica romana 02 [ ] judaica ou israelita

. R o [ ] umbanda/candomblé 04 [ ] protestante tradicional

4 |P ratica O[ ] ndo—sigad7 5 Qual sua 51 ] religides orientais/Budista 6 [ ] evangélica/crente

alguma [ ]cod religido? s . &

" s - [ ] espitita/kardecista 08 [ ] outra:
religido?
[ ] codificagio
~ . | 1] ]branca 3[ ] negra 5[] indigena

6 | Cor (observacio do entrevistador): 2 [ ] parda/mulata/motrena/cabocla 4 [ ] amarela/oriental __[ ] codificacao
7 Como vocé classifica a suaasua | 1[ | branca 3[ ] negra 5[] indigena

cor? 2 [ ] parda/mulata/morena/cabocla 4 [ ] amarela/oriental [ ] codificacio

Vocé freqiientou | 1[ ] sim __ [ ]cod 9 Qual foi a ultima série (ano) que | __ __ série de estudo
8 | a escola? 0 [ ] ndo — préxima sessio vocé concluiu com aprovagiao? ____grau

CODIFICAR DEPOILS: | 0[ ] Nenhum ou até 3° série do ensino fundamental .

S " o .- . o . 4 ] Superior completo

Qual foi a dltima série 4° série ou ensino fundamental (1° grau) incompleto [ ] codificacio

10 | (ano) que vocé concluiu Ens.fund. (1° grau) compl. ou ens. médio (2°grau) incompleto - ¢

com aprovagao?

[ ]
2[ ]
[ ]

Ensino médio (2° grau) completo ou superior incompleto

HISTORIA OBSTETRICA

“Vamos agora conversar um pouco sobre alguns aspectos relacionados a outras gestacdes, partos e filhos.”

Com que idade vocé menstruou

Com que idade vocé engravidou

1 .. ____anos 2 .. ____anos
pela primeira vez? pela primeira vez?
3 Quantas vezes vocé ficou gravida, incluindo esta gravidez e abortos? se 1 vex —» siga a proxima secdo
4 Quantos partos vocé 500> 5 Com que idade vocé Anos 6 Quantos filhos
ja teve? sigad 8 teve seu primeiro parto? - nasceram vivos? -
1 -
Quantos filhos Ja teve gravidez que resultou [ Slfn N __ [ ] codificagio
7 - 8 O[ | nao—> sigaall
nasceram mortos? em aborto?
Desses abortos que a Sra. teve, .
X R Quando foi seu
9 quantos foram espontineos e Espontaneo 10 | <, Y Y S
E— altimo aborto?
quantos foram provocados? Provocado
Y R - 1
1 Vocé ja teve algum bebé prematuro, quer dl%er, que [ ]sim — [ 1cod 12 | Quantos? L
tenha nascido antes dos nove meses de gravidez? 0[ ]| ndo —> sigaa 13
Y . 1 1
13 VOf:e ja teve algum filho com peso ao nascer acima de 4 [ ]sim _|[]co 14 | Quantos? -
quilos? 0] | ndo = sigaal5
A 7 1 d
15 Voccf ja teve algum filho com peso ao nascer menor que [ ]sim _|[]co 16 | Quantos? L
2 quilos e 500 gramas? 0 ]ndo —> sigaal’
.. 1[ ] vaginal normal
Quando foi seu Qual foi ° tipo de 2[ ] cesarea _[] cod
17 | = ) 18 | parto do dltimo )
altimo parto? 3[ ] forceps
filho? .
4 [ ] cécoras
Vocé ja perdeu . Quantos? __
1 d
19 | filhos depois de 0 [ Slfn o [ fo 20 | Qual (is) era(m) a(s) idade(s)?
nascidos? | 1 0do = siga a proxima segio (codlificar abaixo conforme resposta)
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2 Antes de completar 1 2 Entre 1 semana 23 Entre 1 mése 2% Com 1 ano
semana de vida? — e 1més de vida? | — — lano devida? | —— ou mais? —
IDENTIFICACAO PATERNA
“Agora, eu gostaria de saber algumas coisas sobre o pai da crianga.”
1 | Qual a data de nascimento do pai da crianga? Y S

(ano) que ele concluiu
com aprovagao?

2[ ]Ens.fund. (1° grau) compl. ou ens. médio (2°grau) incompleto
3 [ ] Ensino médio (2° grau) completo ou superior incompleto

Ele freqiientou a 1] ]sim Qual foi a ultima série (ano) que ____ anosde estudo
2 N _ [ ]cod 3 . ~
escola? 0 [ ] ndo. Pule para 5 ele concluiu com aprovagio? ____grau
CODIFICAR DEPOLS | 0 ] Nenhum ou até 3° série do ensino fundamental 4 ] Superior completo
4 Qual foi a dltima série 1[ ]4° sétie ou ensino fundamental (1° grau) incompleto [ Jcod

5 | Na sua opinido ele encontra-se | 1 [ ] Abaixo do peso ideal 2| ] Com peso adequado 3 | | Acima do pesoideal _ [ ] cod
6 | Ele esta trabalhando no momento? | 1] ] sim 0[ ]ndo _ [ ]cod
DESE]JO DE ENGRAVIDAR
“Nés gostariamos de saber o que vocé e o pai da crianga sentiram quando souberam da sua gravidez.”
Vocé estava utilizando 1[]sim Qual o método L] tabe.la., coito interrompido 5[ Jadesivo
. . BN o 2 [ ] camisinha __[]cod
1 algum método para 0[ ]ndo > sigad 3 | 2 | voce estava 31 ] pilula
; S 5 \
evitar esta gravidez: __[]cod usando? 41 ] horménio injetével
Quando ficou gravida, 110] estava querendo e.ngrav1dar . i
3 vOca: 2 [ ] queria esperar mais um tempo __ [ ] codificagio
) 3 [ ] ndo quetia engravidar
E o pai do bebé, 1[ ] queria que vocé estivesse gravida
4 quando soube que vocé | 2| ] queria esperar mais um tempo __[ ] codificacio
estava gravida: 3 [ ] ndo queria que vocé estivesse gravida
SONO
“Vamos agora conversar um pouco sobre como é o seu sono.”
1 ATUALMENTE, quantas horas de sono, em MEDIA, vocé costuma dormir POR NOITE? ____ horas
O seu tempo de sono (O nio mudou. Pule para 4 SE SIM, <Mudou>
2 |mudou depois que 1[ ] sim, aumentou 3 Quanto?
engravidou? 2 [ ] sim, diminuiu [ ]cod uantos __ horas
Em geral,vocé | 1[ ]sim Modificou Ol 1] nao mo‘?‘ﬁc‘fu
~ . 1[ ] sim, esta mais tranqiiilo
4 |tem o sono 0[ ]nio 5 |depois que . L. . . ~
. 2 [ ] sim, esta mais agitado __ [ ] codificagio
tranqiiilo? _ | Jcod engravidou? . SO
3 [ ] sim, estou com insdnia
Vocé costuma dormir em
6 |outros horarios, sem ser a 1[ ]sim 7 | Quantas horas?
noite? 0 [ ] ndo. Prixima secao __[]cod ____h___ min
FUMO
“Agora, eu vou fazer algumas perguntas sobre o habito de fumar”.
1 Vocé fuma 1[ ]sim — pule para 3 [Jcod| 2 Vocé ja 1] ]sim _[]cod
atualmente? 0[ ] ndo — fumou? 0 [ 1 ndo —> pule para a proxima secio
Com que idade vocé Quantos cigarros vocé Sempre fumou a L S
3 4 . 5 . 0[ ]ndo
comegou a fumar? fuma(va) por dia? mesma quantidade?
_____anos o __[]ecod
SE SIM na 2, Ha quanto tempo vocé parou de Calenlar depois Durante quanto
6 ] 7 A e
fumar? 888 se fuma atualmente, 000 para menos de 1 més. ___ meses tempo vocé foi fumante? ______ meses
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ALCOOL

"E agora, eu vou fazer algumas perguntas sobre consumo de bebidas alcodlicas”.

1 Vocé consome algum tipo de | 1| |sim —> siged 5 2 Vocé ja consumiu algum | 1[ ]sim _ [ ]cod
bebida alcoolica? 0[ ]nao _ [ ]cod tipo de bebida alcooélica? 0 [ ] ndo — prixima secio
3 Que idade vocé tinha quando Ha quanto tempo parou de beber? 4 Calenlar depois Durante quanto tempo vocé
parou de beber? __ __ anos ______meses foi consumidora de dlcool? ______meses
5 | Com que idade comegou a beber? | anos
6 | Qual (era) o tipo de bebida alcodlica?
Tipo de bebida Quantidade Qual a freqii€ncia que vocé costuma beber?
1[ ]sim ____copos ou
Cerveja/ 0[ ]nio ___ garrafaou 1[ ] mais de 2 vezes/dia 3 [ ] 4-6 vezes/semana 5[ ]1-3 vezes/més d
Chopp _ [ ]ecod ___ long neck 2[ ]1vez/dia 4 ]1-3 vezes/semana 6 [ ] nunca/quase nunca — [ ]eo
____ latinhas
Cachaca L[] sim 1| ] mais de 2 vezes/dia 3 [ | 4-6 vezes/semana 5[ ]1-3 vezes/més
¢ 0] ] ndo copos [ ]cod
/Vodka [ ]cod e 2[ ]1vez/dia 4 ]1-3 vezes/semana 6 [ ] nunca/quase nunca —
Vinh é L] SiNm X 1[ ] mais de 2 vezes/dia 3 [ ] 4-6 vezes/semana 5[ ]1-3 vezes/més q
mnho % % 12’;13 ——tasd 2[ ]1vez/dia 4 ]1-3 vezes/semana 6 [ ] nunca/quase nunca —L]eo
Ui é L] SiNm d 1[ ] mais de 2 vezes/dia 3 [ ] 4-6 vezes/semana 5[ ]1-3 vezes/més q
1sque % } 223 — o8 2111 vez/dia 4 [ ]1-3 vezes/semana 6 [ ] nunca/quase nunca — L Jeo
1] ]sim . . .
01 1ni 1[ ] mais de 2 vezes/dia 3 [ ] 4-6 vezes/semana 5[ ]1-3 vezes/més od
E— [ ]nao —_— 2[ 11 vez/dia 41 11-3 vezes/semana 6 [ | nunca/quase nunca —[]e
[ ]cod 4

RENDA / CARACTERISTICAS DO DOMICILIO

“Agora farei algumas perguntas sobre os bens e a renda dos moradores da casa.

Mais uma vez lembro que os dados deste estudo servirdo apenas para uma pesquisa, portanto a Sra. pode ficar tranqiiila
q q s P q
para informar o que for perguntado.”

A casa em que

1[ ]propria

3| ]posse 5] ]outra:

Quantas pessoas moram em

1 vocé mora é: 2[ ]alugada 4[| ]|emprestada _ [ ]cod 2 sua casa incluindo vocé? __
Quantos comodos ha em sua casa, Quantos comodos sio usados para
3. . . 4 .
incluindo o banheiro? o dormir? _
5 | Quantas pessoas que moram na sua casa possuem alguma fonte de renda, incluindo vocé? ____ pessoas
6 Vocé faz algum trabalho remunerado | 1[ |sim
fora de casa ou em casa? 0 [ ]ndo. Pule para 8 __[]Jcod | 7 | Qual?
Qual a remuneragdo em reais de cada uma dessas pessoas (listar parentesco com a gestante)?
(GANHOS REFERENTES ao MES PASSADO )
8.4 Contribuinte 3: ( ) R$_ , 00
8.1 Entrevistada: (88888 se ndo trabalha) R$ _ , 00
8 8.5 Contribuinte 4: ( ) R¢ , 00
8.2 Contribuinte 1: ( ) R$ , 00
8.6 EXTRA (questio abaixo): R$ , 00
8.3 Contribuinte 2: ( ) R$ , 00
8.7 Total (Somar depois): R$ , 00
A familia tem outra fonte de renda, por exemplo, bolsa familia, 0[ TNdo 1[ 1Sim __ [ ]cod > Quanto? RS____ 00/ més

alu

uel, pensdo ou outra, que nio foi citada acima?

Agora vou fazer algumas perguntas a respeito de aparelhos que a Sra. tem em casa.

A Sra. tem em casa? | Para nso do REVISOR: A escala estd completa? 1] ] Sim 0] ] Nao
Televisdao em cores O0[ ]Nao Sim.Quantas? 1[ Juma 2[ Jduas 3[ Jtrés 4[ | quatroou+ __[ ]cod
Radio O0[ ]Nao Sim.Quantas? 1[ Juma 2[ Jduas 3[ Jtrés 4[ | quatroou+ __[ ]cod

9 Banheiro O0[ ]Nao Sim.Quantas? 4[ Juma 5[ |duas 6[ Jtrés 7[ ] quatroou+ __[ ]cod
Automoével O0[ ]Nao Sim.Quantas? 4[ Juma 7[ |duas 9[ Jtrés 9[ | quatroou+ __[ ]cod
Quem faz o servico doméstico na sua casa?
Empregada mensalista 0] ]Nio Sim.Quantas? 3| Juma 4| Jduas 4| Jtrés 4] ] quatro ou + [ ]cod
Miaquina de lavar, sem ser tanquinho 0 [ | Nao  Sim. Quantas? 2| Juma 2[ |duas 2[ Jtrés 2 [ | quatro ou + [ ]cod
Videocassete e/ou DVD O0[ ]Nao Sim.Quantas? 2[ Juma 2[ |duas 2[ | trés 2[ ] quatro ou + [ ]Jcod

666 —Nio quis responder NQR) ~ 777= Missing 888 = Nio se aplica (NSA) 999= Nio sabe]33




Geladeira 0[ ]Nao Sim.Quantas? 4[| Juma 4[ |duas 4[ |trés 4[ | quatroou+ __[ ]cod

Freezer ou geladeira duplex O0[ ]Nao Sim.Quantas? 2| Juma 2| Jduas 2 Jtrés 2[ | quattoou+ __ [ ]cod
10 | Quem ¢ o chefe da familia? (PARENTESCO com a gestante)

SE O CHEFE DA FAMIIIA FOR A GESTANTE OU MARIDO, NAO PERGUNTE E CODIFIQUE DEPOIS.

Qual o dltimo ano de estudo do chefe da familia?

0 [ ] Nenhum ou até 3° série do ensino fundamental
1|1 4° série ou ensino fundamental (1° grau) incompleto

[ ]
2[ ] Ens.fund. (1° grau) compl. ou ens. médio (2°grau) incompleto
4 [ ] Ensino médio (2° grau) completo ou superior incompleto

8 [ ] Superior completo

[ ] cod

666 — Nio quis responder NQR)  777= Missing 888 = Nao se aplica (NSA) 999= Nio sabe]34




Data:_ /_/

ANTROPOMETRIA

“Agora vamos realizar algumas medidas, saber sobre sua gestagdo atual e conversar um pouco sobre seu peso

também.”

= Realizar a PRIMEIRA medida de pressao arterial

Qual a data da sua

1.5, ~
altima menstruagio?

Y Sy S——

Semana gestacional DUM.:

__ semanas DUM

A Sra. fez Ultrassonografia?

0[ 1 Nao —> Pular para 4.

1[ 1Sim — Consulte ou pergunte a semana gestacional da
data em que realizon o exame:

___ Semanase _diasnodia____|___ | __ __ _ __

Semana gestacional pela USG (ajustada

para data desta entrevista)

__ semanas USG

= Medidas antropométricas:

4 | Estatura: 41l 2 am 5 | Estatura MEDIA: o , cm
42 s cm
6 Peso pré-gestacional ko | 7 Peso pré-gestacional K
RELATADO: — "8 AFERIDO: — "8
IMC pré- . 1[ ] baixo peso (< 18,5 4 obesidade (> 30
8 gestafional (peso __ ,_ kg/m?*| 9 Ca/tegona .IMC. 21 ] normalf (1 8,(5 a 24,9>) o % % codiﬁca(;ﬁcg> )
AFERIDO): pré-gestacional: | 311 (L epeso (225 ¢ <29.9)

= Passar medidas para 0 CARTAO DA GESTANTE ©

- . . Sistolica: __ __ mmHg
Data afericao Pressio arterial 1 e
10 (pressio arterial): Y S 11 (PAD): Diastdlica: ____ mmHg
essdo arteria) ): Batimentos cardiacos: ___ min
=" Realizar a SEGUNDA medida de pressio arterial
Pressi cerial 2 Sistélica: __ __ mmHg Pressﬁp arterial | Sistdlica: ___ _ mmHg
12 (;ZSZS;O arteria Disstélica: ______ mmHg 13 MEDIA Diastolica: ______ mmHg
’ Batimentos cardiacos: __ __ min (PAM 1): Batimentos cardiacos: __ __ min
2* Medida da pressao arterial — Dia do questionario geral
s N . Sistélica: ___ _ mmHg
14 Data ?feil;?o/. g 15 Pr[exslsalo arterial 1 Diastolica: ______ mmHg
(pressao arterial): (PAL): Batimentos cardiacos: ___ min
=" Realizar a SEGUNDA medida de pressio arterial
- . Sistélica: __ __ mmHg MEDIA Sistélica: ____ mmHg
Pressao arterial 2 . - . [
16 AD): Diastolica: ___ _ mmHg 17 Pressdo arterial | Diastélica: __ _ _ mmHg
(PA2): Batimentos cardiacos: __ __ min (PAM3): Batimentos cardiacos: ___ _ min

666 — Nio quis responder (NQR)

| 2 3 4 5 6

777= Missing

888 = Nio se aplica (NSA)

7 8 9 O

999= Nio sabe 135




(Entrevistador: DESTACAR ESTA FOLHA)

NOME COMPLETO:
DATA COLETA: / /

2° TRIMESTRE - RESULTADO DOS EXAMES BIOQUIMICOS
Data hemogtama: __ __ /__ _ /
SEMANA GESTACIONAL do hemograma : __ __ semanas
Parametro Valor Valor referéncia

1 | Neutréfilos e/ _,_%N

2 | Linfocitos %L 21 - 35%

3 | Mondcitos R 70\ | 4-8%

4 | Eosinoéfilos ] %E 2—-4%

5 | Basofilos ) %B 0-1%

6 |RBC ., m/uL

7 | Hemoglobina __,__g/dL 12 -15,5%

8 | Hematécerito % 37— 47 g%

9 |MCV ., fL 82-92 m?3

10 | MCH ——>Pg

11 | MCHC ., g/dL

12 | RDW %
Data bioquimica: __ /__ /  (nao inserir valores com virgula)
SEMANA GESTACIONAL da coleta bioquimica/pesquisa: __ __ semanas

13 | Glicemia jejum ______mg/dL 70 - 110

14 | Colesterol total: ______mg/dL 140 — 200

15 | Triglicérides: ______mg/dL 65— 150

16 | HDL ______mg/dL 40 - 60

17 |1.DL (calenlar) = CT - (TG/5 + HDL) ______mg/dL

Data microbiologia: __ __ /__ __ /_

SEMANA GESTACIONAL da utocultura: __ __ semanas

18 | Parasitologico de fezes: 0 [ ] negativo 1[ ] positivo: _[]cod
19 | Urocultura: 0 [ ] negativo 1 [ | positivo 2 | | flora bact. Discreta _ [ | cod
densidade: __ ____ __ ;pH: __, ___; proteina (cruzes):

20 |HIV 0] ] negativo 1| ] positivo  _ [ ] cod

21 | VDRL 0] ] negativo 1| ] positivo  _ [ ] cod

22 | Toxoplasmose 0| Jnegativol][ | positivo _ [ ]cod

Dosagens posteriores do soro:

Parametro: Valor Parametro: Valor

23 | Ptn C reativa mg/ml. | 24 |Interleucina-6: pg/mL
25 | Interleucina 1P pg/mL| 26 |Insulina uU/mL
27 | Adponectina: ng/mL | 28
29 30

| 2 3 45 6 Z 8 9 0

666 — Nio quis responder NQR)  777= Missing 888 = Nao se aplica (NSA) 999= Nio sabe] 34



ANEXO 3

ANEXOS

Status da gestante: 01]

Jativa 02[ ]perda 03[ Jexclusao 04[ ]Jaborto 05[ Jnatimorto 06[ ]parto prematuro

Ensaio[ ] Coorte[ ]

Motivo/tipo de aborto:

DATA DE COLETA

ENTREV

REV DIG1

DATA DE DIGITAGCAO 1

DIG 2

DATA DE DIGITAGAO 2

I

I

I

= Revisar FOLHA de ROSTO e PENDENCIAS com a gestante.

= Realizar a PRIMEIRA medida de pressao arterial

“Vamos comegar nossa conversa sobre alguns dados gerais da Sra..”

A respeito de sua situagao conjugal, a Sra:
(LER as gpedes de resposta)

021 ]
03]
041 ]
05[]
06 ]
071 ]

outro

01 [ ] vive com companheiro
ndo vive com companheiro ha mais de 1 ano
nio vive com companheiro ha menos de 1 ano
tem namorado ha mais de 1 ano
néo tem namorado

tem namorado a <1 ano

__[ ] codificacio

O pai da crianga esta
trabalhando no momento?

1] ]sim

0 ] nao

__[ ] codificagio

3 ATUALMENTE, quantas horas de sono, em MEDIA, vocé costuma dormir POR NOITE? __ horas
n . 1[ ]sim Modificou desde 0 7° | 1 ] nao mot%lfico'u.
4 Em geral, vocé tem tido o sono 0[ ]ndo 5 | més de estacio até 1[ ]sim, esta mais tranqiiilo
tranqiiilo? gestag 2[ | sim, esta mais agitado
[ ]cod agora? . h .
— 3 [ ] sim, estou com insdnia __[]cod
6 Voceé tem dormido em outros | 1 [ ]sim _ [ ]cod 7 Quantas horas? hs min
horarios, sem ser a noite? 0 [ ] ndo. Prixima secio ’ S —
Fumante no 1° ou 2° trimestre? 0/ ] Nao 1] ] Sim __ | ] codificagio
8 Vocé fuma 1] ]sim __[]cod 9 Quantos cigartos cioarros
atualmente? 0 [ ] ndo —> pule para 12, se fumante no 1° ou 2° trim. vocé fuma por dia? | = — &
10 Ha quanto tempo vocé parou de fumar? meses
888 se fuma atualmente, 000 para menos de 1 més. -
Vocé consumiu algum tipo de bebida alcoodlica . N L. N . N
1 nos tltimos 2 mesef? P 1[ Isim  O[ ]ni3o— prdximasecdo  __[ | codificagdo
12 Qual o tipo de bebida vocé consumiu?
Tipo de bebida Quantidade Qual a freqiiéncia que vocé costuma beber?
. ____ copos ou
Cetveja/ (1) { } :fn __ garrafaou | 1[ ] mais de 2 vezes/dia 3 [ ] 4-6 vezes/semana 5[ ]1-3 vezes/més
Chopp [] az __ longneck |2[]1vez/dia 4 [ ] 1-3 vezes/semana 6 [ ] nunca/quase nunca _ [ ]cod
- c© ____latinhas
Cachaca (1) { } :;2 cOPOS 1[ ] mais de 2 vezes/dia 3 [ ] 4-6 vezes/semana 5[ ]1-3 vezes/més
/Vodka [ ] cod ——°p 2[]1vez/dia 4 [ ] 1-3 vezes/semana 6 | ] nunca/quase nunca __[]cod
Vinho (1) { } :;2 raca 1[ ] mais de 2 vezes/dia 3 [ ] 4-6 vezes/semana 5[ ]1-3 vezes/més
[ ] cod — 2[]1vez/dia 4 [ ] 1-3 vezes/semana 6 [ ] nunca/quase nunca _[]cod
Utsau (1) { % :fn 4 1[ ] mais de 2 vezes/dia 3 [ ] 4-6 vezes/semana 5[ ]1-3 vezes/més
sque [ ] sz — —0ses 2[]1vez/dia 4 [ ] 1-3 vezes/semana 6 [ ] nunca/quase nunca __[]cod
(1) { % :fn 1[ ] mais de 2 vezes/dia 3 [ ] 4-6 vezes/semana 5[ ]1-3 vezes/més
B (] ng I 2[]1vez/dia 4 [ ]1-3 vezes/semana 6 [ ] nunca/quase nunca _[]ecod
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ANEXOS

RENDA. “Agora eu gostaria de saber se a renda da sua familia mudou desde a ultima entrevista. Por favor,

lembre-se que estas perguntas servirdo apenas para a pesquisa € nao serdo passadas para outras pessoas.”

“Da ultima entrevista para ca: O namero de pessoas que possuem renda (trabalham) mudou?”

“Alguém parou de trabalhar?” “O valor do salario aumentou ou diminuiu?”
1 A Sra. faz algum  trabalho | 1[ |sim
remunerado fora de casa ou em casa? | 0| ] ndo __[Jcod | 2 | Qual?
3 | Quantas pessoas que moram na sua casa incluindo vocé? ____ pessoas
Qual a remuneragdo em reais de cada uma dessas pessoas (listar parentesco com a gestante)? (G.ANHOS REFERENTES
ao MES PASSADO)
3.4 Contribuinte 3: ) R$ _ , 00
3.1 Gestante: (88888 se nio trabalha) R$ , 00
4 3.5 Contribuinte 4: ( ) R$ _ , 00
3.2 Contribuinte 1: ( ) R$ ___ , 00
) 3.6 EXTRA ( guestio abaixo): R$ , 00
3.3 Contribuinte 2: ( ) R$ , 00
3.7 Total (Somar depois): R$ , 00
A familia tem outra fonte de renda, por exemplo, bolsa familia, N . R
aluguel, pensdo ou outra, que nio foi citada acima? O[ JNao 1[ ]Sim _[Jecod > Quanto?R$_______ 00/ més

HISTORIA FAMILIAR DE DOENCAS CRONICAS

“Agora vamos falar um pouco sobre a satide de seus familiares mais proéximos. Na sua familia, pais, irm3os, tios
ou avos, ha pessoas com problema de:”

Grau de parentesco:

1 | pressio alta? 1] ]Sim O] [Nao _ [ Jcod | 1[]irmios 2 [] pais 3 []avos 4[] tios* __ [] cod
diabetes ou agucarno |1 |Sim O] |Nao _ [ ]cod I . , -

2 sangue? 1[]irmaos 2 [ ] pais 3 [ Javés 4 [ ] tios* __ [ ] cod

3 | problemas no coragdo? | 1| |Sim 0] |Nio _ [ ]Jcod | 1[]irmaos 2 [] pais 3 []avés 4[] tios* __[] cod

*tios = irmaos dos pais da gestante (ndo considerar os conjuges)

INTERCORRENCIAS DURANTE A GESTACAO

“Agora gostaria de saber como foi a sua gestagdo até o momento. Vou perguntar para vocé alguns problemas
comuns na gestagao...

1. Infecgdo urinaria? O] | Nao 1[ | Sim.__ [ | cod Se simy quantas vezes? __

2. Gripe ou resfriado? 0] | Nao 1[ ] Sim. __ [ ] cod Se sim, quantas vezes? __ __

3. Inflamagio na garganta? 0] | Ndo 1[ |Sim. __ [ Jcod  Sesim, quantas vezes? __

4. Outra inflamagio ou infecgdo? 0] ] Nao 1[ ] Sim. __ [ ] cod Qual? Quantas vezes: __
5. Virose ou intoxicagdo alimentar? O] | Nao 1[ | Sim. __ [ | cod Se simy quantas vezes? __

6. Vocé precisou ser hospitalizada ou procurou a emergéncia durante a gestagdo? 0| | Nao 1] |Sim. __ [ ] cod

Se sim, por qué? Usou medicagido? 0] | Nao 1] | Sim __ [ ] cod

7. Para algum desses problemas citados acima, a Sra. usou alguma medicagdo antiinflamatéria durante a
gestacdo? O] |Ndo 1[ |Sim __ [ ] cod, quantas vezes:__ __; Qual o nome?

8. Durante o pré-natal foi informada que estava com pré-eclampsia? O | Ndo 1[ | Sim.__ [ | cod
8a. Usou medicagao anti-hipertensiva? 0] | Ndo 1[ | Sim.__ [ ] cod
Se sim, Qual?

9. Durante o pré-natal foi informada que estava com diabetes ou com agucar do sangue elevado? O] | Ndo 1[ | Sim. __ [ ] cod
9a. Usou medicagdo para controlar o agiicar? O] | Nao 1] |Sim.__ [ ] cod Se sim, Qual?

10. Usou alguma outra medicagio por outro motivo? O] | Nao 1| | Sim. __ [ | cod. Qual?

Se sim, qual evento? Trimestre:
11. Vocé se recorda se, durante a gestagio, Y —[]tri/cod
aconteceu algum evento estressante, ou seja, ;H:;i 2. _[Jtri/cod
alguma coisa que deixou a senhora excessivamente 3 .
preocupada, estressada ou mesmo muito triste? ) — [Jeri/cod
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ANEXOS

| (seja em casa, na familia, ou no trabalho) | ‘ 4. __[]tri/cod
(Entrevistador: DESTACAR ESTA FOLHA) Nome gestante:
ANTROPOMETRIA
“Agora, vamos realizar algumas medidas.”
DUM (7° guestiondrio) S/ | 1 | Semana gestacional DUM: ____ semanas DUM
, | A Sra. fez ultrassonografia desde a nossa ultima Caso sim, peca para consultar ou pergunte a semana gestacional da data em
entrevista? 0 [|NZo 1[ ] Sim __[ ] cod gue realizon o exame: ____sem _diasnodia __ __/__ __ [ __ __ __
; CALCULAR DEPOIS, Semana gestacional pela USG
(ajustada para data desta entrevista) ___ ___ semanas USG (calculo a partir da 1° USG)
= Medidas antropométricas:
Estatura : 3 | Peso atual: -, kg
- > cm
4 | IMC atual: __ ,_ kg/m?
= DPassar medidas para 0 CARTAO DA GESTANTE
0 [ ] ausente
1 [ ] membros inferiores e supetiores
Vocé esta com 2 [ ] membros supetiores
5 | edemas (incha¢o) nas | 3 [ | membros inferiores 6 | Cacifu: __ (namero de cruzes em 4)
pernas? 4 [ ] tornozelo
5[ ] generalizado
___[ ] codificagio
. - N . Sistolica: __ _ _ mmHg
7 Data. afericdo (pressao YA 8 Pressio arterial 1 Distolica ______ mmHg
arterial): (PAT): . . .
Batimentos cardfacos: _____ min
= Realizar a SEGUNDA medida de PRESSAO ARTERIAL
N . Sistélica: ___ _ mmHg MEDIA Sistélica: ___ _ mmHg
Pressao arterial 2 o ~ . S
9 (PA2): Diastolica: ___ _ mmHg 10 Pressdo arterial | Diastolica: __ __ mmHg
’ Batimentos cardiacos: ____ min (PAM3): Batimentos cardiacos: __ __ min
< Agradecer e agendar QFCA NA PROXIMA CONSULTA DE PRE-NATAL.
= Pedir para gestante passar na sala do projeto todas as proximas vezes que vier para o PN, somente para aferir o peso.
Acompanhamento do peso da gestante nas tltimas semanas gestacionais:
-/ |/ /| /_/ |/ /| /_ /| /_/
IG: IG: I1G: I1G: IG: I1G: I1G:
Peso: Peso: Peso: Peso: Peso: Peso: Peso:
(Dia QFCA)
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(Entrevistador: DESTACAR ESTA FOLHA)

NOME COMPLETO:
DATA COLETA: / /

ANEXOS

3° TRIMESTRE - RESULTADO DOS EXAMES BIOQUIMICOS
Dataexames: _ /  /
SEMANA GESTACIONAL da coleta: __ semanas
Parimetro Valor Valor referéncia
1 | Neutréfilos ———/___,_%N
2 | Linfécitos %L 21 - 35%
3 | Mondcitos %M 4 - 8%
4 | Eosinéfilos e %E 2-4%
5 | Basofilos ) Y%B 0-1%
6 |RBC _ . _ m/uL
7 | Hemoglobina ____,__g/dL 12 - 15,5%
8 | Hematécrito % 37 —47 g%
9 |MCV ., fL 82-92 m3
10 | MCH ___,__Dpg
11 | MCHC ___,__g/dL
12 | RDW %
13 | Glicemia jejum ______mg/dL 70 - 110
14 | Colesterol total: ____mg/dL 140 — 200
15 | Triglicérides: ______mg/dL 65— 150
16 | HDL ______ mg/dL 40 - 60
17 | LDL (calenlar) = CT - (TG/5 + HDL) _____mg/dL
18 | Urocultura: 0 [ ] negativo 1] | positivo 2 | ] flora bact. Discreta 7 | ] IGN
densidade: __ _______;pH:__, ___; proteina (cruzges):
19 |HIV 0] ] negativo 1] | positivo 7 ]IGN
20 | VDRL 0 [ ] negativo 1[ ] positivo 7 [ ] IGN

Dosagens posteriores do soro:

Parametro: Valor Parametro: Valor
1 | Ptn C reativa mg/mL| 2 |Intetleucina-6: pg/mL
3 | Interleucina 1B peg/mL| 4 |Insulina pU/mL
5 | Adponectina: ng/mL| 6

| 2 3 45 6 Z 8 9 0
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ANEXO 4

Universidade Federal do Rio de Janeiro
Instituto de Nutricao Josué de Castro

Nome:

Numero do questionario

Entrevistador: [__ __] Data: ____/___/___ __ __
Horainicio__ _ h__ _ min Horafinal ___ h__ _ min Local:
REVISOR DIG1 DATA DE DIGITA(;AO 1 DIG 2 DATA DE DIGITA(;AO 2

Questionario alimentar — 1° trimestre

“Vou agora realizar algumas perguntas relacionadas a sua alimentagdo, mas antes gostaria de saber como

a Senhora esta se sentindo em relagdo a isso.”

1. A sua fome mudou depois que engravidou? 0] | ndo, esta igual; 1| | sim, aumentou; 2 [ | sim, diminuiu

2. A Senhora tem sentido enj6os?
O ] Nao; 1 ] Sim, freqiiente; 2 [ | Sim, eventual; 3 [ | Sim, mas ja pararam

“Agora vou fazer algumas perguntas sobre as refei¢cdes que vocé costuma realizar.”

3. “Em uma semana normal, com que freqiiéncia Todos os 5-6 X 34X 1-2 X Nunca/Quase
vocé faz as seguintes refeigées?” dias semana | semana semana Nunca
Café da manha? 1 2 3 4 5
Come algo no meio da manha? 1 2 3 4 5
Lanche no lugar de almogo? 1 2 3 4 5
Almogo? 1 2 3 4 5
Lanche da tarde? 1 2 3 4 5
Lanche no lugar de jantar? 1 2 3 4 5
Jantar? 1 2 3 4 5
Come algo mais tarde ou antes de dormir? 1 2 3 4 5

4. “Em que local vocé geralmente realiza as refei¢oes?”

Nao No trabalho, mas leva Fornecida Lanchonete,
. Casa Outros
realiza de casa pelo trabalho | bar, restaurante
Café da manha? 0 1 2 3 4 5
Almogo? 0 1 2 3 4 5
Lanche da tarde 0 1 2 3 4 5
Jantar 0 1 2 3 4 5

- Agora vamos fazer algumas perguntas em relagdo a sua alimentagido, vamos perguntar uma lista de alimentos.
Queremos saber se vocé consumiu cada um destes alimentos nos ULTIMOS SEIS MESES ANTERIORES A
GESTA(;AO, ou seja, desde até agora.

- Para cada alimento que eu perguntar, responda SE VOCE CONSUMIU OU NAO ESTE ALIMENTO
DURANTE ESSE PERIODO, de acordo com a seguinte escala de freqiiéncia (MOSTRAR ESCALA).

- Caso vocé niao tenha consumido o alimento que eu lhe perguntei, a Sra. responda “NUNCA ou QUASE NUNCA”.
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- Para os alimentos que VOCE CONSUMIU, vou perguntar a QUANTIDADE ou TAMANHO DA PORCAO que
vocé NORMALMENTE consome desse alimento. OK? Vamos comegar! ©

IVOCE CONSUMLIU ... nos #ltimos 6 meses?

Frequéncia
QUANDO COMEU, QUAL FOI A QUANTIDADE POR o< L ok oG Xq RV T a3 x | Nunca
REFEICAO (OU A CADA VEZ)? +3X | S ooy or | “por |~ por or | por | OU
dia Do Do p p p PO quase
dia dia semana | semana | semana mes o niCa
1 colher de servir | 2 colh servir ou +
Arroz 1-2 C Sopa 3-4 CSopa 5 CSopa ou + 1 2 3 4 5 6 7 8
Miojo ou Macarrdo 1 pegador 2 pegadores 3 pegra;lc;ci)ges ou 1 2 3 4 5 6 7 8
Farinha de mandioca 1 colher 3 colheres sopa
ou farofa sopa 2 colheres sopa ou mais P 1 2 3 4 5 6 7 8
3
Polenta ou Angu 1 pedago 2 pedagos p egifigs ou 1 2 3 4 5 6 7 8
1 unidade
Batata Cozida ou peq. ou 1 2 unidades peq. | 3 unidades peq.
Puré colher de 2 C Sopa 3 C Sopa ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
sopa
Mandioca, Aipim ou 3 pedagos ou
Inhame 1 pedago 2 pedagos p mais 1 2 3 4 5 6 7 8
L ha, Nh . a
szigha oque ou Marque so a freqiiéncia 1 2 3 4 5 6 7 8
. 2 concha .1:. | 2 conchas médias
Feijao Zrnédia 1 concha média ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
1. Vocé costuma comer: 1 [ | grio e caldo, ou somenteo 2 [ | caldo? 8 [ | ndo come feijio
Lentilha, Ervilha ou 1-2 3-4 colh Sopa 5 colheres ou +
Grao de bico colh Sopa ou Y% concha 1 concha ou + 1 2 3 4 5 6 7 8
QUANDO COMEU, QUAL FOI A QUANTIDADE POR cax [ 2a3X | 1X | saeX[2a4X | IX [ 1a3x [ NG
REFEIQA~O ( OU A CADA VEZ, )‘p dia dia dia | semana | semana | semana meés g:}:ﬁg
Bolo 1 fatia 2 fatias 3 fatias ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
— 1-2 . 6 unidades ou
Biscoito recheado unidades 3-5 unidades mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Biscoito doce, 1-2 . 6 unidades ou
maiozena, maria unidades 3-5 unidades mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Biscoito salgado, 1-2 . 6 unidades ou
cream cracker unidades 3-5 unidades mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Pao, pao francés ou lunidade | 1% -2 unidades 3 unidades
pao de forma ou 2 fatias ou 3-4 fatias ou 5 fatias ou + 1 2 3 4 5 6 7 8
Margarina Marque s6 a freqiiéncia 1 2 3 4 5 6 7 8
Mantei ! . fA .
m;fczl?%a (Qual a Marque sé a freqiiéncia 1 2 3 4 5 6 7 8
Queijo 1 fatia 2 fatias 3 fatias ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Requeijao Marque sé a freqiiéncia 1 2 3 4 5 6 7 8
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IVOCE CONSUMIU ... nos #ltimos 6 meses?

Frequéncia
QUANDO COMEU, QUAL FOI A QUANTIDADE POR 2a3x 11X [ 5a6 Xq 7adX < Ta3x | Nunca
g a a a a
REFEICAO (OU A CADA VEZ)? TAX | “por | por | por por por por ou
1 dia dia semana | semana | semana més g&ngg
Leite (em po ou café 1 copo 2 copos ou +
com leite, pingado) ou?2 CSpd ou 3-4 CS p6 ou + 1 2 3 4 5 6 7 8
Se Café com leite ou Pingado: ANOTE AQUI a QUATIDADE de leite por xicara, TAMANHO da xic. e a FREQ.:
2. Que tipo de leite vocé toma? 1[ ] integral; 2[ | semi-desnatado; 3[ | desnatado; 8 [ndo toma leite
Toourt 1 pote médio ou 2 pot .
gurte 2 danoninhos potes ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Alface 1-2 folhas 3-4 folhas 5 folhas ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
3 colheres ou
Couve 1 colher 2 colheres mais 1 2 3 4 5 6 7 8
3 colheres ou
Repolho 1 colher 2 colheres mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Couve-flor OU .
Brocolis 1 ramo 2 ramos 3 ramos ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
5 unidade 1-2 unidades 3 unidades ou
Tomate 5 rodelas 5-10 rodelas mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Pepino cru (ndo 1-2 fatias 3-4 fatias . :
enlatado) 1 colher 2 colheres 5 fatias ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Chuchu 1 colher 2 colheres 3 colheres ou
mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Abobrinha verde 1 colher 2 colheres 3 colheres ou
mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Abbbora 1 pedago 2 pedagos 3 pegi‘@i(s)s ou 1 2 3 4 5 6 7 8
C 1 colher 2 colheres 3 colheres ou
enoura mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Beterraba 1-2 fatias 3-4 fatias 5 fatias ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
. 3 colheres ou
Quiabo 1 colher 2 colheres mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Vi 1 colher 2 colheres 3 colheres ou
agem mais 1 2 3 4 5 6 7 8
“Agora vou perguntar sobre consumo de frutas, mas 223X | 1X | 526X | 224X | 1Xx | 1a3x | Nunca
ndo considere aqui suco de frutas, pois irei perguntar T por por por por por por | o 0e
. 9 dia dia | semana | semana | semana mes
depois sobre sucos’’. nunca
Laranja ou tangerina 1 média 2 médias 3 méd. ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Banana 1 média 2 médias 3 méd. ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Mamao ! fg‘g; a?; % 2 fatias ou 1 papaia ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Maga 1 unidade 2 unidades ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Melancia ou Melao 1 fatia 2 fatias 1 2 3 4 5 6 7 8

143




IVOCE CONSUMIU ... nos #ltimos 6 meses?

Frequéncia
QUANDO COMEU, QUAL FOI A QUANTIDADE POR A NEEIE: Xq RV 5 23X | Nunca
REFEICAO (OU A CADA VEZ)? +3X ot or | " bor Dor T Sor ou
dia PO PO P p p P9 quase
dia dia | semana | semana | semana meés T
Abacaxi 1 fatia 2 fatias 3 fatias ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Manga 1 unidade 2 unidades ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Uva 1/2 cacho 1 cacho 2 cachos ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Pimentéo Marque s6 a freqiiéncia 1 2 3 4 5 6 7 8
Alho Marque s6 a freqiiéncia 1 2 3 4 5 6 7 8
Cebola Marque s6 a freqiiéncia 1 2 3 4 5 6 7 8
Ovos 1 ovo 2 ovos 3 ovos ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Peixe (fresco, ndo 1 filé médio 2 filés médios ou
enlatado) ou 1 posta média 2 postas ou + 1 2 3 4 5 6 7 8
3. Como vocé geralmente consome o peixe? 1| | frito/empanado; 2 [ | grelhado; 3[ | ensopado/cozido; 4[ | assado; 8[ | ndo come peixe
4. Qual o tipo de peixe (nome) que vocé costuma consumir (circule o mais o +freqiiente)?
Carne de porco, carré 1 pedago 2 pedagos ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Frango 1 pedago 2 pedagos ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
1 bife ou 1
Carne vermelha, bife, pedago médio, 5 2 bifes ou 2 filés médio, 6
colheres de sopa
carne ensopada ou de carne colheres de sopa de carne 1 2 3 4 5 6 7 8
moida ensopada ou de ensopada ou de carne moida
carne moida
Carne de hamburguer | 1 hamburguer 2 hamburgueres ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Sardinha ou . an
Atum em lata Marque SO a frequencm 1 2 3 4 5 6 7 8
Bucho, figado, . A .
moela, corag:ﬁo Marque SO a frequencm 1 2 3 4 5 6 7 8
Observe ATENTAMENTE a freqiiéncia de consumo semanal das carnes listadas acima; observe se ha
consumo super ou subrelato.
. o 1 unidade 2 unidades 3 unidades
Salsicha ou Salsichao média médias médias ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
s 1 unidade 2 unidades 3 unidades
Lingiica média médias médias ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
QUANDO COMEU, QUAL FOI A QUANTIDADE POR +ax | 223X | 1X | saeX | 2ad4X | 1X [1a3x [ NG
REFEICAO ( OUA CADA VEZ, )‘p dia dia dia | semana | semana | semana | més g“l‘ggg
Mortadela, Presunto, . A .
Apresuntado, Salame Marque SO a frequencm 1 2 3 4 5 6 7 8
B toucinh , U
to?‘;:e(:)snrhooucm oou Marque so a freqiiéncia 1 2 3 4 5 6 7 8
Churrasco de carne . U
vermelha (NAO FGO Marque so a freqiiéncia 1 2 3 4 5 6 7 8
C , ia
b:gglehzilexca ou Marque so a freqiiéncia 1 2 3 4 5 6 7 8




IVOCE CONSUMIU ... nos #ltimos 6 meses?

Frequéncia
QUANDO COMEU, QUAL FOI A QUANTIDADE POR A NEEIE: Xq RV 5 23X | Nunca
g a a a a
REFEICAO (OU A CADA VEZ)? X | “por | por | ~por por por por ol
dia dia | semana | semana | semana més lcllllllllca
Banha de porco para
coziqhar, temperar Marque so a freqiiéncia 1 2 3 4 5 6 7 8
ou fritar?
Pizza 1 pedago 2 ou mais pedagos 1 2 3 4 5 6 7 8
1 pacote 2 pacotes
pequeno de pequenos de 1 %acoltlf; grande
Batata frita, Chips ou chips ou chips ou cc llp stou 1
Palha 1 por¢ao 1 por¢do ecrluéva ign%a d 1 2 3 4 5 6 7 8
pequena do meédiado | P 01\?1 c(]))% nal d?s 0
McDonald’s | McDonald’s
Salgadinhos tipo
Cheetos, Fofura, Marque s6 a freqiiéncia 1 2 3 4 5 6 7 8
Torcida
Pipoca (doce/salg, . i
arroz, mllhO) Marque SO a frequenc1a 1 2 3 4 5 6 7 8
Salgados tipo risoli, 1 unidade média 2 unidades médias ou mais
coxinha, pastel, kibe 1 2 3 4 5 6 7 8
Amendoim (saco) Marque s6 a freqiiéncia 1 2 3 4 5 6 7 8
Alimentos enlatados
como ervilha, . U
azeitona, palmito, Marque so a freqiiéncia 1 2 3 4 5 6 7 8
picles, pepino
Maionese ! coéllllesrocli)zché 2 colheres sopa ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Sorvete 1 bola 2 bolas ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Balas Marque s6 a freqiiéncia 1 2 3 4 5 6 7 8
Chocolate em p6 ou 3 colheres ou
Nescau 1 colher 2 colheres mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Chocolate barra ou 1 unidade 2 unidades 3 unidades (30g)
Bombom (30g) (30g) ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Doce a base de leite, 3 ped
como pudim, doce 1 pedaco 2 pedagos p enfg’:igs ou 1 2 3 4 5 6 7 8
leite, ou outros
Doce a base de fruta, 3 ped
como goiabada, 1 pedago 2 pedagos peni?i(s)s ou 1 2 3 4 5 6 7 8
bananada, ou outros
, 1 colher de 2 colheres de sobremesa ou
Agucar para adogar sobremesa mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Café (solivel ou po; 1 xic peq/ 1 xic média 1 xic grande
puro ou leite) 1Cchapo| 2-3Cchapd |2 xicaras ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
QUANDO COMEU, QUAL FOI A QUANTIDADE POR 43X | 223X | 1X 526X | 2a4X | 1X | 1a3x | NG
REFEICAO ( OUA CADA VEZ, )‘p dia dia dia | semana | semana | semana | més gl‘l‘:zg
Cha OU Mate 1 copo 2 copos 3 copos ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Refrigerantes a base
de cola, como coca- 1 copo 2 copos 3 copos ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
cola ou pepsi-cola
Outros refrigerantes
como guarand, fanta 1 copo 2 copos 3 copos ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
ou Guaravita

Se freqiiéncia for didria ou semanal para ambos tipos de refrigerante, revisar com gestante para nao supraestimar este consumo.
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IVOCE CONSUMIU ... nos #ltimos 6 meses?

Frequéncia
QUANDO COMEU, QUAL FOI A QUANTIDADE POR oo | 5k | Goc Xq SRV X 1a3x | Nunca
REFEICAO (OU A CADA VEZ)? +3X | 05" | por | Cpor | “por | per | por | ,OU
dia dia dia | semana | semana | semana més g:}ﬁgg
Suco da fruta ou da .
polpa (Néo pé) 1 copo 2 copos 3 copos ou mais 1 2 3 4 5 6 7 g
Vinho 1 copo 2 copos 3 copos ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Cerveja 1-2 copos 3-4 copos 5 copos ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Outras bebidas .
alcoolicas 1 dose 2 doses 3 doses ou mais 1 2 3 4 5 6 7 8
Tem algum alimento que faca parte do seu habito que eu ndo tenha perguntado, como sobremesa, outras frutas?
(Se observado SUBNOTIFICACAO ou BAIXO CONSUMO, ENFATIZE A PERGUNTA)
Porgio usual: 1 2 3 4 5 6 7 8
Porgdo usual: 1 2 3 4 5 6 7 8
Porgdo usual: 1 2 3 4 5 6 7 8
Porgio usual: 1 2 3 4 5 6 7 8

“Agora, vou fazer algumas perguntas sobre o consumo de OLEO na sua casa.”

4. Qual o tipo de 6leo ou gordura que habitualmente vocés utilizam para cozinhar OU temperar os
alimentos?

1] ] oleo de soja; 2| ] oleo de arroz; 3| | 6leo de milho; 4 [ ] 6leo de girassol 5[ | 6leo de canola

6 [ ]azeite de oliva; 7 [ ] banha de porco; 8| ] nio usa 6leo

5. E para fritura? [se for o mesmo, remarque no quadro abaixo]

1[ ] d6leo desoja; 2| | o6leo de arroz; 3 [ | 6leo de milho; 4 [ | 6leo de girassol ; 5 [ | 6leo de canola
6 [ | azeite de oliva; 7 [ | banha de porco; 8 [ | margarina; 9 [ ] manteiga; 10 [ | N2o faz frituras

Quanto tempo dura 1 garrafa ou lata de 6leo apés aberta?
[dleo cozinbhar] __ __ dias OU _ __ semanas OU __ __ meses
[outro dleo on azeite de oliva marcado no guadro) __ ___ dias OU __ ___ semanas OU __ ___ meses

NORMALMENTE, no dias de semana, ou seja, de segunda a sexta-feira, quantas pessoas realizam o ALMOCO
em sua casa? ____ pessoas [total]

Quantas sdo criangas < 5 anos? ____ ; Demais (adultos/idosos ou adolescentes): __

Vocé esta incluida? 0 [ | Nao 1[ ] Sim

E 0 JANTAR? __ _ pessoas no JANTAR [total]
Quantas sdo criangas < 5 anos? __ __ ; Demais (adultos/idosos ou adolescentes): __
Vocé estaincluida? 0 [ | Nao 1] ]Sim

E nos sabados? __ __ pessoas no ALMOCO |[total]
Quantas sdo criangas < 5 anos? __ __ ; Demais (adultos/idosos ou adolescentes): __
Vocé estaincluida? 0 [ | Nao 1] ]Sim

E no jantar do sabado: __ __ pessoas JANTAR |[total]
Quantas sdo criangas < 5 anos? __ __ ; Demais (adultos/idosos ou adolescentes): __
Vocé estaincluida? 0| | Nio 1] ] Sim

E nos domingos? __ __ pessoas no ALMOCO [total]
Quantas sdo criangas < 5 anos? __ __ ; Demais (adultos/idosos ou adolescentes): __
Vocé estaincluida? 0| | Nio 1] ] Sim
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E no jantar do domingo: __ __ pessoas JANTAR [total]
Quantas sdo criangas < 5 anos? __ __ ; Demais (adultos/idosos ou adolescentes_: __
Vocé estaincluida? 0 [ | Nao 1] ]Sim

Status da gestante: 1] Jativa 2[ Jperda 3[ Jexclusio 4[ ]aborto

Motivo/tipo de aborto:

Anotacgoes:
MUITO OBRIGADA PELA SUA COLABORAGCAO ' © Horafinal ____h___ min
DIGITACAO OLEO
6. Per capta Oleo: ____, __g¢/dia; 7. VET: ______,__kecal; 8. Lip total: ____, _ g
9S8AT: _ _ ,  _  gl10.160: _ _, _  g11.180:_ _, ¢
122MONO: ____,_ 13161, o14181:___,_ ¢
15.pOLL:_ _ , _ _ ¢16.182n6:_ _ , 17183 n3:__ _ , _ _ 18.183n6:__ _, g
19. Total trans: ___ , ¢
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ANEXO 5

**Do-file artigo 1

***Table 1*** Caracteristicas das gestantes segundo adequagédo
ranksum insulina 1if trimestre==1 & teve diabetesgest~=1 & status==1 &

VitD nmollT~=. & sg padrao~=., by (VitD nmollT)

bysort VitD nmollT: sum insulin if trimestre==1 & teve diabetesgest~=1 &

status==1 & VitD nmollT~=. & sg padrao~=.

ranksum homa if trimestre==1 & teve diabetesgest==0 & status==1 & vitdquest~=.

& sg padrao~=., by (VitD nmollT)

bysort VitD nmollT: sum homa if trimestre==1 & teve diabetesgest==0 &

status==1 & vitdquest~=. & sg padrao~=.

ranksum adipo if trimestre==1 & teve diabetesgest==0 & status==1 &

vitdquest~=. & sg padrao~=., by (VitD nmollT)

bysort VitD nmollT: sum adipo if trimestre== & teve diabetesgest== &
status==1 & vitdquest~=. & sg padrao~=.

ranksum leptina if trimestre==1 & teve diabetesgest==0 & status== &
vitdquest~=. & sg padrao~=., by (VitD nmollT)

bysort VitD nmollT: sum leptina 1if trimestre==1 & teve diabetesgest==0 &

status==1 & vitdquest~=. & sg padrao~=.

ranksum GLICOSE NOVA PE if trimestre==1 & teve diabetesgest==0 & status==1 &

vitdquest~=. & sg padrao~=., by (VitD nmollT)

bysort VitD nmollT: sum GLICOSE NOVA PE if trimestre==1 & teve diabetesgest==

& status==1 & vitdativa~=. & sg padrao~=.

sum VitD nmol if trimestre==1 & teve diabetesgest~=1 & status==1 &

VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & adipomil semout correto~=.,d
ranksum VitD nmol if trimestre==1 & teve diabetesgest~=1 & status==1 &
VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & adipomil semout correto~=., by (VitD nmollT)

bysort VitD nmollT: sum  VitD nmol if trimestre==1 & teve diabetesgest~=1 &

status==1 & VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & adipomil semout correto~=.,d

sum Intake vitD IU Tlfixo if trimestre==1 & teve diabetesgest~=1 & status==1 &

VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & adipomil semout correto~=.,d
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ranksum Intake vitD IU Tlfixo if trimestre==1 & teve diabetesgest~=1 &
status==1 & VitD nmollT~=. & sg _padrao~=. & adipomil semout correto~=., by
(VitD nmollT)

bysort VitD nmollT: sum Intake vitD IU Tlfixo if trimestre== &
teve diabetesgest~=1 & status==1 &  VitD nmollT~=. & sg_padrao~=. &

adipomil semout correto~=.,d

sum renda percapta dolar if trimestre==1 & teve diabetesgest~=1 & status==1 &
VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & adipomil semout correto~=.,d

bysort VitD nmollT: sum renda percapta dolar if trimestre== &
teve diabetesgest~=1 & status==1 &  VitD nmollT~=. & sg_padrao~=. &

adipomil semout correto~=.,d
ranksum renda percapta dolar 1f trimestre== & teve diabetesgest~=1 &
status==1 & VitD nmollT~=. & sg _padrao~=. & adipomil semout correto~=., by

(VitD nmollT)

sum imc if trimestre==1 & teve diabetesgest~=1 & status==1 & VitD nmollT~=.

& sg padrao~=. & adipomil semout correto~=.,d

bysort VitD nmollT: sum imc if trimestre== & teve diabetesgest~=1 &
status==1 & VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & adipomil semout correto~=.,d
ranksum imc 1if trimestre== & teve diabetesgest~=1 & status==1 &
VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & adipomil semout correto~=., by (VitD nmollT)

sum idade if trimestre==1 & teve diabetesgest~=1 & status==1 & VitD nmollT~=.

& sg padrao~=. & adipomil semout correto~=.,d

bysort VitD nmollT: sum idade if trimestre== & teve diabetesgest~=1 &
status==1 & VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & adipomil semout correto~=.,d
ranksum idade 1if trimestre== & teve diabetesgest~=1 & status== &
VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & adipomil semout correto~=., by (VitD nmollT)
tab EstAno 1Trimestre VitD nmollT if trimestre==1 & teve diabetesgest~=1 &
status==1 & VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & adipomil semout correto~=., col
chi2

tab paridade 2cat VitD nmollT if trimestre==1 & teve diabetesgest~=1 &
status==1 & VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & adipomil semout correto~=., col

chi?2

tab Branca Negro Outros VitD nmollT if trimestre==1 & teve diabetesgest~=1 &
status==1 & VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & adipomil semout correto~=., col

chi2
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tab VitD nmollT 1if trimestre==1 & teve diabetesgest~=1 & status==1 &

VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & adipomil semout correto~=.

***C4lculo do intervalo de confianga da figura de prevaléncia de
inadaquacdo/adequagdo de vitD***
cii numero total numero de observacdo esperada, level (95)
**IC:Inadequacdo Verédo
cii 117 17, level(95)
**IC:Inadequacdo Outono
cii 117 26, level(95)
**IC:Inadequagdo Inverno
cii 117 38, level(95)
**IC:Inadequacdo Primavera
cii 117 36, level(95)
***DIFERENCA ENTRE VERAO COM INVERNO E PRIMAVERA (MAIOR PREVALENCIA NO INVERNO
E PRIMAVERA VS VERAO)

**IC:Adequacgdo Verao
cii 44 17, level(95)
**IC:Adequacdao Outono
cii 44 19, level(95)
**IC:Adequacao Inverno
cii 44 1, level(95)
**IC:Adequacdo Primavera
cii 44 7, level(95)
***DIFERENCA ENTRE INVERNO COM VERAO E OUTONO (MENOR PREVALENCIA NO INVERNO
VS VERAO E OUTONO)

*********************Tabela 2**********************
**1° trimestre
sum GLICOSE NOVA PE 1if trimestre==1 & teve diabetesgest~=1 & status==1 &

VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & GLICOSE NOVA PE~=.,d

bysort VitD nmollT: sum GLICOSE NOVA PE if trimestre== &
teve diabetesgest~=1 & status==1 & sg padrao~=.& VitD nmollT~=. &
GLICOSE NOVA PE~=.,d

ranksum GLICOSE NOVA PE if trimestre==1 & teve diabetesgest~=1 & status==1 &
VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & GLICOSE NOVA PE~=., by (VitD nmollT)

sum insulina if trimestre== & teve diabetesgest~=1 & status== &
VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & loginsulina semout correto~=.,d
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bysort VitD nmollT: sum insulina if trimestre==1 & teve diabetesgest~=1 &

status==1 & sg padrao~=.& VitD nmollT~=. & loginsulina semout correto~=.,d
ranksum insulina 1if trimestre==1 & teve diabetesgest~=1 & status==1 &
VitD nmollT~=. & sg_padrao~=. & loginsulina semout correto~=., by

(VitD nmollT)

sum homa semout correto if trimestre==1 & teve diabetesgest~=1 & status==1 &

VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & homa semout correto~=.,d

bysort VitD nmollT: sum homa semout correto if trimestre==1 &
teve diabetesgest~=1 & status== & sg padrao~=.& VitD nmollT~=. &
homa semout correto~=.,d

ranksum homa semout correto if trimestre==1 & teve diabetesgest~=1 & status==

& VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & homa semout correto~=., by (VitD nmollT)

sum adipomil semout correto if trimestre==1 & teve diabetesgest~=1 & status==1

& VitD nmollT~=. & sg _padrao~=. & adipomil semout correto~=.,d

bysort  VitD nmollT: sum adipomil semout correto if trimestre== &
teve diabetesgest~=1 & status==1 & sg_padrao~=.& VitD nmollT~=. &
adipomil semout correto~=.,d

ranksum adipomil semout correto if trimestre== & teve diabetesgest~=1 &
status==1 & VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & adipomil semout correto~=., by

(VitD _nmollT)

sum leptina semout correto if trimestre==1 & teve diabetesgest~=1 & status==

& VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & leptina semout correto~=.,d

bysort VitD nmollT: sum leptina semout correto if trimestre==1 &
teve diabetesgest~=1 & status== & sg_padrao~=.& VitD nmollT~=. &
leptina semout correto~=.,d

ranksum leptina semout correto if trimestre==1 & teve diabetesgest~=1 &
status== & VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & leptina semout correto~=., by

(VitD nmollT)

sum leptina ng 1 if trimestre==1 & teve diabetesgest~=1 & status== &

VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & leptina semout correto~=.,d

bysort VitD nmollT: sum leptina ng 1 if trimestre==1 & teve diabetesgest~=1 &

status==1 & sg padrao~=.& VitD nmollT~=. & leptina semout correto~=.,d
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ranksum leptina ng 1lif trimestre== & teve diabetesgest~=1 & status==1 &

VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & leptina semout correto~=., by (VitD nmollT)

*%2° trimestre
sum GLICOSE NOVA PE 1if trimestre==2 & teve diabetesgest~=1 & status==1 &

VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & GLICOSE NOVA PE~=.,d

bysort VitD nmollT: sum GLICOSE NOVA PE if trimestre==2 &
teve diabetesgest~=1 & status==1 & sg_padrao~=.& VitD nmollT~=. &
GLICOSE NOVA PE~=.,d

ranksum GLICOSE NOVA PE if trimestre==2 & teve diabetesgest~=2 & status==1 &

VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & GLICOSE NOVA PE~=., by (VitD nmollT)

sum insulina if trimestre== & teve diabetesgest~=1 & status== &
VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & loginsulina semout correto~=.,d

bysort VitD nmollT: sum insulina if trimestre==2 & teve diabetesgest~=1 &
status==1 & sg padrao~=.& VitD nmollT~=. & loginsulina semout correto~=.,d

ranksum insulina 1if trimestre==2 & teve diabetesgest~=1 & status==1 &
VitD nmollT~=. & sg_padrao~=. & loginsulina semout correto~=., by

(VitD nmollT)

sum homa semout correto if trimestre==2 & teve diabetesgest~=1 & status==1 &

VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & homa semout correto~=.,d
bysort VitD nmollT: sum homa semout correto if trimestre== &
teve diabetesgest~=1 & status==1 & sg_padrao~=.& VitD nmollT~=. &

homa semout correto~=.,d

ranksum homa semout correto if trimestre==2 & teve diabetesgest~=1 & status==1

& VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & homa semout correto~=., by (VitD nmollT)

sum adipomil semout correto if trimestre==2 & teve diabetesgest~=1 & status==

& VitD nmollT~=. & sg _padrao~=. & adipomil semout correto~=.,d

bysort  VitD nmollT: sum adipomil semout correto if trimestre==2 &
teve diabetesgest~=1 & status== & sg _padrao~=.& VitD nmollT~=. &
adipomil semout correto~=.,d

ranksum adipomil semout correto if trimestre== & teve diabetesgest~=1 &
status==1 & VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & adipomil semout correto~=., by

(VitD nmollT)
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sum leptina semout correto if trimestre==2 & teve diabetesgest~=1 & status==1

& VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & leptina semout correto~=.,d

bysort VitD nmollT: sum leptina semout correto if trimestre== &
teve diabetesgest~=1 & status==1 & sg_padrao~=.& VitD nmollT~=. &
leptina semout correto~=.,d

ranksum leptina semout correto if trimestre==2 & teve diabetesgest~=1 &
status==1 & VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & leptina semout correto~=., by

(VitD nmollT)

sum leptina ng 1 if trimestre==2 & teve diabetesgest~=1 & status==1 &

VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & leptina semout correto~=.,d

bysort VitD nmollT: sum leptina ng 1 if trimestre==2 & teve diabetesgest~=1l &

status==1 & sg padrao~=.& VitD nmollT~=. & leptina semout correto~=.,d

ranksum leptina ng 1 if trimestre==2 & teve diabetesgest~=1 & status==1 &

VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & leptina semout correto~=., by (VitD nmollT)

**3° trimestre
sum GLICOSE NOVA PE if trimestre==3 & teve diabetesgest~=1 & status== &

VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & GLICOSE NOVA PE~=.,d

bysort VitD nmollT: sum GLICOSE NOVA PE if trimestre==3 &
teve diabetesgest~=1 & status== & sg_padrao~=.& VitD nmollT~=. &
GLICOSE NOVA PE~=.,d

ranksum GLICOSE NOVA PE if trimestre==3 & teve diabetesgest~=2 & status==1 &

VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & GLICOSE NOVA PE~=., by (VitD nmollT)

sum insulina if trimestre==3 & teve diabetesgest~=1 & status==1 &

VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & loginsulina semout correto~=.,d

bysort VitD nmollT: sum insulina if trimestre==3 & teve diabetesgest~=1 &
status==1 & sg padrao~=.& VitD nmollT~=. & loginsulina semout correto~=.,d
ranksum insulina 1if trimestre== & teve diabetesgest~=1 & status== &
VitD nmollT~=. & sg_padrao~=. & loginsulina semout correto~=., by

(VitD nmollT)

sum homa semout correto if trimestre==3 & teve diabetesgest~=1 & status==1 &

VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & homa semout correto~=.,d
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bysort VitD nmollT: sum homa semout correto if trimestre== &
teve diabetesgest~=1 & status== & sg_padrao~=.& VitD nmollT~=. &

homa semout correto~=.,d

ranksum homa semout correto if trimestre==3 & teve diabetesgest~=1 & status==1

& VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & homa semout correto~=., by (VitD nmollT)

sum adipomil semout correto if trimestre==3 & teve diabetesgest~=1 & status==1

& VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & adipomil semout correto~=.,d

bysort  VitD nmollT: sum adipomil semout correto if trimestre==3 &
teve diabetesgest~=1 & status== & sg padrao~=.& VitD nmollT~=. &
adipomil semout correto~=.,d

ranksum adipomil semout correto if trimestre== & teve diabetesgest~=1 &
status==1 & VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & adipomil semout correto~=., by

(VitD nmollT)

sum leptina semout correto if trimestre==3 & teve diabetesgest~=1 & status==1

& VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & leptina semout correto~=.,d

bysort VitD nmollT: sum leptina semout correto if trimestre== &
teve diabetesgest~=1 & status==1 & sg_padrao~=.& VitD nmollT~=. &
leptina semout correto~=.,d

ranksum leptina semout correto if trimestre== & teve diabetesgest~=1 &
status==1 & VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & leptina semout correto~=., by

(VitD _nmollT)

sum leptina ng 1 if trimestre== & teve diabetesgest~=1 & status== &
VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & leptina semout correto~=.,d
bysort VitD nmollT: sum leptina ng 1 1if trimestre==3 & teve diabetesgest~=1l

& status==1 & sg padrao~=.& VitD nmollT~=. & leptina semout correto~=.,d

ranksum leptina ng 1 if trimestre==3 & teve diabetesgest~=1 & status==1 &

VitD nmollT~=. & sg padrao~=. & leptina semout correto~=., by (VitD nmollT)

sum leptina ng 1 if trimestre== & teve diabetesgest~=1 & status== &
vitd 50nmol 2cat ltri~=. & sg padrao~=. & leptina semout correto~=.,d

bysort  wvitd 50nmol 2cat 1ltri: sum leptina ng 1 if trimestre==3 &
teve diabetesgest~=1 & status== & sg_padrao~=.& VitD nmollT~=. &
leptina semout correto~=.,d

ranksum leptina ng 1 if trimestre==3 & teve diabetesgest~=1 & status==1 &
vitd 50nmol 2cat ltri~=. & sg_padrao~=. & leptina semout correto~=., by

(VitD nmollT)
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sum leptina ng 1 if trimestre==2 & teve diabetesgest~=1 & status==1 &

vitd 50nmol 2cat 1ltri~=. & sg padrao~=. & leptina semout correto~=.,d

bysort wvitd 50nmol 2cat 1ltri: sum leptina ng 1 if trimestre== &
teve diabetesgest~=1 & status==1 & sg_padrao~=.& VitD nmollT~=. &
leptina semout correto~=.,d

ranksum leptina ng 1 if trimestre==2 & teve diabetesgest~=1 & status==1 &
vitd 50nmol 2cat ltri~=. & sg _padrao~=. & leptina semout correto~=., by

(VitD nmollT)

bysort wvitd 50nmol 2cat 1ltri: sum leptina ng 1 if trimestre== &
teve diabetesgest~=1 & status==1 & sg_padrao~=.& VitD nmollT~=. &
leptina semout correto~=.,d

**************************LME correto

xi: xtmixed adipomil semout correto c.sg padraoc##VitD nmollT sg2 idade imc
i.EstAno 1Trimestre if teve diabetesgest~=1 & status==1 & sg padrao~=.&
trimestre~=4 & VitD nmollT~=. & adipomil semout correto~=., || id: sg_padrao,

covariance (ex) variance

xtmixed insulina c.sg padrao##VitD nmollT idade imc i.EstAno 1Trimestre if

teve diabetesgest~=1 & status==1 & sg padrao~=.& trimestre~=4 & VitD nmollT~=.

& id~=17 & i1d~=289, || id: sg padrao, covariance(ex) variance

xtmixed GLICOSE NOVA PE c.sg_padrao##VitD nmollT sg2 idade imc
i.EstAno 1Trimestre if teve diabetesgest~=1 & status== & sg_padrao~=.&
trimestre~=4 & VitD nmollT~=. & glicemia semout correto~=., || id: sg padrao,

covariance (uns) variance

xtmixed homa semout correto c.sg_padrao##VitD nmollT idade imc
i.EstAno 1Trimestre if teve diabetesgest~=1 & status== & sg_padrao~=.&
trimestre~=4 & VitD nmollT~=. & homa semout correto~=., || 1id: sg padrao,

covariance (uns) variance

xtmixed leptina ng 1 c.sg padrao##VitD nmollT idade imc i.EstAno l1Trimestre

if teve diabetesgest~=1 & status==1 & sg_padrao~=.& trimestre~=4 &
VitD nmollT~=. & leptina semout correto~=., || 1id: sg padrao, covariance (uns)
variance
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ANEXO 6
**Do-file do artigo 2

* Tabela 1

sum idade if trimestre== & status== & peso_ao_nascer~=. &
anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. & comprimento ao nascer~=. &
lengthcentile~=. & sg parto padrao~=. & weightzscore~=. & 1imc pre~=. &
new kcal 1~=. & consome alcool~=. & fumo atual~=. & new cor referida cat~=.

sum anos_escolaridade if trimestre== & status== & peso_ao nascer~=. &
anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. & comprimento ao nascer~=. &
lengthcentile~=. & sg parto padrao~=. & weightzscore~=. & 1imc pre~=. &
new kcal 1~=. & consome alcool~=. & fumo atual~=. & new cor referida cat~=.

sum imc_pre if trimestre==1 & status==1 & peso_ao_nascer~=. &
anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. & comprimento ao nascer~=. &
lengthcentile~=. & sg parto padrao~=. & weightzscore~=. & 1imc pre~=. &
new kcal 1~=. & consome alcool~=. & fumo atual~=. & new cor referida cat~=.

sum  VitD nmol if trimestre==1 & status==1 & peso_ao_nascer~=. &
anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. & comprimento ao nascer~=. &
lengthcentile~=. & sg parto padrao~=. & weightzscore~=. & 1imc pre~=. &
new kcal 1~=. & consome alcool~=. & fumo atual~=. & new cor referida cat~=.

sum  new kcal 1 if trimestre==1 & status== & peso_ao nascer~=. &
anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. & comprimento ao nascer~=. &
lengthcentile~=. & sg parto padrao~=. & weightzscore~=. & 1imc pre~=. &
new kcal 1~=. & consome alcool~=. & fumo atual~=. & new cor referida cat~=.

sum peso_ao nascer 1f trimestre== & status== & peso_ao nascer~=. &
anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. & comprimento ao nascer~=. &
lengthcentile~=. & sg parto padrao~=. & weightzscore~=. & 1imc pre~=. &
new kcal 1~=. & consome alcool~=. & fumo atual~=. & new cor referida cat~=.

sum weightzscore if trimestre== & status== & peso_ao _nascer~=. &
anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. & comprimento ao nascer~=. &
lengthcentile~=. & sg parto padrao~=. & weightzscore~=. & 1imc pre~=. &
new kcal 1~=. & consome alcool~=. & fumo atual~=. & new cor referida cat~=.

sum comprimento ao nascer if trimestre==1 & status==1 & peso_ao nascer~=. &
anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. & comprimento ao nascer~=. &
lengthcentile~=. & sg parto padrao~=. & weightzscore~=. & 1imc pre~=. &
new kcal 1~=. & consome alcool~=. & fumo atual~=. & new cor referida cat~=.

sum lengthzscore if trimestre==1 & status==1 & peso ao nascer~=. &
anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. & comprimento ao nascer~=. &
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lengthcentile~=. & sg parto padrao~=. & weightzscore~=. & 1imc pre~=. &

new kcal 1~=. & consome alcool~=. & fumo atual~=. & new cor referida cat~=.

sum sg parto padrao 1if trimestre== & status== & peso_ao nascer~=. &
anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. & comprimento ao nascer~=. &
lengthcentile~=. & sg parto padrao~=. & weightzscore~=. & 1imc pre~=. &
new kcal 1~=. & consome alcool~=. & fumo atual~=. & new cor referida cat~=.

sum apgar lmin if trimestre==1 & status==1 & peso_ao_nascer~=. &
anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. & comprimento ao nascer~=. &
lengthcentile~=. & sg parto padrao~=. & weightzscore~=. & 1imc pre~=. &
new kcal 1~=. & consome alcool~=. & fumo atual~=. & new cor referida cat~=

tab fumo atual if trimestre==1 & status==1 & peso_ao nascer~=. &
anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. & comprimento ao nascer~=. &
lengthcentile~=. & sg parto padrao~=. & weightzscore~=. & 1imc pre~=. &
new kcal 1~=. & consome alcool~=. & fumo atual~=. & new cor referida cat~=.

tab consome alcool if trimestre== & status==1 & peso_ao nascer~=. &
anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. & comprimento ao nascer~=. &
lengthcentile~=. & sg parto padrao~=. & weightzscore~=. & 1imc pre~=. &
new kcal 1~=. & consome alcool~=. & fumo atual~=. & new cor referida cat~=.

tab new cor referida cat if trimestre==1 & status==1 & peso_ao nascer~=. &
anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. & comprimento ao nascer~=. &
lengthcentile~=. & sg parto padrao~=. & weightzscore~=. & 1imc pre~=. &
new kcal 1~=. & consome alcool~=. & fumo atual~=. & new cor referida cat~=.

tab consome alcool if trimestre== & status== & peso_ao _nascer~=. &
anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. & comprimento ao nascer~=. &
lengthcentile~=. & sg parto padrao~=. & weightzscore~=. & 1imc pre~=. &
new kcal 1~=. & consome alcool~=. & fumo atual~=. & new cor referida cat~=.

tab PN _PIG ADEQ GIG 1if trimestre== & status==1 & peso_ao nascer~=. &
anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. & comprimento ao nascer~=. &
lengthcentile~=. & sg parto padrao~=. & weightzscore~=. & 1imc pre~=. &
new kcal 1~=. & consome alcool~=. & fumo atual~=. & new cor referida cat~=.

tab prematuridade if trimestre==1 & status==1 & peso_ao nascer~=. &
anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. & comprimento ao nascer~=. &
lengthcentile~=. & sg parto padrao~=. & weightzscore~=. & 1imc pre~=. &
new kcal 1~=. & consome alcool~=. & fumo atual~=. & new cor referida cat~=.

sum apgar lmin if trimestre==1 & status==1 & peso_ao_nascer~=. &
comprimento ao nascer~=. & sg_parto padrao~=. & VitD nmol~=. &
weightzscore~=. & weightcentile~=. & imc pre~=. & new_kcal 1~=. &
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consome_alcool~=. & fumo atual~=. & new cor referida cat~=. & prematuridade~=1

& apgar lmin~=. & 1id~=256

* por trimestre sem blup - Tabela 2

regress peso_ao _nascer VitD nmol imc_pre anos_escolaridade new kcal

new cor referida cat fumo atual consome alcool if trimestre==1 & status==1
peso_ao_nascer~=. & anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=.
comprimento ao nascer~=. & lengthcentile~=. & sg_parto padrao~=.
weightzscore~=. & imc_pre~=. & mnew kcal 1~=. & consome alcool~=.

fumo atual~=. & new cor referida cat~=. & prematuridade~=1 & id~=256

regress peso_ao _nascer VitD nmol imc_pre anos_escolaridade new kcal

new cor referida cat fumo atual consome alcool if trimestre==2 & status==1
peso_ao_nascer~=. & anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=.
comprimento ao nascer~=. & lengthcentile~=. & sg_parto padrao~=.
weightzscore~=. & imc_pre~=. & new kcal 3~=. & consome alcool~=.

fumo atual~=. & new cor referida cat~=. & prematuridade~=1 & id~=256

regress peso_ao _nascer VitD nmol imc_pre anos_escolaridade new kcal

new cor referida cat fumo atual consome alcool if trimestre==3 & status==1
peso_ao_nascer~=. & anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=.
comprimento ao nascer~=. & lengthcentile~=. & sg_parto padrao~=.
weightzscore~=. & imc_pre~=. & new kcal 3~=. & consome alcool~=.

fumo _atual~=. & new cor referida cat~=. & prematuridade~=1 & id~=256

regress weightzscore VitD nmol imc pre anos_escolaridade new kcal

new cor referida cat fumo atual consome alcool if trimestre==1 & status==1

peso_ao_nascer~=. & anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=.
comprimento ao nascer~=. & lengthcentile~=. & sg_parto padrao~=.
weightzscore~=. & imc_pre~=. & mnew kcal 1~=. & consome alcool~=.
fumo _atual~=. & new cor referida cat~=. & id~=256

regress weightzscore VitD nmol imc pre anos_escolaridade new kcal

new cor referida cat fumo atual consome alcool if trimestre==2 & status==1

peso_ao_nascer~=. & anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=.
comprimento ao nascer~=. & lengthcentile~=. & sg_parto padrao~=.
weightzscore~=. & imc_pre~=. & new kcal 3~=. & consome alcool~=.
fumo _atual~=. & new cor referida cat~=. & id~=256

regress weightzscore VitD nmol imc pre anos_escolaridade new kcal

new cor referida cat fumo atual consome alcool if trimestre==3 & status==1

peso_ao_nascer~=. & anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=.
comprimento ao nascer~=. & lengthcentile~=. & sg_parto padrao~=.
weightzscore~=. & imc_pre~=. & new kcal 3~=. & consome alcool~=.
fumo_atual~=. & new cor referida cat~=. & id~=256

1
&
&
&

&

3
&
&
&

&

3
&
&
&

&

1
&
&
&

&

3
&
&
&

&

3
&
&
&

&

158



regress comprimento ao nascer VitD nmol 1imc pre anos_escolaridade new kcal 1

new cor referida cat fumo atual consome alcool if trimestre==1 & status==1 &

peso_ao_nascer~=. & anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. &
comprimento ao nascer~=. & lengthcentile~=. & sg_parto padrao~=. &
weightzscore~=. & imc_pre~=. & new kcal 1~=. & consome alcool~=. &
fumo _atual~=. & new cor referida cat~=. & prematuridade~=1 & id~=256

regress comprimento ao nascer VitD nmol imc_pre anos_escolaridade
new kcal 3 new cor referida cat fumo atual consome alcool if trimestre==2 &
status==1 & peso_ao nascer~=. & anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. &
comprimento ao nascer~=. & lengthcentile~=. & sg_parto padrao~=. &
weightzscore~=. & imc_pre~=. & new kcal 3~=. & consome alcool~=. &
fumo _atual~=. & new cor referida cat~=. & prematuridade~=1 & id~=256

regress comprimento ao nascer VitD nmol imc_pre anos_escolaridade
new kcal 3 new cor referida cat fumo atual consome alcool if trimestre==3 &
status== & peso_ao nascer~=. & anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. &
comprimento ao nascer~=. & lengthcentile~=. & sg_parto padrao~=. &
weightzscore~=. & imc_pre~=. & new kcal 3~=. & consome alcool~=. &
fumo _atual~=. & new cor referida cat~=. & prematuridade~=1 & id~=256

regress lengthzscore VitD nmol imc pre anos_escolaridade new kcal 1

new cor referida cat fumo atual consome alcool if trimestre==1 & status==1 &

peso_ao_nascer~=. & anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. &
comprimento ao nascer~=. & lengthcentile~=. & sg_parto padrao~=. &
weightzscore~=. & imc_pre~=. & new kcal 1~=. & consome alcool~=. &
fumo _atual~=. & new cor referida cat~=. & id~=256

regress lengthzscore VitD nmol imc_pre anos_escolaridade new kcal 3

new cor referida cat fumo atual consome alcool if trimestre==2 & status==1 &

peso_ao_nascer~=. & anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. &
comprimento ao nascer~=. & lengthcentile~=. & sg_parto padrao~=. &
weightzscore~=. & imc_pre~=. & new kcal 3~=. & consome alcool~=. &
fumo _atual~=. & new cor referida cat~=. & id~=256

regress lengthzscore VitD nmol imc pre anos_escolaridade new kcal 3

new cor referida cat fumo atual consome alcool if trimestre==3 & status==1 &

peso_ao_nascer~=. & anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. &
comprimento ao nascer~=. & lengthcentile~=. & sg_parto padrao~=. &
weightzscore~=. & imc_pre~=. & new kcal 3~=. & consome alcool~=. &
fumo _atual~=. & new cor referida cat~=. & id~=256

regress apgar lmin  VitD nmol imc pre anos_escolaridade new kcal 1

new cor referida cat fumo atual consome alcool if trimestre==1 & status==1 &
peso_ao_nascer~=. & anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. &

comprimento ao nascer~=. & lengthcentile~=. & sg_parto padrao~=. &
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weightzscore~=. & imc_pre~=. & new kcal 1~=. & consome alcool~=. &

fumo _atual~=. & new cor referida cat~=. & prematuridade~=1 & id~=256

regress apgar lmin VitD nmol imc pre anos_escolaridade new kcal 3

new cor referida cat fumo atual consome alcool if trimestre==2 & status==1 &

peso_ao_nascer~=. & anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. &
comprimento ao nascer~=. & lengthcentile~=. & sg_parto padrao~=. &
weightzscore~=. & imc_pre~=. & new kcal 3~=. & consome alcool~=. &
fumo _atual~=. & new cor referida cat~=. & prematuridade~=1 & id~=256

regress apgar lmin VitD nmol imc pre anos_escolaridade new kcal 3

new cor referida cat fumo atual consome alcool if trimestre==3 & status==1 &

peso_ao_nascer~=. & anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. &
comprimento ao nascer~=. & lengthcentile~=. & sg_parto padrao~=. &
weightzscore~=. & imc_pre~=. & new kcal 3~=. & consome alcool~=. &
fumo _atual~=. & new cor referida cat~=. & prematuridade~=1 & id~=256

poisson SGA AGA VitD nmol anos_escolaridade imc_pre new kcal 1
new cor referida cat fumo atual consome_alcool comprimento ao nascer if
trimestre==1 & status==1 & id~=256 , vce (robust) irr

poisson SGA AGA VitD nmol anos_escolaridade imc_pre new kcal 3

new cor referida cat fumo atual consome alcool 1if trimestre==2 & status==1 &

id~=256 , vce (robust) irr

poisson SGA AGA VitD nmol anos_escolaridade imc_pre new kcal 3
new cor referida cat fumo atual consome alcool if trimestre==3 & status==1 &

id~=256 , vce (robust) irr

poisson  AIG GIG sem pig VitD nmol anos_escolaridade imc pre new kcal 1

new cor referida cat fumo atual consome alcool if trimestre==1 & status==1 &

peso_ao_nascer~=. & anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. &
comprimento ao nascer~=. & lengthcentile~=. & sg_parto padrao~=. &
weightzscore~=. & imc_pre~=. & new kcal 1~=. & consome alcool~=. &
fumo _atual~=. & new cor referida cat~=. & id~=256 , vce(robust) irr

poisson  AIG GIG sem pig VitD nmol anos_escolaridade imc _pre new kcal 3

new cor referida cat fumo atual consome alcool if trimestre==2 & status==1 &

peso_ao_nascer~=. & anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. &
comprimento ao nascer~=. & lengthcentile~=. & sg_parto padrao~=. &
weightzscore~=. & imc_pre~=. & new kcal 3~=. & consome alcool~=. &
fumo _atual~=. & new cor referida cat~=. & id~=256 , vce(robust) irr

poisson  AIG GIG sem pig VitD nmol anos_escolaridade imc _pre new kcal 3
new cor referida cat fumo atual consome alcool if trimestre==3 & status==1 &
peso_ao_nascer~=. & anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. &

comprimento ao nascer~=. & lengthcentile~=. & sg_parto padrao~=. &
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weightzscore~=. & imc_pre~=. & new kcal 3~=. & consome alcool~=. &

fumo atual~=. & new cor referida cat~=. & id~=256 , vce(robust) irr

poisson prematuridade VitD nmol anos_escolaridade imc_pre new kcal 1
new cor referida cat fumo atual consome_alcool comprimento ao nascer if
trimestre== & status==1 & ©peso_ao nascer~=. & anos_escolaridade~=. &
VitD nmol~=. & comprimento ao nascer~=. & lengthcentile~=. &
sg _parto padrao~=. & weightzscore~=. & 1imc_pre~=. & new kcal 1~=. &
consome_alcool~=. & fumo atual~=. & new cor referida cat~=. & 1id~=256 ,
vce (robust) irr

poisson prematuridade VitD nmol anos_escolaridade imc pre new kcal 3

new cor referida cat fumo atual consome alcool if trimestre==2 & status==1 &

peso_ao_nascer~=. & anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. &
comprimento ao nascer~=. & lengthcentile~=. & sg_parto padrao~=. &
weightzscore~=. & imc_pre~=. & new kcal 3~=. & consome alcool~=. &
fumo atual~=. & new cor referida cat~=. & id~=256 , vce(robust) irr

poisson prematuridade VitD nmol anos_escolaridade imc pre new kcal 3

new cor referida cat fumo atual consome alcool if trimestre==3 & status==1 &

peso_ao_nascer~=. & anos_escolaridade~=. & VitD nmol~=. &
comprimento ao nascer~=. & lengthcentile~=. & sg_parto padrao~=. &
weightzscore~=. & imc_pre~=. & new kcal 3~=. & consome alcool~=. &
fumo _atual~=. & new cor referida cat~=. & id~=256 , vce(robust) irr

*Regressdes do blup - Tabela 3

regress peso_ao_nascer slope VitD nmmol  intercept VitD nmmol imc pre
anos_escolaridade new kcal 3 new cor referida cat fumo atual consome alcool if

trimestre==1 & status==1 & prematuridade~=1 & id~=256

regress weilghtzscore slope VitD nmmol intercept VitD nmmol anos_ escolaridade
imc pre new_ kcal 3 new cor referida cat fumo atual consome_alcool if

trimestre==1 & status==1 & id~=256

regress comprimento ao nascer slope VitD nmmol intercept VitD nmmol
anos_escolaridade imc_pre new kcal 3 new cor referida cat fumo_atual

consome_alcool if trimestre==1 & status==1 & prematuridade~=1 & id~=256

regress lengthzscore slope VitD nmmol intercept VitD nmmol anos escolaridade
imc_pre new_kcal 3 new cor referida cat fumo atual consome_alcool if
trimestre==1 & status==1 & id~=256

regress apgar lmin slope VitD nmmol intercept VitD nmmol anos escolaridade
imc_pre new_kcal 3 new cor referida cat fumo atual consome_alcool if

trimestre==1 & status==1 & id~=256 & prematuridade~=1
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poisson prematuridade slope VitD nmmol intercept VitD nmmol anos_escolaridade

imc_pre new_kcal 3 new cor referida cat fumo atual consome_alcool if
trimestre==1 & status==1 & id~=256 , vce (robust) irr

poisson SGA AGA  slope VitD nmmol intercept VitD nmmol anos_escolaridade
imc_pre new_kcal 3 new cor referida cat fumo atual consome_alcool if
trimestre==1 & status==1 & id~=256 , vce (robust) irr

poisson AIG GIG_sem pig slope VitD nmmol intercept VitD nmmol
anos_escolaridade imc pre new_kcal 3 new cor referida cat fumo atual
consome _alcool if trimestre==1 & status==1 & id~=256 , vce (robust) irr
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ANEXO 7

Comité de Etica em Pesquisa

Parecer n® 168A/2009 Rio de Janeiro, 10 de agosto de 2009.

Sr(a) Pesquisador(a),

Informamos a V.Sa. que o Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria
Municipal de Saude e Defesa Civil - CEP SMSDC-RJ, constituido nos Termos da
Resolugao CNS n? 196/96 e, devidamente registrado na Comissao Nacional de Etica
em Pesquisa, recebeu, analisou e emitiu parecer sobre a documentagao referente ao
Protocolo de Pesquisa, conforme abaixo discriminado:

Coordenadora:

Salésia Felipe de Oliveira PROTOCOLO DE PESQUISA N2 1 21/09
: CAAE: 0139.0.314.000-09
Vice-Coordenadora:
Suzana Alves da Silva &
TITULO: Saude mental e estado nutricional na

Membros: = Ko, i r cfi m
el Eavammidii A gesta.gao' e no pos _parto. gstudo prospectivo ¢co
Alice de C. A. Vinhaes ensaio clinico randomizado aninhado.

Braulio dos Santos Junior

Carlos Alberto Pereira de Oliveira
Elisete Casotti : .
José M. Salame PESQUISADOR RESPONSAVEL: Gilberto Kac.
Jucema Fabricio Vieira

Marcia Constancia P. A. Gomes
Maria Alice Gunzburger &

Maniea Amorin de Oliveira UNIDADE (S) ONDE SE REALIZARA A PESQUISA:
Nara Saraiva CMS Heitor Beltrao.

Pedro Paulo Magalhaes Chrispim
Rafael Aron Abitbol

Rondineli Mendes da Silva

Sandra Regina Victor DATA DA APRECIAGAQ: 13/08/2009.

Secretarias Executivas:
Carla Costa Vianna

Renata Guedes Ferreira PARECER: APROVADO.

Ressaltamos que o pesquisador responsavel por este Protocolo de
Pesquisa devera apresentar a este Comité de Etica um relatério das atividades
desenvolvidas no periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovacao (item VII.
13.d., da Resolugdo CNS/MS N°¢ 196/96).

Esclarecemos, ainda, com relagao aos Protocolos, que o CEP/SMSDC
devera ser informado de fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo,
devendo o pesquisador apresentar justificativa, caso o projeto venha a ser
interrompido e/ou os resultados néo sejam publicagos.

. i f\k L .
¥ . £ ] A
Salésia Felipe de Oliveir .
Coordenadora
Comité de Etica em Pesquisa

Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal de Saude e Defesa Civil
Rua Afonso Cavalcanti, 455 sala 715 — Cidade Nova — Rio de Janeiro

CEP: 20211-901

E-mail: cepsms@rio.ri.gov.br - Site: www.saude.rio.ri.gov.bricep

FWA n®: 00010761
IRB n® 00005577
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ANEXO 8

UNIVERSIDADE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PARTICIPAR DA PESQUISA

“Estado nutricional e satide mental na gestagdo e no pos-parto: Estudo prospectivo com
ensaio clinico randomizado”

Vocé esta sendo convidada a fazer parte de uma pesquisa que tem por objetivo entender
melhor a relagdo entre a alimentacdo e a ocorréncia de problemas como a ansiedade e o estresse
durante a gestacio e apos o parto. Neste estudo, também avaliaremos se o émega-3 (um composto
natural presente em varios alimentos, como peixes e alguns vegetais) protege as gestantes de tais
problemas.

Vocé nio é obrigada a participar e, mesmo aceitando fazer parte do estudo, podera desistir e
retirar o seu consentimento a qualquer momento. Sua recusa em patticipar do estudo ndo trard
nenhum prejuizo em sua relagio com o pesquisador, com o seu médico ou com a maternidade; ou
seja, vocé podera seguir normalmente com o seu atendimento nesta unidade de saade.

Como irei participar?

Vocé fara uma avaliacio completa e detalhada sobre sua saude. No total, vocé tera 4
consultas com nossa equipe: 4 durante o pré-natal (com até 13 semanas, na 24* e 34" semanas) ¢
uma de 30 a 45 dias apds o nascimento de seu filho. Todas estas consultas serdo
preferencialmente marcadas em dias em que vocé ja tenha que vir ao hospital. O tempo
aproximado destas consultas é de 30-45 minutos.

Durante as consultas, vocé ird responder a perguntas e preencher questionarios para
obtermos informagdes como: sua identificacdo (endereco e telefone), dados demograficos (nome,
estado civil, idade), situacio social e econémica, historia obstétrica, uso de alcool, fumo e outras
drogas, violéncia familiar, estresse e ansiedade, atividade fisica e como vocé se alimenta. Em todas
as 4 consultas iremos também avaliar seu peso e altura e coletar amostras de sangue patra avaliarmos
o agucar, gorduras, colesterol e niveis de hormonios.

Além disso, em cada consulta, deixaremos com vocé dois aparelhos por um periodo de 24
horas (1 dia): um chamado de “frequencimetro polar” que mede a freqiiéncia cardfaca (batimentos
do coracido) e o outro “pedoémetro” que conta o numero de passos que vocé dara durante este dia.
No dia seguinte, um pesquisador do projeto ird até a sua casa recolher esses equipamentos, néo
sendo necessario, portanto, que vocé retorne ao hospital apenas para devolvé-los.

A partir da 18" semana de gestacdo, um grupo de mulheres que estiverem patticipando do
estudo serdo convidadas a integrar uma parte diferente do estudo e serdo orientadas a fazer uso de
um suplemento na forma de capsulas, contendo 6mega-3. Se vocé fizer parte deste grupo, vocé
devera fazer uso de 5-6 capsulas por dia junto das refei¢des (almocgo), todos os dias até 30 dias
apos o parto. Vocé ndo precisara comprar ou pagar por este suplemento, ou seja, vocé vai recebé-
lo de graca.
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E importante vocé saber que esta suplementagio é composta unicamente de 6leo de
peixes marinhos, porém sem qualquer sabor ou cheiro caracteristico de peixe. Além do 6leo, o
outro ingrediente presente é uma pequena quantidade de vitamina E. O uso desta suplementagio
durante a gestagdo nido traz nenhum risco ou efeito colateral para a sua saude e a do bebé.
No entanto, ja foram relatados a ocorréncia passageira de diarréia, regurgitacio e refluxo.
Consumir o 6leo na forma de capsula torna apenas mais pratico.

Todas as informacGes que vocé fornecer serdo mantidas em segredo e utilizadas apenas para
a pesquisa. Nenhuma outra pessoa ou profissional terd acesso a suas informag¢des, somente 0s
pesquisadores que trabalham para esta pesquisa. Quando divulgarmos os resultados deste trabalho,
seu nome em momento algum ira aparecer, bem como qualquer outra informacio fornecida, ou
resultado de exame de sangue. Portanto, ndo ha riscos em participar desta pesquisa, apenas a
necessidade de coletar sangue e o tempo que vocé ird gastar com as avaliagdes durante as consultas.
Por ocasido da coleta de sangue, vocé podera observar a formagao pequeno hematoma na regido do
braco onde ocorreu a picada da agulha. Sempre usaremos materiais descartaveis.

Quais as vantagens?

Ao participar deste estudo, vocé tera a oportunidade de realizar uma avaliagdo mais
completa e detalhada da sua satde. O acompanhamento de seus hdbitos durante a gestagio,
como o seu ganho de peso e sua alimentagio, sao medidas importantes para garantir a satude do seu
bebé ao nascer. Este acompanhamento também é importante para que vocé tenha uma vida mais
saudavel, prevenindo problemas futuros como a obesidade, ansiedade e depressio. Vocé tera
acesso a todos os seus resultados se assim desejat.

Este termo de consentimento é um documento importante e vocé ird receber uma copia na
qual consta o telefone e o endereco do pesquisador principal, podendo tirar suas davidas sobre o
projeto e sua participagao, agora ou a qualquer momento.

Meu consentimento:

Minha participac¢ao ¢ de livre e espontinea vontade, ou seja, nao fui pressionada por ninguém
para participar desta pesquisa. Tenho liberdade para continuar ou recusar, em qualquer momento, a
participar da pesquisa. O meu atendimento e de meu(minha) filho(a), nesta unidade nao sera, em
momento algum, afetado pela minha recusa. Desta forma, concordo em participar deste estudo
estando totalmente esclarecida dos objetivos, riscos e beneficios desta pesquisa, uma vez que tive
em maos este documento e a oportunidade de 1é-lo antes de assinar.

data

Nome e assinatura do pesquisador

Telefones:

Nome do sujeito da pesquisa

data

Assinatura do sujeito da pesquisa
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Contato do coordenador da pesquisa: Professor Dr. Gilberto Kac
Universidade Federal do Rio de Janeiro -
UFR]
Telefones: 25626595 / 93152301
E-mail: kacetal@gmail.com

Juliana dos Santos Vaz
Nutricionista, doutoranda UFR]
Telefones: 74221922

E-mail: juliana.vaz@gmail.com

Secretaria Municipal de Satade e Defesa Civil / Comité de Etica em
Pesquisa
Rua Afonso Cavalcanti, 455 Bloco 1 -
Sala 715

E-mail: cepsms@frio.rj.gov.br

166



ot

British Journal of Nutrition

Downig
https:/.

Anexo 9
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Longitudinal association of 25-hydroxyvitamin D with adipokines and
markers of glucose metabolism among Brazilian pregnant women

Camila Benaim'?, Paula Guedes Cocate'?, Erica Guimaries de Barros', Nadya Helena Alves-Santos'~,
Amanda Caroline Cunha Figueiredo'?, Ana Beatriz Franco-Sena'?, Jaqueline Lepsch',
Amanda Rodrigues Amorim Adegboye”’, Rana Mokhtar®, Michael F. Holick® and Gilberto Kac!?*

'Nutritional Epidemiology Observatory, Department of Social and Applied Nutrition, Institute of Nutrition Josué de Castro,
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SSection of Endocrinology, Diabetes and Nutrition, Department of Medicine, Boston University School of Medicine (BUSM),
Boston, MA 02118, USA

(Submitted 26 December 2017 — Final revision received 24 August 2018 — Accepted 27 September 2018)

Abstract

This study aimed to evaluate the longitudinal association of vitamin D status with glycaemia, insulin, homoeostatic model assessment of insulin
resistance, adiponectin and leptin. A prospective cohort with 181 healthy, pregnant Brazilian women was followed at the 5th-13th, 20th-26th
and 30th-36th gestational weeks. In this cohort, 25-hydroxyvitamin D (25(OH)D) plasma concentrations were analysed using liquid
chromatography—-tandem MS. Vitamin D status was categorised as sufficient or insufficient using the Endocrine Society Practice Guidelines
(=75/<75nmol/D and the Institute of Medicine (>50/ <50 nmol/D thresholds. Linear mixed-effect regression models were employed to
evaluate the association between vitamin D status and each outcome, considering interaction terms between vitamin D status and gestational
age (P<0-1). At baseline, 70-7 % of pregnant women had 25(OH)D levels <75 nmol/l and 16 % had levels <50 nmol/l. Women with sufficient
vitamin D status at baseline, using both thresholds, presented lower glycaemia than those with insufficient 25(OH)D. Pregnant women with
25(OH)D concentrations <75 nmol/l showed lower insulin (8=-0-12; 95% CI —0-251, 0-009; P=0-069) and adiponectin (f=-0-070; 95 % CI
—0-150, 0-010; P=10-085) concentrations throughout pregnancy than those with 25(OH)D levels >75 nmol/l. Pregnant women with 25(OH)D
<50 nmol/l at baseline presented significantly higher leptin concentrations than those with 25(OH)D levels >50 nmol/l (f=-0-253; 95% CI
—0-044, 0-550; P=0-095). The baseline status of vitamin D influences the biomarkers involved in glucose metabolism. Vitamin D-sufficient
women at baseline had higher increases in insulin and adiponectin changes throughout gestation than those who were insufficient.

Key words: Adipokines: Biomarkers: Glycaemia: Pregnancy: Vitamin D

Prevention of gestational diabetes mellitus (GDM) is a key
intervention to circumvent the maternal and fetal consequences
of this disease. The primary method of preventing GDM is by
lifestyle changes, such as physical activity and diet™”. One
important modifiable risk factor is vitamin D deficiency among
pregnant women. Vitamin D deficiency is considered highly
prevalent worldwide and often persists during pregnancy®?.

Studies have suggested that low concentrations of vitamin D
may be associated with alterations in glucose metabolism™, can
be a risk factor for GDM®™ and are characterised by glucose
intolerance or glycaemia values higher than the normal range
when detected during pregnancy®.

One possible mechanism by which vitamin D may act on
glucose metabolism is by increasing adiponectin secretion®'?.

Abbreviations: 1,25(0OH),D3;, 1,25-dihydroxyvitamin Ds; 25(OH)D, 25-hydroxyvitamin D; ESPG, Endocrine Society Practice Guidelines; GDM, gestational
diabetes mellitus; HOMA-IR, homoeostatic model assessment of insulin resistance; IOM, Institute of Medicine.

* Corresponding author: G. Kac, fax +55 21 22808343, email gilberto kac@gmail.com
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This adipokine has insulin-sensitisation properties of the target
cells (liver, skeletal muscle and adipose tissue) and can
enhance glucose uptake in muscle tissue™'™®. Adiponectin
also protects f-cells from immune attack and reduces insulin
resistance through immunoregulatory and anti-inflammatory
1D 1n pregnant women, concentrations of adipo-
nectin have been inversely associated with adverse maternal
outcomes, such as GDM1>1® overweight and obesity"” .
During pregnancy, a reduction in maternal plasma adiponectin
concentrations is expected'®'?. Many factors can influence the
expression of this adipokine. Vitamin D concentration is one
example®?? as it down-regulates pro-inflammatory cytokines
and up-regulates anti-inflammatory cytokines. Vitamin D
appears to be positively associated with adiponectin gene
expression and suppresses the renin—-angiotensin—aldosterone
system (RAAS) components secreted by adipocytes, thus
contributing to increased adiponectin secretion®>*?. Low
25-hydroxyvitamin D (25(OH)D) concentrations may then
reduce the secretion of adiponectin and could be considered a
risk factor for GDM and insulin resistance'3232%,

Leptin is a hormone that regulates lipid metabolism and
inflammation by influencing glucose metabolism in an inverse
manner to adiponectin, that is, it reduces insulin sensitivity™® .
Leptin is directly associated with pre-eclampsia, GDM and
macrosomia®®?”. Studies have shown an inverse association
between vitamin D and leptin concentrations**>%. The
mechanism by which vitamin D metabolites impact leptin levels
remains unclear. One possible mechanism is that the fat solu-
bility of vitamin D can cause it to be sequestered in fat tissues,
leading to a high level of intracellular Ca that increases lipo-
genesis and decreases lipolysis®". A lower serum vitamin D
may lead to a higher serum leptin, since its concentration is
related to greater body fat mass®>*¥. However, randomised

effects

clinical trials have found no association between vitamin D
supplementation and changes in leptin concentrations®**.

There are few studies evaluating the association between
vitamin D status, glycaemia and adipokines during pregnancy,
particularly among healthy pregnant women without comor-
bidities such as GDM®'¥>3® The aim of this study was to
evaluate the vitamin D status of pregnant women in the first
trimester and, if variation in vitamin D status during pregnancy
was associated with changes in adiponectin, leptin and gly-
caemia concentrations throughout pregnancy among a cohort
of healthy Brazilian women.

Methods
Study design

This study consists of a prospective cohort with healthy
pregnant adult women from a public health care centre in Rio
de Janeiro, Brazil, carried out from November 2009 to
October 2011.

A total of 299 women were invited to participate in the study
in accordance with the following eligibility criteria: (a) being
between 5 and 13 weeks of gestation, (b) aged between 20 and
40 years and (¢) without any known infectious or chronic non-
communicable diseases (except obesity). Criteria for exclusion

ww.cambridge.org/core/terms. https://doi.org/10.1017/5S0007114518003057
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after baseline clinical evaluation consisted of the following:
miscarriage (72 25), chronic arterial hypertension (7 3), multiple
gestation (n 4), diagnosis of infectious or non-communicable
disease after starting of the study (n 11), advanced pregnancy
(=14 weeks of gestation, 7 15), pre-natal care withdrawn (7 7),
stillbirth (72 5), no vitamin D measured at baseline (12 30),
self-reported glycaemia alteration (7 12) and no biochemical
analyses performed (12 1).

Biochemical analyses

Venous blood samples were taken after a 12-h overnight fasting
at three different visits (first, second and third gestational tri-
mesters). Samples were immediately centrifuged (5000 rpm for
5min), aliquoted and stored at —80°C until further analysis.
Plasma samples were used to determine 25(OH)D (nmol/D),
leptin (ng/D and adiponectin (ng/ml) concentrations.

Main independent variable

Plasma 25(OH)D concentrations were analysed using liquid
chromatography—tandem MS (LC-MS/MS) at the Quest Diag-
nostics Nichols Institute Laboratory (San Juan Capistrano) using
the LC Thermo Cohesive System coupled to a Thermo Quantum
Ultra Mass Spectrometer (Thermo Fisher). This method is
the ‘gold standard’ with analytical measurement range of
10-640 nmol/]l and the CV <10%.

The 25(OH)D concentrations at baseline (5th-13th gesta-
tional weeks) were used to determine vitamin D status. Preg-
nant women were categorised as being vitamin D sufficient or
insufficient using two cut-points based on the Endocrine Society
Practice Guidelines (ESPG) and the Institute of Medicine IOM.
According to the ESPG, vitamin D sufficiency and insufficiency
are defined as having 25(OH)D concentrations >75 and
<75nmol/l, respectively®. Using the IOM cut-points, suffi-
ciency and insufficiency were defined as 25(OH)D concentra-
>50 or <50nmol/l, respectively“” . There are
controversies in the literature as to which cut-point of vitamin D
for insufficiency is the most appropriate. There is also no spe-
cific guideline set forth for pregnant women. We have decided
to report both cut-points to increase transparency and to allow
for comparability between various studies in the literature.

tions

Dependent variables

Serum fasting glycaemia was estimated by enzymatic colori-
metric methods using commercial kits (Linco Research and
Wiener Lab., respectively), and insulin concentrations were
assessed by ELISA using specific commercial kits designed for
humans (Millipore), with sensitivity of 2uU/ml. Homoeostatic
model assessment of insulin resistance (HOMA-IR) was calcu-
lated based on the product of fasting insulin (uU/ml) and glu-
cose (mmol/l) divided by 22.56%) Adipokines were evaluated
using ELISA, with sensitivities of 0-78 ng/ml for adiponectin and
5ng/1 for leptin.
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Covariate assessment

A structured questionnaire administered at baseline was used to
collect information on study population characteristics, includ-
ing age (year), per-capita monthly household income (USD),
parity (nulliparous or primiparous/multiparous) and self-
reported skin colour (white, black or mixed). Date of first
blood collection was used to define the season at baseline
(summer, autumn, winter and spring).

Anthropometric measurements were collected according to
standardised procedures at baseline®. Weight was measured
using a digital scale (Filizzola PL 150; Filizzola Ltda) at each
gestational trimester, and height was measured in duplicate
using a portable stadiometer (Seca Ltda). The early pregnancy
BMI was calculated using the following formula: weight at
baseline (kg)/height®* (m?). The gestational age was obtained
from the first ultrasonography (USG) examination (92-3%;
n 167) or using the reported date of the last menstrual period if
the USG was not performed before the 24th week of gestation
(77 %; n 14).

The total dietary vitamin D intake (ug/d) was calculated using
Nutritional Composition Tables from the Brazilian Institute of
Geography and Statistics” according to a semi-quantitative
FFQ“Y. The FFQ was validated for the adult population of Rio
de Janeiro"*" and administered in the first trimester of gestation
by trained interviewers and referring to intake of the last
6 months. Data on vitamin D supplementation were self-
reported throughout pregnancy (first, second and third
trimesters).

Statistical analysis

Data distribution was analysed according to the Shapiro-Wilk
test. Maternal age, vitamin D intake, per-capita family income,
early pregnancy BMI, glycaemia, insulin, HOMA-IR, adipo-
nectin and leptin were not normally distributed (Shapiro—Wilk
test P value <0-05). The sample characteristics are described
using medians and interquartile ranges. Categorical data are
presented as absolute values (72) and relative frequencies (%).
Baseline characteristics were stratified according to vitamin D
status (sufficiency v. insufficiency). To compare medians and
frequencies, the Mann-Whitney U test and the y* test were
used, respectively.

Dropout analyses were performed to verify the presence of
selection bias comparing those who completed the study to
those who were lost to follow-up. The following variables were
considered: vitamin D status according to thresholds, dietary
vitamin D intake, age, early pregnancy BMI, per-capita family
income, glycaemia, insulin, HOMA-IR, adiponectin and leptin
concentrations, parity, self-reported skin colour and season at
recruitment.

Scatter plots containing longitudinal prediction and 95% CI
were constructed to illustrate the variation in glycaemia and
adipokine concentrations during pregnancy according to
vitamin D baseline status.

Linear mixed-effect (LME) models were performed to assess
the longitudinal associations of vitamin D baseline status with
the outcomes throughout pregnancy. The modelling process

allows the inclusion of time-dependent and time-independent
variables; it is robust to deal with unbalanced time intervals and
considers the correlation between repeated measures™*>*?.
Interactions between vitamin D baseline status and gestational
age were considered to explore the longitudinal behaviour of
the evaluated outcomes. The LME models were adjusted for
confounders selected by biological plausibility and statistical
significance (P < 0-2) in the bivariate analysis for each of the five
outcomes (glycaemia, insulin, HOMA-IR, adiponectin and
leptin). The test to detect interactions was low powered. We
considered P<0-1“% as a threshold to define statistical sig-
nificance for the interaction terms and P<0-05 for the main
effect variables.

All analyses were performed in Stata 12.0 (Stata Corporation).
The significant interactions identified in the LME models were
illustrated by graphs plotted with RStudio 3.3.1 software .

Ethical approval

This study was conducted according to the guidelines of the
Declaration of Helsinki. The Rio de Janeiro Federal University
Maternity Hospital FEthics Committee (protocol number:
0023.0.361.000-08) and the Municipal Secretary of Rio de
Janeiro Ethics Committee (protocol number: 0139.0.314.000-09)
approved all procedures involving humans. All participants
signed an informed consent for participation in the study.

Results

The baseline sample comprised 181 pregnant women. From
baseline to the second-trimester follow-up, 11 women moved
out from the pre-natal program, 2 withdrew consent, 4 aban-
doned pre-natal care at the study site, 12 missed the follow-up
interview and 1 had no biochemical analyses performed, leav-
ing a sample of 151 women at the second trimester. From the
second to the third visit, six women were classified as lost to
follow-up and seven had no biochemical analyses performed.
Eleven women missed the second-trimester interview but
returned to the study in the third trimester. Therefore, our final
sample at the third trimester comprised 149 women (online
Supplementary Fig. S1).

In total, 149 women completed the study, and 32 were lost to
follow-up. There were no significant differences between
women who completed the study compared to those who were
lost during follow-up (online Supplementary Table S1).

At baseline, women had a median age of 26 (IQR 22-0-31-0)
years, early pregnancy BMI of 23-7 (IQR 21-9-27-0) kg/m?, per-
capita family income of 292-4 (IQR 184-8-421-0) USD and
reported a vitamin D intake of 3-4 (IQR 2-22-4-64) ug/d, and
46-9% self-reported their skin colour to be mixed. The pre-
valence of vitamin D insufficiency was 70-7 % (n 128/181) and
16:0% (12 29/181) according the cut-offs proposed by the ESPG
and the IOM, repectively. Women who began the study in the
winter, compared to those who began in summer, were more
likely to be vitamin D insufficient (ESPG: 33-6 v. 15-6%,
respectively, P<0-001; IOM: 517 w». 3-5%, respectively,
P<0-001) (Table 1). None of the women who participated in
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Vitamin D and biomarkers in pregnancy 45
Table 1. Baseline characteristics of the study population according to vitamin D sufficiency status in the first trimester of pregnancy
(Medians and interquartile ranges (IQR); numbers and percentages)
Endocrine Society Practice Guidelines Institute of Medicine
Sufficiency Insufficiency Sufficiency Insufficiency
25(0OH)D 25(0OH)D 25(0H)D 25(0OH)D
Total (n 181) >75nmol/l (n 53) <75nmol/l (n 128) >50nmol/l (n 152) <50 nmol/l (n 29)

Continuous variables Median IQR  Median IQR  Median IQR P* Median IQR  Median IQR P
25(OH)D (nmol/l) 625 52.5-75.0 825 77.5-925 575 50.0-650 <0-001 675 57-5-77.5 40-0 37-5-45.0 <0-001
Vitamin D dietary 34 222-4.64 33 4.20-4.22 34 22-50 0127 33 21-45 34 2562 0-193

intake (ug/d)
Age (years) 260 22.0-31-0 255 21.0-31.0 260 22.0-31.0 0485 250 21.5-31.0 27.0 23.0-31.0 0-531
Early pregnancy 237 21.9-27.0 235 206269 237 225-271 0271 236 21.3-269 24.8 22.9-28.0 0-130

BMI (kg/m?)
Per-capita family income (USD) 292-4 184-8-421-0301.17 136-3—425.7 283-6 193.6-417-5 0-448 277-8 175-4-409-4 330-4 208-2-438-6 0-288
Categorical variables n % n % n % Pt n % n % Pt
Parity

Nulliparous 70 387 34.0 18 52 40-6 0-402 56 36-8 14 483 0-402

Primiparous or 111 61-3 66-0 35 76 59-4 96 63-2 15 51.7

multiparous

Self-reported skin colour

White 47 26-0 26-4 14 33 258 0-788 43 283 4 138 0-264

Black 49 271 30-2 16 33 25.8 40 26-3 9 31.0

Mixed 85 46-9 43-4 23 62 484 69 454 16 55-2
Season

Summer 38 21.0 18% 34.0 20 15-6 <0-001 37 24.3 1 35 <0-001

Autumn 47 26-0 20% 377 27 211 44 290 3 10-3

Winter 48 265 5 94 43§ 336 33 217 1511 517

Spring 48 265 10 18-9 38 29.7 38 25.0 10 34.5

25(0OH)D, 25-hydroxyvitamin D.

* P value refers to the Mann—-Whitney test. P values <0-05 were considered statistically significant.

t P value refers to the y° test. P values <0-05 were considered statistically significant.

1 Among women with vitamin D sufficiency according to Endocrine Society Practice Guidelines at baseline, we observed significantly higher proportions of women entering
pregnancy in the summer and in the autumn, compared with those who became pregnant in the winter.
§ Among women with vitamin D insufficiency according to Endocrine Society Practice Guidelines at baseline, we observed a significantly higher proportion of women entering

pregnancy in the winter than in the summer.

I Among women with vitamin D insufficiency according to the Institute of Medicine at baseline, we observed a significantly higher proportion of women entering pregnancy in the

winter than in the summer.

the study received nutritional vitamin D supplementation (data
not shown).

Pregnant women with vitamin D sufficiency at baseline
showed lower glycaemia when compared to insufficient
women (ESPG: median 79-5 w». 84-0mg/l, respectively,
P=0-003; IOM: median 83-0 v. 84-0mg/l, respectively,
P=0-034) (Table 2). The glycaemia decreased from the first to
the second trimester, followed by a slight increase from the
second to the third trimester onwards, in both women with
vitamin D sufficiency and insufficiency at baseline (Fig. 1(a) and
(b)). However, the rate of change for glycaemia throughout
pregnancy did not show a significant difference between the
baseline vitamin D groups (Table 3). Similar results were
observed when 25(OH)D was analysed throughout pregnancy
(Fig. 2(a) and (b); Table 4).

The rate of change in insulin was greater among vitamin D suffi-
cient women at baseline (ESPG: f=0-166; 95% CI 0-047, 0-285,
P=0:006; IOM: =0-091; 95% CI 0-019, 0-162, P=0-013) (Fig. 1(©)
and (d). There was a less pronounced increase in insulin throughout
pregnancy among vitamin D insufficient women compared to
those who started with sufficient status according to ESPG (inter-
action f=-0-12; 95% CI —0-251, 0-009; P=0-069) (Table 3). We

found significant results when 25(OH)D was analysed throughout
pregnancy using the IOM thresholds (interaction f=-0-153; 95%
CI -0-325, 0-018; P=0-080) (Fig. 2(c) and (d); Table 4).

There was a tendency for lower HOMA-IR in the group of
women classified as sufficient vitamin D status at baseline when
compared to those with vitamin D insufficient status (ESPG:
median 0-65 v. 0-93, respectively, P=0-062; IOM: median
0-82 v. 1-14, respectively, P=0-071) (Table 2). HOMA-IR
increased throughout gestation among women with sufficient
vitamin D status at baseline (ESPG: f=0-019; 95% CI 0-00001,
0-039; P=0-050) but did not change in the insufficient group
(Fig. 1(e) and (f)). However, the results were not significant for
this biomarker when baseline vitamin D-sufficient and insuffi-
cient women were compared (Table 3). We found significant
results when 25(OH)D was analysed throughout pregnancy
using the IOM thresholds (interaction f=-0-030; 95% CI
—0-065, 0-005; P=0-094) (Fig. 2(e) and (f); Table 4).

The trend in changes in adiponectin throughout pregnancy
showed an increase from the beginning of pregnancy until the
second trimester and was followed by a slight decrease at the
end of gestation for both vitamin D status groups, whether
measured at baseline or when 25(OH)D varied throughout
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Table 2. Markers of glucose and adipokines concentrations of the study population according to vitamin D sufficiency status in the first trimester of pregnancy
(Medians and interquartile ranges (IQR))

Endocrine Society Practice Guidelines

Institute of Medicine

Sufficiency Insufficiency Sufficiency Insufficiency
Total 25(0OH)D >75nmol/l 25(0OH)D <75nmol/l 25(0OH)D >50 nmol/l 25(0OH)D <50 nmol/l

Variables n  Median IQR n  Median IQR n  Median IQR P n  Median IQR n  Median IQR P
Glycaemia (mg/dl)t

First trimester 180 830 78.0-880 54 795 76.0-85-0 126 84.0 79-0-89-0 0003 151 830 78.0-87-0 29 84.0 79-0-950  0-034

Second trimester 146 780 72.0-830 42 775 70-0-82-0 104 780 73.0-830 0204 122 775 72.0-82-0 24 785 72.0-835 0885

Third trimester 149 790 72.0-840 40 80-5 71.5-84-5 109 780 72.0-840 0991 123 780 71-0-84-0 26 80-5 75-:0-840  0-346
Insulin (uU/ml)

First trimester 180 4.34 2.97-6-46 53 3-37 2.64-6-01 127 4.58 3-31-6-49 0125 152 4.04 2.90-6-31 28 4.89 3-28-7-71 0-141

Second trimester 149 4.93 321-770 44 5.07 3-26-7-53 106 4.92 319-7.70 0921 125 4.90 3-15-7-40 24 6-94 3.96-11-39  0-082

Third trimester 147 5.75 3-90-875 40 6-89 4.46-11.88 108 5.49 371-826 0093 123 5.65 4.08-8-28 24 7-63 3-69-11.70 0484
HOMA-IR

First trimester 180 0-86 0-57-1.36 54 0-65 0-50-1-23 126 0-93 0-65-1-41 0-062 152 0-82 0-56-1-30 28 114 0-80-1.73  0-071

Second trimester 144 0-95 0-60-1-53 42 0-94 0-59-1-41 102 0-96 0-60-1.55 0812 120 0-95 0-59-1-39 24 1.16 0-70-2.18  0-106

Third trimester 144 112 0-74-169 38 1.38 0-78-1.94 106 1.08 0-70-1-65 0176 120 110 0-74-1.57 24 1.60 0-72—2.72  0-352
Adiponectin (ug/ml)

First trimester 181 4.96 3-57-719 53 4.49 3-12-6-55 128 5.26 361-728 0170 152 4.95 3-52-7-08 29 5.68 4.07-7-91 0-254

Second trimester 146 5.05 3-52-846 42 5-06 3-65-10-91 104 5.04 3-36-7-80 0469 123 4.75 3-65-10-91 23 6-21 3.92-12.17 0-123

Third trimester 148 4.59 3-42-6-97 41 469 3-43-7-32 107 4.45 3-32-6-91 0750 123 4.45 3-32-6-63 125 5-21 3-67-722 0494
Leptin (ng/l)

First trimester 181 1667 99-9-2621 54 1345 83-3-241.7 127 1742 108-3-280-5 0-093 152 161-0 97.7-2683 29 1742 116-6-246-9 0-588

Second trimester 151 2478 165-7-418-0 44 2093 158.9-354.2 107 268-0 172.6-431.8 0196 126 2340 162:5-418.0 25 3275 193-3-400-1 0-228

Third trimester 149 2495 159-3-387-6 40 2412 144.2-383-2 109 256-6 159-8-388-7 0-472 124 2356 149-4-381-2 25 3333 256-6-472-9  0-021

25(0OH)D, 25-hydroxyvitamin D; HOMA-IR, homoeostatic model assessment of insulin resistance.

* P value refers to the Mann-Whitney test. P values <0-05 were considered statistically significant.

1 To convert glucose in mg/dl to mmol/l, multiply by 0-0555.
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Fig. 1. Changes in glucose metabolism markers and adipokines throughout pregnancy according to vitamin D baseline status, Rio de Janeiro/Brazil, 2009—2012. Glycaemia
according to vitamin D status (a) Endocrine Society Practice Guidelines and (b) the Institute of Medicine cut-off points. Insulin according to vitamin D status (c) Endocrine
Society Practice Guidelines and (d) the Institute of Medicine cut-off points. Homoeostatic model assessment of insulin resistance (HOMA-IR) according to vitamin D status (e)
Endocrine Society Practice Guidelines and (f) the Institute of Medicine cut-off points. Adiponectin according to vitamin D status (g) Endocrine Society Practice Guidelines and
(h) the Institute of Medicine cut-off points. Leptin according to vitamin D status (i) Endocrine Society Practice Guidelines and (j) the Institute of Medicine cut-off points.
Sufficiency vitamin D status at baseline; - - — -, insufficiency vitamin D status at baseline. * To convert glucose in mg/dl to mmol/l, multiply by 0-0555.
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Janeiro, Brazil, 2009—-2011
(B-Coefficients and 95 % confidence intervals)

48 C. Benaim et al.

Table 3. Markers of glucose metabolism and adipokines changes during pregnancy according to vitamin D adequacy status at the first trimester, Rio de

Endocrine Society Practice Guidelines*

Institute of Medicinet

Fixed-effectt B§ 95% CI Al B8 95 % CI Pl
Glycaemia (mg/dl)q
Gestational age -0-937 —1.347, -0-526 <0-001 -1.013 —1.405, -0-620 <0-001
Quadratic gestational age 0-019 0-009, 0-028 <0-001 0-019 0-009, 0-028 <0-001
Vitamin D sufficiency status** 3770 -0-128, 7-667 0-058 3-189 —1.473, 7-851 0-180
Interaction terms
Gestational age x vitamin D status** -0-109 —-0-273, 0-055 0-192 —-0-052 —0-245, 0-140 0-593
Insulin (uU/ml)
Gestational age 0-167 0-048, 0-287 0-006 0-085 0-017, 0-153 0-014
Vitamin D sufficiency status** 2.357 —0-344, 5.058 0-087 1.309 —1.886, 4-503 0-422
Interaction terms
Gestational age x vitamin D status** -0-121 -0-251, 0-009 0-0691t -0-024 -0-180, 0-132 0-762
HOMA-IR
Gestational age 0-018 —0-005, 0-041 0-116 0-007 —0-007, 0-020 0-320
Vitamin D sufficiency status** 0-458 —-0-053, 0-970 0-079 0-241 —0-366, 0-848 0-437
Interaction terms
Gestational age x vitamin D status** -0-016 -0-042, 0-010 0-232 0-0002 —0-031, 0-031 0-992
Adiponectin (ug/ml)
Gestational age 0-303 0-194, 0-478 <0-001 0-281 0-148, 0-415 <0-001
Quadratic gestational age —0-006 —0-009, —0-002 0-001 —0-005 —0-009, —0-002 0-001
Vitamin D sufficiency status** 0.737 —0-565, 2-:038 0-267 0-991 —0-536, 2520 0-203
Interaction terms
Gestational age x vitamin D status** -0-070 -0-150, 0-010 0-085tt 0-008 —0-065, 0-081 0-822
Leptin (ng/l)
Gestational age 10122 4.303, 15-942 0-001 9-517 4.056, 14.977 0-001
Quadratic gestational age —0-207 —0-340, —-0-074 0-002 —-0-200 —0-332, —-0-067 0-003
Vitamin D sufficiency status** 12.071 —35-799, 59-942 0-621 —48-741 -104-599, 7-117 0-087
Interaction terms
Gestational age x vitamin D status** 0-214 —-2.323, 2.752 0-869 2-5632 —0-436, 5-501 0-0941t

HOMA-IR, homoeostatic model assessment of insulin resistance.

2.7 observations per group.
§ B=longitudinal linear regression coefficient.
| To convert glucose in mg/dl to mmol/l, multiply by 0-0555.
Il P value refers to maximum likelihood estimator.
** The reference category was adequate status of 25(OH)D.
1t P values <0-1 were considered statistically significant.

pregnancy (Figs. 1(g) and (h) and 2(g) and (h)). Women with
vitamin D insufficient status at baseline started gestation with
higher median plasma levels of adiponectin, although this asso-
ciation was not significant (526 v. 4-49pg/ml, P=0-170)
(Table 2). However, the rate of change of adiponectin through-
out pregnancy was significantly higher in women with sufficient
vitamin D levels at baseline (ESPG: f=-0-070; 95% CI —0-150,
0-010; P=0-085) (Table 3). Women with sufficient vitamin D
status at baseline, according to IOM classification, tended to have
a lower rate of change in adiponectin throughout pregnancy,
although this did not reach significance (Table 3; Fig. 1(h)). The
rate of change in adiponectin throughout pregnancy was sig-
nificantly higher in women with sufficient vitamin D levels when
this marker varied throughout pregnancy (ESPG: f=-0-056; 95 %
CI -0-116, 0-004; P=0-066) (Table 4).

There were no significant differences in leptin concentra-
tions, comparing each trimester individually, according to ESPG,

ww.cambridge.org/core/terms. https://doi.org/10.1017/5S0007114518003057

* Sufficiency (reference category, 25(0OH)D >75 nmol/l)/inadequacy status (25(OH)D <75 nmol/l).

1 Sufficiency (reference category, 25(OH)D >50 nmol/l)/insufficiency status (25(OH)D <50 nmol/l).

1 The adiponectin, leptin and glycaemia models were adjusted for gestational age and quadratic gestational age in weeks and for women’s age, BMI and seasons (spring/summer/
autumn/winter); the insulin and HOMA-IR models were adjusted for gestational age in weeks and for women’s age, BMI and seasons (spring/summer/autumn/winter). Glycaemia
model: number of observations =474; number of groups = 182; average of 2-6 observations per group. Insulin model: number of observations =475; number of groups = 180;
average of 2-6 observations per group. HOMA-IR model: number of observations =467; number of groups = 182; average of 2-6 observations per group. Adiponectin model:
number of observations =474; number of groups = 182; average of 2-6 observations per group. Leptin model: number of observations = 480; number of groups = 181; average of

but it was found that women with inadequate vitamin D status
according to IOM presented higher leptin concentrations (Table 2).
Women with insufficient vitamin D status according to ESPG had a
significant decrease in leptin concentrations (f=-0-259; 95 % CI
—-0-424, —0-094; P=0-002). Using the IOM cut-points, the
decrease was significant only within the sufficient group
(f=-0-214; 95% CI —0-360, —0-068; P=0-004) (Fig. 1(i) and ().
Women with insufficient vitamin D levels presented a greater
increase in leptin concentrations, in relation to the sufficient
group, according to IOM (f=2-532; 95% CI —0-436, 5-501;
P=0-094) (Table 3). These results did not hold when 25(OH)D
varied throughout pregnancy (Fig. 2()) and (j); Table 4).

Discussion

The main result of this study is the difference in the variation of
adiponectin and insulin concentrations throughout pregnancy
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Fig. 2. Changes in glucose metabolism markers and adipokines according to vitamin D status throughout pregnancy, Rio de Janeiro/Brazil, 2009-2012. Glycaemia
according to vitamin D status (a) Endocrine Society Practice Guidelines and (b) the Institute of Medicine cut-off points. Insulin according to vitamin D status (c) Endocrine
Society Practice Guidelines and (d) the Institute of Medicine cut-off points. Homoeostatic model assessment of insulin resistance (HOMA-IR) according to vitamin D status
(e) Endocrine Society Practice Guidelines and (f) the Institute of Medicine cut-off points. Adiponectin according to vitamin D status (g) Endocrine Society Practice Guidelines
and (h) the Institute of Medicine cut-off points. Leptin according to vitamin D status (i) Endocrine Society Practice Guidelines and (j) the Institute of Medicine cut-off points.
, Sufficiency vitamin D status during pregnancy; - - — -, insufficiency vitamin D status during pregnancy. * To convert glucose in mg/dl to mmol/l, multiply by 0-0555.

according to vitamin D baseline status defined by the ESPG. We
observed that throughout pregnancy the rate of increase for
both biomarkers was greater among women with vitamin D

sufficiency compared to women who started their pregnancy in
a vitamin D-deficient state. Another important finding is that
women with insufficient vitamin D at baseline had a higher
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Table 4. Markers of glucose metabolism and adipokines according to vitamin D sufficiency status changes during pregnancy, Rio de Janeiro, Brazil,

2009-2011
(B-Coefficients and 95 % confidence intervals)

Endocrine Society Practice Guidelines*

Institute of Medicinet

Fixed-effectt B§ 95% CI Pl B8 95 % Cl Pl
Glycaemia (mg/dl)q]
Gestational age -0915 —1.345, —0-484 <0-001 -0-989 -1-369, —0-609 <0-001
Quadratic gestational age 0-017 0-007, 0-026 0-001 0-018 0-009, 0-027 <0-001
Vitamin D sufficiency status** 2-624 —1.244, 6-492 0-184 3-516 -1.317, 8-:350 0-154
Interaction terms
Gestational age x vitamin D status** —0-049 —-0-215, 0-116 0-560 —-0-029 —0-260, 0-202 0-805
Insulin (uU/ml)
Gestational age 0-107 0-014, 0-201 0-024 0-095 0-029, 0-160 0-004
Vitamin D sufficiency status** 0-988 -1.677, 3-654 0-468 2:344 —1.073, 5760 0179
Interaction terms
Gestational age x vitamin D status** —-0-076 —0-199, 0-047 0-226 —-0-153 —0-325, 0-018 0-0801t
HOMA-IR
Gestational age 0-013 —0-006, 0-031 0-178 0-009 —0-004, 0-022 0-178
Vitamin D sufficiency status™* 0-269 —0-260, 0-797 0-319 0-499 —-0-181, 1178 0-150
Interaction terms
Gestational age x vitamin D status™* -0-014 —0-038, 0-011 0-270 —-0-030 —0-065, 0-005 0-0941t
Adiponectin (ug/ml)
Gestational age 0-291 0-145, 0-436 <0-001 0-270 0-148, 0-392 <0-001
Quadratic gestational age —-0-005 —0-008, —0-002 0-003 —0-005 —0-008, —0-002 0-001
Vitamin D sufficiency status** 0-847 —0-351, 2.045 0-166 0-186 —1.265, 1-637 0-801
Interaction terms
Gestational age x vitamin D status** —0-056 -0-116, 0-004 0-0661t 0-006 —0-068, 0-080 0-878
Leptin (ng/l)
Gestational age 14-590 8:290, 20-889 <0-001 13.794 8:143, 19-445 <0-001
Quadratic gestational age -0-312 —0-453, -0-171 <0-001 —-0-303 —0-440, —-0-167 <0-001
Vitamin D sufficiency status** 11-311 —41.138, 63-760 0-673 —40-453 -105-123, 24216 0-220
Interaction terms
Gestational age x vitamin D status** 0-461 —2.053, 2.975 0719 2:576 —0-888, 6-041 0-145

HOMA-IR, homoeostatic model assessment of insulin resistance; 25(OH)D, 25-hydroxyvitamin D.

* Sufficiency (reference category, 25(0OH)D >75 nmol/l)/insufficiency status (25(OH)D <75 nmol/l).

1 Sufficiency (reference category, 25(OH)D >50 nmol/l)/insufficiency status (25(OH)D <50 nmol/l).

1 The adiponectin, leptin and glycaemia models were adjusted for gestational age and quadratic gestational age in weeks and for women’s age, BMI and seasons (spring/summer/
autumn/winter); the insulin and HOMA-IR models were adjusted for gestational age in weeks and for women’s age, BMI and seasons (spring/summer/autumn/winter). Glycaemia
model: number of observations =503; number of groups =207; average of 2-4 observations per group. Insulin model: number of observations =509; number of groups =205;
average of 2-5 observations per group. HOMA-IR model: number of observations =498; number of groups =207; average of 2-4 observations per group. Adiponectin model:
number of observations =506; number of groups =207; average of 2-4 observations per group. Leptin model: number of observations =512; number of groups = 206; average of

2.5 observations per group.
§ B=longitudinal linear regression coefficient.
| To convert glucose in mg/dl to mmol/l, multiply by 0-0555.
Il P value refers to maximum likelihood estimator.
** The reference category was adequate status of 25(OH)D.
1t P values <0-1 were considered statistically significant.

increase in leptin levels during gestation compared to the suf-
ficient group according to the IOM classification. In addition,
women classified with vitamin D sufficiency, independent of
the cut-off criteria, had lower baseline glycaemia, although the
rate of change of this biomarker did not differ between the two
vitamin D status groups.

The definition of vitamin D sufficiency or insufficiency
remains controversial. Currently, there are no specific cut-points
for pregnant women, and the same cut-points are used for
adults. It is well-known that the thresholds for several bio-
markers are rarely available for this period of life, and the case
is not different for vitamin D. Thus, more research is needed to
establish the adequate cut-oft point for this unique period in
women'’s life. In the current study, we opted to use two different
thresholds presented by the two governing bodies of vitamin D
status: the ESPG and the IOM. This strategy allows compar-
ability with other studies in the literature and provides a broader
picture of the studied associations in place. Another aspect of

studies conducted during pregnancy that can be misleading is
related to the timing vitamin D was assessed during pregnancy.
The conclusions may vary if studies consider only baseline
vitamin D, for example, first trimester, what should be a
representation of how pre-conception period affects the para-
meters evaluated throughout pregnancy. On the other end, if
data are available for several time points, this can provide a
clearer picture of the trajectory and how this may influence a
specific outcome. In general, the directions of the rate of
change trajectories for the studied outcomes were similar,
regardless of the 25(OH)D threshold used. Adiponectin was the
exception. Pregnant women with sufficient vitamin D levels at
baseline showed significantly higher levels of adiponectin when
the ESPG criteria was used, while according to the IOM classi-
fication, they showed lower levels, but the results were not
significant. The results regarding the timing of vitamin D
assessment yield slight conflicting results for insulin, HOMA-IR
and leptin. Again, the direction of the associations remained the
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same, but the statistical significance of the interaction changed
depending on the timing and threshold used. An important
finding of this study is that differing conclusions can be made
depending on the vitamin D deficiency threshold used or the
timing when vitamin D status is evaluated. This is of particular
importance when considering the conflicting results in the sci-
entific literature.

The longitudinal data with three time points are an important
strength of this study. We did not identify other studies asses-
sing these associations with longitudinal data in the scientific
literature. Moreover, the robust statistical analysis of the present
study, taking into account the correlations between repeated
measures and considering all women had information on at
least two time points, is an additional strength. The method
used to measure plasma 25(OH)D concentrations was LC-MS/
MS, which is considered the ‘gold standard’ for this marker.
Furthermore, we also evaluated dietary vitamin D intake and
supplementation. However, limitations, such as losses to
follow-up and the absence of information about sun exposure
data, should be acknowledged. To assess whether the losses to
follow-up biased our results, we examined whether those
women who were lost to follow-up differed from those who
remained in the study. This analysis shows no significant dif-
ferences in those who were lost to follow-up, which suggests
that losses to follow-up occurred randomly in this study. We
also adjusted all models for the season of the year at the time of
blood collection, which was used as a proxy for sun exposure,
since these data were not available. In addition, we did not
measure the expression of enzymes that are involved in the
conversion of vitamin D and the vitamin D receptor in the
placenta to support extra-renal synthesis of 1,25-dihydroxy-
vitamin D5 (1,25(OH),D3) during pregnancy(%‘) . This could
influence the outcomes; however, the maternal kidneys are
likely to be the major source of increased maternal serum
1,25(0OH),D5 during pregnancy“®.

A high prevalence of vitamin D insufficiency according to the
ESPG was previously reported in this cohort™*”
to results found for pregnant women in other studies using this
threshold “®*?, Schneuer et al.“® observed that 80-4 % of 5109
pregnant women from Australia had vitamin D insufficiency in
the first trimester. Flood-Nichols et al.“*” found that 70 % of 235
American women had vitamin D insufficiency in early preg-
nancy, while 59-0% of 190 Brazilian pregnant women pre-
sented vitamin D insufficiency®”
vitamin D during pregnancy (3-4 pg/d) in the present study by
considering either the recommendation of the ESPG of 37-5-50
ug/d or the Brazilian recommendations (15 pg/d)°P. We also
observed that none of the women used vitamin D supplements,
since this is not part of public pre-natal care. In Brazil, only
supplementation with Fe (40 mg) and folic acid (400 mcg) are
mandatory for pregnant women®?. Despite low vitamin D
dietary intake, we have previously reported a longitudinal
increase in 25(OH)D levels throughout pregnancy in this cohort
of women™”. In addition, the level of increase in 25(OH)D
concentrations depended on seasonal variation. Pregnant
women who started their pregnancy during the winter, spring
or autumn seasons had a significant longitudinal increase in
25(OH)D concentrations, while women who began pregnancy

, which is similar

. We identified a low intake of

during the summer season showed no significant changes in
25(0OH)D concentrations throughout pregnancy”.

In the current cohort, pregnant women with vitamin D
insufficiency according to the ESPG had higher glycaemia in the
first trimester compared to women with vitamin D sufficiency.
This result corroborates with findings from an earlier cross-
sectional study with 155 Iranian pregnant women. That study
showed a significant inverse association between first-trimester
25(OH)D concentrations and fasting glucose (r 0-238;
P=0-003)°%. On another cross-sectional study, Casey et al. >
evaluated the association between vitamin D and glycaemia
markers at the third gestation trimester and found no significant
association with fasting glucose or HOMA-IR. These results are
in line with the present findings regarding the third trimester. It
seems that the relationship between vitamin D and glucose
concentrations may be mediated by the role of vitamin D on
insulin action.

Due to increased maternal adiposity and placental produc-
tion, increased insulin resistance is expected to occur during
pregnancy from the 18th gestational week until the third tri-
mester®. Peripheral insulin sensitivity decreases in the third
trimester, and the hepatic glucose production increases com-
pared to the beginning of pregnancy(%) . Vitamin D appears to
play a role in insulin sensitivity, stimulating the expression of
the insulin receptors and improving glycaemic metabo-
lism®”. Thus, glucose would be better absorbed by the cells,
and glycaemia would be at lower levels.

The longitudinal analyses from the present study show that
pregnant women with vitamin D sufficiency at baseline had
sharper increases in insulin concentration compared to those
with vitamin D insufficiency according to both thresholds used.
The greater increase in insulin in the group with vitamin D
adequacy was not followed by significant longitudinal increases
in glycaemia or HOMA-IR during pregnancy. The active meta-
bolite of vitamin D (1,25(OH),D3) has been shown to be
involved in insulin secretion by the pancreas and glucose
homoeostasis™*. In addition, pancreatic f-cells are known to
have vitamin D receptors and an insulin gene promoter that is
stimulated by 1,25(OH),Ds, thus indicating a direct association
between vitamin D and insulin®®”
explain the greater insulin increase among women with
vitamin D adequacy compared to those with vitamin D inade-
quacy in our sample. This result reinforces a small study
performed with adults that found that subjects with vitamin D
deficiency (<50 nmol/ml) secrete less insulin than subjects with
adequacy status©?.

A recent experimental study investigated the metabolic
effects of adiponectin on maternal glucose and lipid metabolism
by comparing pregnant rats with and without adiponectin
deficiency®>®®. The authors observed that adiponectin stimu-
lated the f-cell proliferation and impaired the islet mass without
differences in insulin sensitivity effects in comparison to the
deficient group(4’(’2’63) . This finding allows suggesting another
mechanism on insulin besides the well-established insulin-
sensitising property of this adipokine(&’(ﬁ). In humans, preg-
nant women present this phenomenon of f-cell proliferation
without increase in islet mass, but this particular study was
limited because it was conducted in women who died during

. This mechanism could
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pregnancy®”. However, it is possible that adiponectin also

exerts an effect on human cell proliferation(&). Vitamin D could
stimulate the adiponectin secretion, which in turn stimulates
p-cell proliferation, increasing insulin secretion. This explana-
tion would support our results of greater increases in adipo-
nectin and insulin in pregnant women with vitamin D adequacy
status during pregnancy.

We found an association between vitamin D status and the
rate of change in adiponectin during pregnancy. In the present
study, pregnant women with adequate levels of 25(OH)D in the
first trimester showed a sharper increase in adiponectin con-
centration throughout pregnancy when compared to women
with inadequate levels of vitamin D. In addition, 1,25(OH),D is
known to regulate the RAAS in a negative feedback loop by
binding with a transcription factor necessary for the expression
of renin®. Inhibition of RAAS results in increased levels of
adiponectin and improved insulin sensitivity, which exerts
influence on glycaemia(ZO).
explain our result of higher increase in adiponectin among
pregnant women with adequate 25(OH)D levels compared to
those with inadequate levels.

Previous studies found direct associations between vitamin D
and adiponectin independent of BMI in both young and adult
populations®®*® but no studies were found with pregnant
women.

No differences were observed in mean adiponectin and
leptin concentrations between pregnant women with vitamin D
adequacy and inadequacy at each gestational trimester, that is,
cross-sectional analysis. Similarly, a case—control study con-
ducted by McManus et al.®”
25(OH)D and adipokine concentrations during the third tri-
mester in both healthy pregnant women and pregnant women
with GDM.

A meta-analysis conducted in 2016 showed that vitamin D
supplementation increased the serum leptin concentrations,
although a meta-analysis using cross-sectional studies with non-
pregnant subjects found inverse associations between 25(OH)D
and leptin levels (Fisher's Z=-0-93; 95% CI —0-95, —09D%Y. In
the present cohort, it was observed that pregnant women with
vitamin D sufficiency showed a less pronounced increase in
leptin until the second trimester and a higher decrease until the
end of gestation, although this did not reach significance. Simi-
larly, Walsh et al.”7® evaluated the correlation between 25(OH)D
and leptin levels at early pregnancy and 28 weeks of gestation
and found a negative association that was not significant.

This mechanism of action can

also found no correlation between

Conclusion

Pregnant Brazilian women with vitamin D adequacy (25(OH)D
>75nmol/D) at the first trimester had a higher rate of increase in
adiponectin and insulin concentrations throughout pregnancy
compared to women with vitamin D inadequacy (25(OH)D
<75nmol/D). These results indicate that vitamin D status at the
beginning of gestation may influence the changes in adiponectin
and insulin during pregnancy. Although these women had higher
values of insulin, there were no higher glycaemia values, showing
that there was an adequate metabolic response. This result rein-
forces the importance of monitoring the vitamin D status of

pregnant women in the first trimester of pregnancy to achieve a
favourable metabolic profile for reducing the risk of undesired
pregnancy outcomes. Given the scarcity of studies, there is a need
for research involving pregnant women to evaluate this relation-
ship and to provide further evidence on this topic.
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