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APRESENTACAO

Essa dissertacdo faz parte de um estudo maior intitulado ‘Saude mental e estado
nutricional na gestacdo e no pds-parto: estudo prospectivo com ensaio clinico randomizado
aninhado’, realizado no Centro Municipal de Saude Heitor Beltrdo. Este estudo foi financiado
pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro pelos seguintes editais:
Programa Jovem Cientista do Nosso Estado (2008), Programa de Apoio a Grupos de Pesquisa
Emergentes (2008), Programa de Auxilio a Pesquisa (2009) e Apoio as Institui¢bes de Ensino
e Pesquisa Sediadas no Estado do Rio de Janeiro (2010).

O estudo foi desenvolvido pelos pesquisadores do Observatorio de Epidemiologia
Nutricional do Instituto de Nutricdo Josué de Castro em parceria com o Instituto de
Psiquiatria da Universidade Federal do Rio de Janeiro e o Instituto de Nutricdo da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro. O recrutamento das mulheres ocorreu entre
novembro de 2009 a outubro de 2011, e a coleta de dados terminou em junho de 2012.

O presente documento estd estruturado nas seguintes secdes: Resumo, Abstract
Introducdo, Justificativa, Hipoteses, Objetivos, Métodos, Resultados, ConsideracGes finais,
Referéncias e Anexos. A secdo de Resultados esta apresentada no formato de dois artigos
cientificos.

O primeiro artigo foi publicado pela revista European Journal of Nutrition em marco
de 2017 e intitula-se "Changes in plasma concentrations of 25-hydroxyvitamin D and 1,25-
dihydroxyvitamin D during pregnancy: A Brazilian cohort/Alteragdes das concentragdes
plasmaticas de 25-hidroxivitamina D e 1,25-dihidroxivitamina D durante a gestacdo: Uma
coorte brasileira. O segundo artigo intitula-se " Association between plasma concentrations of
vitamin D metabolites and depressive symptoms throughout pregnancy in a prospective
cohort of Brazilian women"/Associacdo entre as concentragdes de metabolitos de vitamina D
e sintomas depressivos durante a gestacdo: Uma coorte brasileira” e foi publicado pela revista
Journal of Psychiatric Research em julho de 2017.

A formatacdo da dissertacdo segue as referéncias da Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT). As referéncias do primeiro e segundo artigo obedecem ao formato exigido
pela revista European Journal of Nutrition e Journal of Psychiatric Research,

respectivamente.
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RESUMO

FIGUEIREDO, Amanda Caroline Cunha. Trajetéria das concentracbes plasmaticas da
vitamina D ao longo da gestacdo e sua associacdo com sintomas depressivos. Dissertacdo
(Mestrado em Nutrigdo Humana) — Instituto de Nutricdo Josué de Castro, Programa de Pos-
Graduacdo em Nutricdo, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2017.

A gestacdo é caracterizada por alteracdes biologicas, fisicas e sociais. Durante esse
periodo ocorrem adaptacdes fisiolégicas no metabolismo da vitamina D e pode ser um
momento suscetivel para o aumento de sintomas depressivos. Os objetivos desse estudo
foram: 1. Investigar se a adequacdo de vitamina D no inicio da gestacdo influencia no
comportamento longitudinal de concentracGes plasmaticas de 1,25 dihidrovitamina D
[1,25(0H),D]. 2. Estimar a associacao entre concentra¢fes plasmaticas de 25 hidrovitamina D
[250H)D] e 1,25(0H),D e a ocorréncia de sintomas depressivos ao longo desse periodo. O
presente estudo trata-se de uma coorte prospectiva realizada em um centro municipal de satde
no Rio de Janeiro, Brasil. A amostra foi composta por mulheres com baixo risco gestacional,
idade entre 20 e 40 anos e acompanhadas durante 53-13?% 202-26% e 30%-36% semanas
gestacionais. As concentracBes plasmaticas de 25(0OH)D e 1,25(0OH),D foram medidas nos
trés trimestres de gestacdo e analisadas pelo método de cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massa. A adequacdo da vitamina D foi avaliada por
meio das concentracdes de 25(OH)D nmol/L utilizando os pontos de corte propostos pelo
Instituto de Medicina Americano e pela Sociedade Americana de Endocrinologia. Os
sintomas depressivos foram avaliados nos trés trimestres de gestacdo pela Escala de
Depressdo Pos-Parto de Edimburgo (ponto de corte >13). A analise estatistica incluiu o
emprego de medidas de dispersdo amostral e analise longitudinal [modelos de regressao linear
com efeitos mistos (objetivo 1) e regressao logistica com intercepto randomizados (objetivo
2)]. A selegdo das variaveis de ajuste foi realizada de acordo com a plausibilidade bioldgica e
analise bivariada significativa com o desfecho (P<0,2) (objetivo 1) e por meio do Grafico
Aciclico Direcionado (DAG) (objetivo 2). A prevaléncia de 25(0OH)D <75, <50 e <30 nmol/L
no primeiro trimestre foi 70,4%, 16,1% e 2,0%, respectivamente. As mulheres que
comecaram o estudo no inverno (p-valor<0,001), primavera (p-valor<0,001) ou outono (p-

valor=0,028) apresentaram um aumento das concentra¢des de 25(0OH)D ao longo da gestagéo,
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enquanto ndo houve alteragdo entre as mulheres que iniciaram no verdo. As concentragOes de
1,25(0OH),D aumentaram ao longo da gestacdo. Mulheres que comegaram o estudo com
concentragdes insuficientes (50-75 nmol/L) apresentaram um maior aumento do que as com
suficiéncia de vitamina D (=75 nmol/L) (p-valor=0.006). A prevaléncia de sintomas
depressivos durante a gestacdo foi de 20,1%, 14,7% e 7,8% no primeiro, segundo e terceiro
trimestre, respectivamente e a probabilidade de ter sintomas depressivos diminuiu ao longo da
gestacdo (p-valor=0.005). As concentraces plasmaticas de vitamina D no inicio do estudo
foram inversamente associadas a ocorréncia de sintomas depressivos ao longo da gestacédo
(OR=0,98; 1C95%: 0,96-0,99, p-valor=0,047). Conclui-se que ocorre uma variacdo sazonal
nas concentracbes de 25(OH)D ao longo da gestacdo. As concentracfes de 1,25(0OH),D
aumentaram ao longo desse periodo principalmente entre as mulheres que apresentavam
concentragdes insuficientes no inicio do estudo. Alta prevaléncia de gestantes com sintomas
depressivos foram observadas durante a gestacdo, principalmente no primeiro trimestre e a
probabilidade de sintomas depressivos diminuiu ao longo da gestacdo. As concentracfes
plasmaticas de 25(OH)D no inicio da gestacdo foram inversamente associadas com a chance

de ter sintomas depressivos ao longo desse periodo em mulheres aparentemente saudaveis.

Palavras-chave: Vitamina D; depresséo; pais tropical, coorte, gestacéo.



20

ABSTRACT

FIGUEIREDO, Amanda Caroline Cunha. Changes in plasma concentrations of vitamin D
throughout pregnancy and it association with depressive symptoms. Dissertation (Master's
Degree in Human Nutrition) — Josué de Castro Institute of Nutrition, Postgraduate Nutrition

Program, Rio de Janeiro Federal University, 2017.

Pregnancy is characterized by biological, physical and social changes. During this
period occurs physiological adaptations in the vitamin D metabolism and can also be a
vulnerable period for the increase of depressive symptoms. The objectives of this study were:
1. To investigate if vitamin D status in early pregnancy influences the longitudinal changes of
plasma concentrations of 1,25 dihydrovitamin D [1,25(0OH),D] during pregnancy. 2. To
investigate the association between plasma concentrations of 25-hydroxyvitamin D
[25(OH)D) and 1,25(0OH),D with the occurrence of depressive symptoms during pregnancy.
This study consists of a prospective cohort conducted at a public health care center in Rio de
Janeiro, Brazil. The sample consisted of women with low pregnancy risk, age between 20 and
40 years, followed at 5M-13" 20M-26™, 30™-36™ gestational weeks. Plasma concentrations of
25(0OH)D and 1,25(0OH),D were collected during first, second and third trimester of
pregnancy and analyzed by liquid chromatography tandem mass spectroscopy. The vitamin D
status was categorized according to concentrations of 25(OH)D nmol/L by the Institute of
Medicine and the Endocrine Society Practice Guidelines. Depressive symptoms were
measured at each pregnancy trimester by Edinburg Postnatal Depressive Scale (cutoff >13).
Statistical analyses included dispersion measures of sample and longitudinal analysis
[longitudinal linear mixed-effects models (objective 1) and random intercept logistic
regression model (objective 2)]. Covariates were selected as potential confounders based on
biological plausibility and bivariate analysis with the outcome (objective 1) and directed
acyclic graph (DAG) (objective 2). The prevalence of 25(0OH)D <75, <50 and <30 nmol/L in
the first trimester was 70.4%, 16.1% and 2.0%, respectively. Multiple adjusted analysis
showed that women who started the study in winter (p-value<0.001), spring (p-value<0.001)
or autumn (p-value=0.028) presented a longitudinal increase in 25(OH)D concentrations,
while women that started during summer did not. Increase of 1,25(OH),D concentrations over
time in women with insufficient vitamin D (50-75 nmol/L) at baseline was higher compared
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to women with sufficient vitamin D (>75 nmol/L) (p-value=0.006). The prevalence of
depressive symptoms during pregnancy was 20.1%, 14.7% and 7.8% during first, second and
third trimester, respectively and the probability of depressive symptoms decreased throughout
pregnancy (p-value=0.005). Women with higher concentrations of 25(OH)D in the first
trimester had a lower odds ratio of depressive symptoms during pregnancy (OR=0.98;
95%CI: 0.96-0.99, p-value=0.047). In conclusion, there was a seasonal variation of 25(OH)D
during pregnancy. Women with insufficient vitamin D status presented greater longitudinal
increases in the concentrations of 1,25(OH),D in comparison to women with sufficiency.
Women presented high prevalence of depressive symptoms during pregnancy, especially in
the first trimester and the probability of depressive symptoms decreased throughout
pregnancy. Plasma concentrations of 25(OH)D in early pregnancy were inversely associated

with occurrence of depressive symptoms during pregnancy.

Keywords: Vitamin D; depression; tropical country; cohort; pregnancy.
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1. INTRODUCAO

A gestacdo € um periodo com intensas modificacGes bioldgicas, fisicas e sociais
(CAMACHO et al., 2006; MARCUS, 2009). Dessa forma, pode ser um momento suscetivel
para 0 aumento de sintomas depressivos que podem estar associados a desfechos negativos
para a salde materna e do recém-nascido (SOARES; ZITEK, 2008). Assim, é importante
identificar os possiveis determinantes da depressdo na gravidez e contribuir para o adequado
acompanhamento pré-natal (GROTE et al., 2010). Determinantes socio demograficos, de
estilo de vida e obstétricos pregressos, bem como nutricionais como a deficiéncia de vitamina
D podem ser fatores de risco para a depressdo durante a gestagdo (LANCASTER et al., 2010;
THIENGO et al., 2012; VILELA et al., 2014; HUANG et al., 2014).

A vitamina D estd sendo investigada na fisiopatologia da depressdo por ser
considerada necessaria para o adequado funcionamento do encéfalo (MCCANN et al., 2008;
FERNANDES DE ABREU et al., 2009). A vitamina D também exerce importantes fungdes
relacionadas a saude 6ssea, bem como regulacdo do crescimento e proliferacdo celular e
modulacdo imunoldgica (HOLICK et al., 2003; HOLICK 2007; IOM, 2011). Durante a
gestacdo ha alteracGes fisioldgicas nas concentracdes de vitamina D no organismo a fim de
suprir as necessidades de célcio e a mineralizacdo Ossea fetal (HOLICK et al., 2011;
BRANNON; PICCIANO, 2011). Destaca-se, que as gestantes podem ser consideradas um
grupo de risco para deficiéncia ou insuficiéncia de vitamina D (HOLICK et al., 2011;
BRANDENBARG et al., 2012; ZHU et al., 2014; MAEDA et al., 2014). Dessa forma, pode
ser importante avaliar o comportamento longitudinal da vitamina D durante a gestacédo
(HOLICK et al., 2011; MAEDA et al., 2014).

Em estudos epidemiolégicos foram observadas associagbes entre baixas
concentracdes de vitamina D e ocorréncia de sintomas depressivos durante a gestacdo. Porém,
os resultados permanecem controversos, justificando mais investigacdes dessa natureza
(CASSIDY-BUSHROW et al., 2012; BRANDENBARG et al., 2012; HUANG et al., 2014).
A baixa concentragdo de vitamina D no organismo € um fator que pode ser modificavel de
acordo com orientagOes nutricionais e gerais, como consumo e suplementacao de vitamina D,
além da exposicéo solar adequada (HOLICK et al., 2011; ACCORTT et al., 2016). Assim, as

concentragOes adequadas de vitamina D podem ser uma estratégia para prevenir ou auxiliar no
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tratamento de sintomas depressivos durante a gestacdo (HOLICK et al.,, 2011;
BRANDENBARG et al., 2012; ACCORTT et al., 2016).

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Depressao

A depressdo é o transtorno mental mais comum na populacdo e é considerada um
relevante problema de sadde publica (WHO, 2012). Segundo a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), cerca de 350 milhdes de pessoas apresentam esse transtorno em todo o mundo,
com maior prevaléncia entre as mulheres (WHO, 2012). No Brasil, de acordo com uma
revisao sistematica 14% e 7% da populacdo adulta de ambos 0s sexos apresenta sintomas
depressivos e diagnostico de depressdo, respectivamente (SILVA et al., 2014).

A depressdo é caracterizada por sintomas como humor deprimido, perda de prazer nas
atividades que eram de interesse, mudancas de apetite, distirbios de sono, perda de energia,
agitacdo ou retardo psicomotor, sentimentos de inutilidade e menor capacidade de
concentracdo por um periodo de no minimo duas semanas (DIAGNOSTIC AND
STATISTICAL MANUAL OF DISORDERS, 1994).

De acordo com a classificacdo estatistica internacional de doencgas e problemas
relacionados a salde, os episodios depressivos podem ser classificados como leves,
moderados ou graves. No primeiro, pode haver dois ou trés sintomas caracteristicos da
depressdo, mas o individuo provavelmente sera capaz de desempenhar a maioria das
atividades diarias. O episodio depressivo moderado é definido pela presenca de quatro ou
mais sintomas depressivos que dificultam as atividades de rotina. O episodio depressivo grave
pode ser divido em sem e com sintomas psicéticos (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

No episddio depressivo grave sem sintomas psicoticos, o individuo apresenta varios
sintomas marcantes e angustiantes, como perda da autoestima e sentimento de culpa, e
pensamentos e atos suicidas. O episddio com sintomas psicéticos sdo acompanhados por esses
sintomas e também de alucinacdes, ideias delirantes e lentiddo psicomotora. Neste Gltimo,
além de existir o risco de suicidio, as atividades sociais normais se tornam impraticaveis
(MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Transtornos mentais como a depressdo resultam em gastos consideraveis em todo
mundo, principalmente em paises de baixa renda. Estima-se que em 2010 esses gastos foram

de aproximadamente 2,5 a 8,5 trilhGes de dolares e poderdo dobrar em 2030 (BLOOM et al.,
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2011). A maior parte desses gastos sdo custos indiretos como os associados a invalidez e
suicidio (BLOOM et al., 2011; MARQUEZ et al., 2016; CHISHOLM et al., 2016).

2.1.1 Depressédo durante a gestacio

A gestacdo € um momento de transicao, e assim, pode ser vulneravel para o aumento
de sintomas depressivos (SOARES; ZITEK, 2008; MARTINI et al., 2015). Contudo, o
diagndstico desse transtorno pode ser negligenciado durante a gravidez, pois ha dificuldade de
distincdo entre os sintomas depressivos e 0s caracteristicos da gestacdo, como fadiga,
distarbios do sono e dificuldade de concentracdo (MARCUS, 2009; CHAUDRON et al.,
2013).

Alguns fatores podem desencadear a depressdo em gestantes. Entre estes destacam-se
a histéria prévia de depressdo, ansiedade materna, estresse, falta de apoio social, baixa
escolaridade, gravidez ndo planejada ou indesejada, violéncia doméstica, baixa renda,
tabagismo, estado marital solteiro e conflitos matrimoniais (LANCASTER et al., 2010;
THIENGO et al., 2012). Pardmetros bioquimicos, como baixas concentra¢fes sanguineas de
vitamina D, também estdo sendo investigados em relagdo ao aumento de sintomas depressivos
(MCCANN et al., 2008; MAEDA et al., 2014).

A prevaléncia de depressdo durante a gestacdo varia de acordo com o local de estudo,
bem como o método de avaliagdo utilizado (THIENGO et al., 2011). Em um estudo de
revisdo sistematica foram observadas prevaléncias de depressdo gestacional de 20% em
gestantes residentes de paises em desenvolvimento e de 10% a 15% nas gestantes de paises
desenvolvidos (PEREIRA et al., 2011). Em relacdo aos métodos, estudos que utilizaram
instrumentos como entrevistas diagndsticas padronizadas, seguindo critérios mais rigidos
apresentam menores prevaléncias de depressdo em comparagdo com 0S que empregaram
inventarios ou escalas de rastreamento de sintomas (THIENGO et al., 2011).

Estudos transversais realizados no Brasil com gestantes atendidas em unidades basicas
de salde observaram altas prevaléncias de sintomas depressivos e de diagndstico de
depressdo. Almeida et al. (2012) observaram que 21,6% de 712 mulheres avaliadas
apresentaram sintomas de depressédo entre 13 e 36 semanas de gestacdo em Porto Alegre, Rio
Grande do Sul, por meio do instrumento Primary Care Evaluation of Mental Disorders
(PRIME-MD). Em Ribeiréo Preto, S&o Paulo, Fonseca-Machado et al. (2015) encontraram
28% de prevaléncia desses sintomas no terceiro trimestre em 358 gestantes, identificados pela
Edinburgh Postnatal Depression Scale (EPDS). No estudo de Pereira et al. (2009), no
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municipio do Rio de Janeiro, a prevaléncia de diagndéstico de depressao foi de 14,2% em 331
mulheres no terceiro trimestre de gravidez, utilizando a Composite International Diagnostic
Interview (CIDI).

Altas prevaléncias de depressao e sintomas depressivos também foram encontrados em
outros paises em desenvolvimento (FISCHER et al., 2012). Matos et al. (2009) observaram
40% de sintomas depressivos em 222 gestantes com média de 28,3 (DP=9,4) semanas
gestacionais avaliadas pela EPDS em um estudo realizado no Peru. Lara et al. (2015), em um
estudo realizado no México verificaram que entre 280 mulheres com mais de 26 semanas de
gestacdo 9% apresentaram diagnéstico de depressdo e 16,6% de sintomas depressivos, pela
Structured Clinical Interview (SCID-1) e Patient Health Questionnaire (PHQ-9),
respectivamente.

Estudos prospectivos na gestacdo permitem a avaliacdo longitudinal do
comportamento da depressdo. Em um artigo realizado com 248 mulheres brasileiras, Vilela et
al. (2014) verificaram que o escore de sintomas de depressdo diminuiu progressivamente ao
longo da gestacdo (9, 7,2 e 7) durante o primeiro, segundo e terceiro trimestre gestacional,
respectivamente. Figueiredo e Conde (2011) verificaram prevaléncias similares de sintomas
depressivos de 20%, 19,6% e 17,4%, em 260 gestantes em Portugal durante o primeiro,
segundo e terceiro trimestre gestacional, respectivamente. Ambos os estudos utilizaram a
EPDS para avaliar os sintomas depressivos.

Dessa forma, esses estudos prospectivos estimam uma tendéncia de reducdo de
sintomas depressivos ao longo da gestacdo. Contudo, estudo realizado em Taiwan avaliou 174
mulheres por meio da Escala de Depressdo do Centro de Estudos Epidemioldgicos (CED-D)
entre 25-29, 30-34 e >34 semanas gestacionais, e as prevaléncias de sintomas depressivos
foram de 25,9%, 25,5%, 24,2%, respectivamente, porém ndo houve diferenca significativa
entre a prevaléncia desses sintomas (LIOU et al., 2013).

A depressdo pode resultar em desfechos negativos para a saide materna e do recém-
nascido, como a prematuridade, baixo peso ao nascer, menor desenvolvimento cognitivo e
neuroldgico infantil, bem como maior ocorréncia de depressdo pos-parto (DEAVE et al.,
2008; GROTE et al., 2010; SILVA et al., 2012; GLOVER et al., 2014). Adicionalmente, o
uso de medicamento antidepressivo para o tratamento da depressdo durante a gestacdo
aumenta o risco de aborto, cardiopatia congénita, prematuridade, hipertensdo pulmonar
persistente do recém-nascido e atraso no desenvolvimento motor infantil (PEARLSTEIN et

al., 2015). Dessa forma, intervencdes nutricionais e de estilo de vida s&o de grande interesse


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0266613813003410

26

para a salde publica para o tratamento e/ou prevencdo da depressdo (WHO, 2012; ACCORTT
etal., 2016; MARQUEZ et al., 2016; CHISHOLM et al., 2016).

2.2 Vitamina D

A vitamina D € considerada um pro-horménio lipossolivel por ser sintetizada
endogenamente por meio da exposicao solar, e assim, ndo ser essencial ao organismo, como
as outras vitaminas obtidas apenas pela dieta (HOLICK, 2007; 10M, 2011). As principais
formas de vitamina D s&o o ergocalciferol, vitamina D, e o colecalciferol, vitamina Ds;
(HOLICK, 2007; ZHANG; NAUGHTON, 2010; IOM, 2011).

O ergocalciferol, de origem vegetal, é produzido por irradiacdo ultravioleta de ergosterol
presente em leveduras, sendo encontrado naturalmente em fungos comestiveis. Enquanto o
colecalciferol é sintetizado na pele por meio da exposicdo solar e também pode ser obtido por
fontes alimentares de origem animal como 6leo de figado de bacalhau, salméo, atum, cavala e
gema de ovo. Alguns alimentos podem ser fortificados com a vitamina D, e D3, como o leite e
a margarina, e a vitamina D também pode ser obtida por meio de suplementos (HOLICK,
2007; ZHANG; NAUGHTON, 2010). Os alimentos fontes de vitamina D s&o escassos e nao
existe programa obrigatorio de fortificacdo alimentos no Brasil, e 0 uso de suplementos néo é
comum na populacdo de baixa renda (MAEDA, 2014).

Em relacdo a producgdo enddgena, a sintese cutanea de vitamina D ocorre ap6s a exposicao
solar, por meio da absorcdo de radiacdo ultravioleta (UVB), com comprimento de onda de
290-320 nm. Estes raios convertem o precursor de vitamina D3 presente na epiderme, 7-
dehidrocolesterol, em pré-vitamina D;. Em seguida, ocorre uma reacdo de isomerizacgdo,
dependente de temperatura, que produz a vitamina D3 (HOLICK, 2007; ZHANG,;
NAUGHTON, 2010; IOM, 2011). A vitamina D3 é transportada pela proteina ligadora de
vitamina D (DBP) para o figado, local que ocorre a conversdo para 25-hidroxivitamina D
[25(OH)D]. Depois, segue para o rim, principal 6érgdo em que é convertida pela enzima la-
hidroxilase a 1,25 dihidroxivitamina D [1,25(0OH).D], que é a forma ativa da vitamina D
(HOLICK, 2007; ZHANG; NAUGHTON, 2010) (Figura 1). A vitamina D, e Ds obtidas
pela dieta e suplementacdo, apds serem absorvidas no intestino delgado e incorporadas aos
guilomicrons, sdo transportadas até o figado pela DBP. A partir dessa etapa, ocorre 0 mesmo
processo da vitamina D3 sintetizada pela pele, como observado na Figura 1 (ZHANG,;
NAUGHTON, 2010; IOM, 2011; HOLICK et al., 2011).
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Figura 1. Sintese, ingestdo e ativacdo de vitamina D (Adaptado de ZHANG; NAUGHTON,
2010; I0OM, 2011).

A producdo renal de 1,25(0OH),D ¢é regulada principalmente pelas concentracfes de
paratormdnio, fator de crescimento fibroblastico, calcio e fosfato (HOLICK et al., 2007;
HOLICK et al., 2011; IOM, 2011). A enzima la-hidroxilase também foi identificada em
outros tecidos e 6rgdos como no cérebro, placenta, mama, intestino e células imunoldgicas
(HOLICK, 2007; BRANNON; PICCIANO, 2011; EYLES et al.,, 2013). A sintese de
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1,25(0OH),D nos tecidos extra renais ainda ndo é totalmente esclarecida mas evidéncias
sugerem que pode depender principalmente do substrato, 25(OH)D, de acordo com as
necessidades locais, via mecanismos de regulacdo paracrina ou autécrina (HOLICK et al.,
2011; ADAMS; HEWISON, 2012; HOBAUS et al., 2013; MAEDA et al., 2014; SCHLOGL;
HOLICK, 2014).

A principal funcdo da vitamina D é a regulagdo da homeostase de célcio e
metabolismo dsseo. O paratorménio estimula a producdo de 1,25(0OH),D quando as
concentracdes de célcio estdo baixas, o que resulta em maior absorcédo intestinal de célcio. A
vitamina D também estimula a retencdo de célcio e aumenta a reabsorcdo 6ssea (HOLICK,
2007; HOLICK et al., 2011; IOM 2011). Além disso, a vitamina D pode regular o
crescimento e proliferacdo celular e atuar na modulacdo imunolégica (HOLICK et al., 2003;
HOLICK 2007; IOM, 2011).

Vaérios fatores podem determinar baixas concentragdes sanguineas de vitamina D,
como a idade avancgada, cor da pele negra, uso de protetor solar, estilo de roupa mais fechada
como uso de calcas e/ou blusas de manga comprida, obesidade, tabagismo, consumo de
bebida alcodlica, poluicdo atmosférica e estacdo do ano, como o inverno (THUESEN et al.,
2012; SHIRAZI et al., 2013; KELISHADI et al., 2013; LIPS et al., 2014).

Entre esses fatores, a estacdo do ano apresenta grande influéncia na adequacéo de
vitamina D no organismo, considerando que esta diretamente relacionada com a exposicao
solar, que por sua vez é a principal fonte deste pr6-horménio (IOM, 2011; WACKER;
HOLICK, 2013). Vale destacar, que esta variacdo sazonal pode ocorrer inclusive em paises
tropicais, como o Brasil, com menores concentragdes de vitamina D durante o inverno e
primavera (MAEDA et al., 2013; GILL et al., 2014; LOPES et al., 2014). Durante o verdo a
populacdo se expde mais ao sol e pratica mais atividades de lazer ao ar livre, como ir a praia
(MAEDA et al., 2013; LOPES et al., 2014).

2.2.1 Recomendacdes de vitamina D

A concentracdo sanguinea de 25(OH)D é considerada o melhor indicador do estado de
vitamina D no organismo, por apresentar maior meia vida que a forma ativa, bem como
refletir a sintese enddgena e ingestdo dessa vitamina por alimentos ou suplementos (HOLICK,
2007; HOLICK et al., 2011; MAEDA et al., 2014). Porém alguns autores relatam que sdo

escassos estudos que avaliaram as concentragdes de 1,25(0OH),D e que pode ser importante
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avalia-la de forma complementar a 25(OH)D, por ser 0 horménio ativo que exerce as funcbes
bioldgicas da vitamina D (OUDE VOSHAAR et al., 2014; BEA, et al., 2015).

O ponto de corte de adequacédo de vitamina D ainda é discutivel para a populacédo em
geral, apesar de existirem dois critérios mundialmente aceitos como os do Instituto de
Medicina Americano (IOM) e da Sociedade Americana de Endocrinologia (IOM, 2011;
HOLICK et al., 2011) de acordo com as concentragbes de 25(OH)D (Quadro 1). As
recomendacdes do IOM foram baseadas na funcdo da vitamina D na saude 0ssea, e nédo
consideram outros desfechos clinicos, pois ressalta que as fungdes extra esqueléticas da
vitamina D ainda sdo controversas (IOM, 2011). Contudo, a recomendacdo da Sociedade
Americana de Endocrinologia (HOLICK et al., 2011) além de ser voltada para o publico que
tem maior risco de deficiéncia de vitamina D, também considera as fungdes extra esqueléticas

dessa vitamina.

Quadro 1. Recomendacdes de concentracdes séricas de 25 hidroxivitamina D.

Classificagdo do Instituto de Medicina Sociedade Americana
Estado de vitamina D Americano de Endrocrinologia
(nmol/L) (ng/mL) (nmol/L) (ng/mL)
Deficiéncia <30 <12 <50 <21
Insuficiéncia 30-<50 12-20 50-<75 21-<30
Suficiéncia >50 >20 >75 >30

Fonte: IOM, 2011; HOLICK et al., 2011.

A mensuracdo da vitamina D é indicada apenas para individuos que apresentam risco
de deficiéncia e ndo para a populacdo em geral. No Brasil, a Sociedade Brasileira de
Endocrinologia e Metabologia considera que a gestacdo pode ser um periodo de risco para a
deficiéncia de vitamina D (MAEDA et al., 2014). Porém, os pontes de corte utilizados para

gestantes sdo 0s mesmos de adultos, como demonstrado no Quadro 1.

2.2.2 Vitamina D durante a gestacéo

A gestacdo ¢ um momento com adaptacGes fisioldgicas no metabolismo de vitamina
D. Ha maior demanda desse pré-horménio devido as necessidades fetais de célcio e

mineralizacdo O0ssea. As concentracdes sanguineas de 1,25(0OH),D aumentam ao longo da
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gestacdo, com valores duas vezes mais elevados do que em mulheres ndo gravidas (CROSS et
al., 1995; PAPAPETROU, 2010; HOLICK et al., 2011).

Durante a gestacdo ocorre elevacdo da DBP e maior atividade da enzima lo-
hidroxilase pelo rim materno, placenta e decidua (NOVAKOVIC et al., 2009; BARRETT et
al., 2010; BRANNON; PICCIANO, 2011). Além disso, ha maior expressao do receptor de
vitamina D (VDR) na placenta, ovério e decidua (SHAHBAZI et al., 2011). Apesar dessas
alteracbes proporcionarem o aumento da forma ativa da vitamina D, ainda ndo ha um
consenso sobre o comportamento de 25(OH)D durante a gestacdo (BARRETT et al., 2010;
BRANNON; PICCIANO, 2011; HOLICK et al., 2011).

Em uma revisdo sistematica com meta-anélise foi observado que as concentragGes
séricas médias de 25(OH)D em 20 estudos com gestantes [48,2 (EP= 5,6) nmol/L] ndo foram
diferentes dos valores apresentados pelos nove estudos com mulheres ndo gestantes (grupo
controle) [51,8 (EP= 6,1), p-valor=0,71]. Entretanto, as concentracdes de 1,25(0OH),D séricas
foram mais elevadas entre as gestantes quando comparadas com o grupo controle [186,7
(EP=13,5) vs. 91,4 (EP=4,2) pmol/L, p-valor<0,001]. Adicionalmente, a relacdo entre a
1,25(0H),D/25(0OH)D foi significativamente mais elevada em gestantes [4,9 (EP= 0,64) vs.
1.96 (EP= 0,23), p-valor=0,006]. Entretanto, esse resultado considerou apenas estudos
transversais (PAPAPETROU, 2010) (Figura 2).
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Figura 2. Comparagdo entre as concentracfes séricas médias de 25(OH)D (nmol/L),
1,25(0H),D (pmol/L) e razdo 1,25(OH),D/25(0OH)D em gestantes e ndo gestantes
(PAPAPETROU, 2010).

Nota: N = tamanho amostral; NS= ndo significativo; N gestantes=20 estudos e N ndo gestantes=9 estudos.
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A prevaléncia de insuficiéncia de vitamina D é alta em todo o mundo, inclusive em
gestantes residentes em paises tropicais (MITHAL et al.,, 2009; ZHU et al., 2014,
PRATUMVINIT et al., 2015). No Brasil, at¢é 0 momento, s6 foi conduzido um estudo com
gestantes adolescentes; um ensaio clinico randomizado com suplementacdo de célcio e
vitamina D a partir do 2° trimestre gestacional até o parto, com o objetivo de investigar o
efeito dessa suplementacdo sobre a biometria fetal e massa 6ssea infantil. As concentraces
séricas médias de 25(OH)D no inicio do estudo foram de 57,9 (DP=20,7) nmol/L em 26
gestantes do grupo placebo e de 59,5 (DP= 20,6) nmol/L em 30 mulheres do grupo
suplementado (DIOGENES et al., 2015).

Na Austrélia, 341 mulheres com 18 semanas gestacionais, apresentaram concentragées
médias de vitamina D de 57,2 (DP=19,2) nmol/L. Dessas, 38,7% foram classificadas como
deficientes em vitamina D, ou seja, com concentracfes séricas de 25(OH)D <50 nmol/L
(ZHU et al., 2014). Pratumvinit et al. (2015) detectaram que a prevaléncia de 25(OH)D <75
nmol/L foi de 75,5% em 147 gestantes tailandesas, com concentra¢cbes médias de vitamina D
de 61,6 (DP=19,3) nmol/L. As gestantes que iniciaram 0 estudo durante o inverno
apresentaram maior insuficiéncia de vitamina D.

Estudos longitudinais também avaliaram o comportamento de 25(OH)D ao longo da
gestacdo. Zhao et al. (2014) em estudo com 50 gestantes chinesas observaram a prevaléncia
de 25(0OH)D <50 nmol/L de 96%, 78% e 76% durante o primeiro, segundo e terceiro trimestre
de gestacdo, respectivamente. Em um estudo na Tailandia com 120 mulheres, os autores
encontraram que a prevaléncia de 25(OH)D <75 nmol/L diminuiu ao longo da gestacdo, com
valores de 83,3%, 30,9% e 27,4% no primeiro, segundo e terceiro trimestre de gestacéo,
respectivamente (CHARATCHAROENWITTHAYA et al., 2013).

Fernandez-Alonso et al. (2012) observaram diminuicdo significativa de 25(OH)D de
69,0 (DP=24,47) nmol/L no primeiro para 45,5 (DP=22) nmol/L no terceiro trimestre de
gestacdo em 148 mulheres na Espanha considerando o efeito da estacdo do ano de inicio do
estudo. Zhang et al. (2014) em um estudo realizado na Irlanda com 30 gestantes, encontraram
prevaléncia de 25(OH)D <50 nmol/L de 63% e 80% entre 152 e 36% semanas de gestacao,
respectivamente. Esse autores também observaram que as mulheres que iniciaram o estudo no
final do verdo apresentaram um declinio mais acentuado de concentragfes séricas de
25(0OH)D ao longo da gestagdo (ZHANG et al., 2014) (Figura 3).
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Figura 3. Comportamento longitudinal de concentra¢cdes sanguineas de 25(OH)D em
gestantes no inicio e final do verdo (ZHANG et al., 2014).

Nota: N= tamanho amostral; N O =11; N Il = 19.

Lee et al. (2015) avaliaram 275 gestantes coreanas e encontraram que a média de
25(0OH)D no primeiro trimestre [32,5 (DP=14,7)] foi significativamente menor do que no
segundo [47,7 (DP=24,5) e no terceiro trimestre [49 (DP=25)], mesmo ajustando por estacdo
do ano. Lundqgvist et al. (2016) observaram um aumento das concentracdes de 25(OH)D ao
longo da gestacdo, com maior aumento das gestantes que comegaram o estudo no inverno e
uma trajetéria mais estacionaria entre as que comecaram no verdo. A média de 25(OH)D
nesse estudo no primeiro, segundo e terceiro trimestre foi 55,2 (DP=17,5), 60,2 (DP=225) e
64,6 (DP= 27,3) nmol/L, respectivamente.

Dessa forma, os estudos que observaram o comportamento longitudinal de 25(OH)D
durante a gestacdo apresentam resultados controversos, e a estacdo do ano pode ser um fator
de grande influéncia nas concentracdes sanguineas desse pro-horménio ao longo desse
periodo (FERNANDEZ-ALONSO et al., 2012; ZHANG et al., 2014; PRATUMVINIT et al.,
2015). Além disso, a deficiéncias ou insuficiéncias dessa vitamina D durante a gestacdo
podem estar associadas a desfechos gestacionais indesejaveis como a pré-eclampsia, diabetes

mellitus gestacional, depressao, prematuridade, pequeno para a idade gestacional, baixo peso
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ao nascer e autismo (CASSIDY-BUSHROWET et al., 2012; AGHAJAFARI et al., 2013;
KELISHADI et al., 2013; MAZAHERY et al., 2016). No entanto, até o0 momento ndo foi
possivel comprovar uma relacdo de causa-efeito entre a vitamina D e esses desfechos. Assim,
estudos que avaliam as concentracdes de 25(OH)D e 1,25(0OH),D durante a gestacdo sdo de
grande interesse para area da saude materna e infantil (BRANNON; PICCIANO, 2011;
HOLICK et al., 2011; MAEDA et al., 2014).

2.3 Vitamina D e sintomas depressivos

A vitamina D é considerada necessaria para o adequado funcionamento do cérebro,
pois apresenta diversas funcdes como neuroprotecdo, regulacdo dos fatores neurotroficos e
sintese de serotonina e dopamina (MCCANN et al., 2008; FERNANDES DE ABREU et al.,
2009; EYLES et al., 2013; PATRICK et al., 2014; ANNWEILER et al., 2014). Dessa forma,
a vitamin D também est& sendo investigada na fisiopatologia da depressdo (ANGLIN et al.,
2013).

Eyles et al. (2005) identificaram VDR em diversas areas do encéfalo humano,
principalmente no hipotalamo, substancia negra, giro do cingulo, hipocampo e no cortex pré
frontal. AlteracGes de atividades neurofisioldgicas nas areas citadas ja foram observadas em
individuos com depressdo (REYNOLDS et al., 2000; DREVETS et al., 2008; VILELA et al.,
2014). Estas regiGes também apresentam alta atividade da enzima lo-hidroxilase nos
neurdnios e células glias, sugerindo atividades autdcrinas e paracrinas da vitamina D (EYLES
etal., 2005; EYLES et al., 2013).

Em uma revisdo sistematica e meta-analise, os autores observaram que a deple¢do de
vitamina D estd associada com menor volume do cérebro humano (ANNWEILER et al.,
2014). De fato, a vitamina D estd envolvida em diversos processos cerebrais, como em
relacdo a fatores neurotroficos e neuroprotecdo (FERNANDES DE ABREU et al., 2009;
EYLES et al., 2013). A vitamina D regula fatores neurotréficos, como o fator de crescimento
do nervo, por meio da diferenciagcdo e maturacdo de neurdnios (BROWN et al., 2003; EYLES
et al., 2013). A funcdo neuroprotetora de vitamina D esta relacionada a sintese de proteinas de
ligagdo de célcio, como a parvoalbumina. Estas proteinas permitem a homeostase de calcio no
cérebro, estado importante para a atividade dos neurénios (FERNANDES DE ABREU et al.,
2009).

Existem evidéncias que a vitamina D regula a sintese de serotonina pela transcrigdo do
gene triptofano hidroxilase e de dopamina por meio da tirosina hidroxilase (EYLES et al.,
2013; PATRICK et al., 2014). Cass et al. (2006) observaram também a protecdo da vitamina
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D contra a deplecdo de serotonina e dopamina. Estudos sugerem que alterages de aminas
cerebrais, principalmente de serotonina e dopamina, estdo relacionadas com a ocorréncia de
sintomas depressivos, que € reconhecido como a hipGtese monoaminérgica da depressdo
(REMICK et al., 1990; SOARES; ZITEK, 2008; HASLER, 2010). Ademais, a acdo de
medicamentos antidepressivos, como os inibidores da monoaminooxidase, aumenta a
concentracdo de serotonina e dopamina e tém sido eficazes no combate a depressdo
(REMICK et al., 1990).

Nesse sentido, os citados processos cerebrais justificam uma possivel plausibilidade
bioldgica entre vitamina D e sintomas depressivos. Estudos epidemioldgicos reforcam essa
relacdo, uma vez que verificaram associagdo inversa entre concentracdes sanguineas de
vitamina D e sintomas depressivos em adultos saudaveis (HOANG et al., 2011; CHUNG et
al. 2014; BLACK et al., 2014; KERR et al., 2015). Em contraste, outros estudos ndo
apontaram a referida relagdo em adultos e idosos, 0 que demonstra a necessidade de mais
investigacOes dessa natureza (PAN et al., 2009, ZHAO et al., 2010). Contudo, de acordo com
uma revisao sistematica e meta-analise a associacao entre baixas concentracfes de vitamina D
e aumento de sintomas depressivos em adultos e idosos apresentaram resultados consistentes
(ANGLIN et al., 2013).

S80 escassos 0s estudos na literatura com essa tematica envolvendo gestantes e
puérperas saudaveis (Quadros 2-3). Murphy et al. (2010) em um estudo de coorte com 97
mulheres observaram que as puérperas com insuficiéncia de vitamina D apresentam um
aumento no escore de sintomas depressivos em comparacdo com as gque sao suficientes ao
longo do 1° ao 7° més de pos parto. Em um estudo transversal realizado na Australia com 796
mulheres, os autores observaram associagdo inversa entre concentragdes séricas de vitamina
D no 2° trimestre gestacional e sintomas depressivos no pds-parto imediato (ROBINSON et
al., 2014). Gur et al. (2014) encontraram resultados similares em 179 gestantes na Turquia em
uma coorte, na qual a vitamina D sérica foi coletada entre 24-28 semanas gestacionais e 0s
sintomas depressivos durante a 1°, 6° semana e 6° més de pos-parto.

Entretanto, em um estudo de caso-controle realizado na Dinamarca, ndo houve
associacao entre vitamina D sérica e depressdo. A vitamina D foi coletada no 2° trimestre de
gestacdo e a depressdao em até 1 ano apos o parto (NIELSEN et al., 2013). Porém, esse
resultado pode ter sido enviesado, pois o critério utilizado para classificagdo dessas mulheres
como depressivas foi 0 uso de medicamento antidepressivo (NIELSEN et al., 2013).

Accort et al. (2015) em um estudo com 91 gestantes afro-americanas observaram

associacdo inversa entre concentragdes de vitamina D avaliadas no 2° trimestre de gestacéo e
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sintomas depressivos entre 4 e 6 semanas de pds-parto. Esse estudo também considerou as
gestantes com altas concentraces de marcadores inflamatdrios, sugerindo que a associagao
entre as concentragcdes de vitamina D e sintomas depressivos podem ser potencializadas na
presenca de inflamacao.

Até o momento foram identificados apenas trés estudos transversais e uma coorte que
investigaram a associagcdo entre vitamina D e sintomas depressivos durante a gravidez
(CASSIDY-BUSHROW et al., 2012; BRANDENBARG et al., 2012; HUANG et al., 2014;
WILLIANS et al., 2016). Brandenbarg et al. (2012) em uma pesquisa com 4.101 holandesas
observaram que a deficiéncia ou insuficiéncia de vitamina D no primeiro trimestre foi
associada com a ocorréncia de sintomas depressivos no 2° trimestre de gestacdo. Huang et al.
(2014) em um estudo com 498 mulheres americanas verificaram associacdo inversa
significativa entre baixas concentracdes de vitamina D e sintomas depressivos no inicio da
gestacdo em mulheres que ndo praticavam atividade fisica de lazer. Willians et al. (2016) em
uma coorte avaliaram 126 gestantes americanas com histéria de depressdo ou com escore de
EPDS mais elevado e encontraram que a vitamina D no inicio da gestacdo foi inversamente
associada com sintomas depressivos no inicio e no final da gestacdo. Cassidy-Bushrow et al.
(2012) em um estudo com 178 gestantes afro-americanas encontraram que a cada aumento de
uma unidade de vitamina D no inicio da gestacdo reduz a chance de sintomas depressivos em
46%, entre 13—-28 semanas gestacionais.

Contudo, os diferentes métodos de analise e pontos de corte de vitamina D utilizados
dificultam a comparacdo dos resultados dos estudos, assim como os distintos instrumentos de
avaliacdo de depressdo. Ressalta-se que este transtorno mental é complexo e sua
fisiopatologia néo é totalmente esclarecida, e provavelmente tem multiplas causas, incluindo

um possivel papel da vitamina D.
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Quadro 2. Caracteristicas gerais dos estudos que avaliaram a associacdo de vitamina D e sintomas depressivos em gestantes e puérperas.
Periodo de avaliacao

Origem Desenho (QUEIEY e [EREN CREINERES Vitamina D Depresséo
Autor, ano Cidade (pais) de estudo gestacionais)
25(0OH)D Depresséo Método de anélise  Ponto de corte (nmol/L) Instrumento Pontos de corte
Cassidy- Detroit Transversal 9,5 13-28 ECLIA Deficiente < 30 Escala CES-D >16
Bushrowet et (EUA) Inadequado 30-50
al., 2012 Suficiente >50
Brandenbarg et Amsterdam Transversal 13 16 ELISA Deficiente < 29,9 Escala CES-D >16
al., 2012 (Holanda) Insuficiente 30-49,9
Suficiente 50-79,9
Normal > 80
Robinson et al., Perth Transversal 188 3? ELISA Q1 <47
2014 (Australia) Q2 47-58 EPDS* >6
Q3 59-70
Q4 >70
Huang et al., Washington Transversal 15,4 15,4 HPLC/MS Q198,6 PHQ-9 >10
2014 (EUA) Q2 85,2- 95,5
Q372.25-85,1
Q4<722 DASS-21
Accort et al., Detroit Transversal 13-28 4°-6° ELISA EPDS >12
2015 (EUA) -
Cl<15
Nielsen et al., Copenhagen Caso-controle 24 (casos) 1° HPLC/MS C215-24 Casos:  Mulheres  com  tratamento
2013 (Dinamarca) 25 (controles) C325-49 farmacoldgico para depresséo.
C 450-79 Controle: Mulheres sem tratamento.
C5 80-99
C6>100
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Quadro 2. Caracteristicas gerais dos estudos que avaliaram a associacdo de vitamina D e sintomas depressivos em gestantes e puérperas (continuacao).

Periodo de avaliagéo
Origem Desenho (média de semana gestacional) Vitamina D Depressao

Autor, ano Cidade (palis) de estudo 25(0H)D

Depresséo Método de analise  Ponto de corte (nmol/L) Instrumento Pontos de corte

Insuficiéncia <80

Murphy et al., Charleston Coorte 1¢-7¢ 19-7¢ RIA Suficiéncia >80 EPDS >9
2010 (EUA)
Deficiéncia grave <25
Gur etal., 2014 zmir Coorte 24-28 1° 6P, 6¢ ELISA Deficiéncia leve <50 EPDS >12
(Turquia) Normal >50
Williansetal,  Ann Arbor Coorte 12-20/26-28/ 12-20/26-28 / RIA Insuficiéncia< 100 BDI Continua
2016 (EUA) 34-36 / 6°-8" 34-36 / 6°-8" Suficiéncia > 100 MINI Sim/nio

(diagnéstico)
Nota: 25(OH)D=25-hidroxivitamina D; *=dia de p6s parto; ®=semana de pds parto; °=até 1 ano de pés-parto; “=meses de pés parto; Q=quartil; C=categorias. BDI=Beck Depression Inventory; CES-D=Center for
Epidemiologic Studies-Depressio; DASS-21=Anxiety Stress Scale-21; ECLIA=Electrochemiluminescent Immunoassa; ELISA=Enzyme-linked immunosorbent assay; EPDS=Edinburgh Postnatal Depression
Scale; EPDS*=escala reduzida para 6 questdes; HPLC/MS=High-performance liquid chromatography/Mass Spectrometry; MINI=Mini International Neuropsychiatric Interview; PHQ-9=Patient Health
Questionnaire; RIA=Radioimunuensaio.
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Autor, ano

Cassidy-Bushrowet
etal., 2012

Brandenbarg et al.,
2012

Robinson et al.,
2014

Huang et al., 2014

Accort et al., 2015

Nielsen et al., 2013.

178

4101

796

498

91

Casos:
605

Controles:

875

Quadro 3. Principais resultados dos estudos que avaliaram a associacdo de vitamina D e depressdo em gestantes e puérperas.
Tamanho
amostral

Teste estatistico e ajuste das variaveis

Regressdo logistica multivariada ajustada por idade gestacional,
educacdo, estado marital e estacdo do ano.

Regressdo logistica multivariada ajustada por idade, paridade, cor
da pele, IMC pré-gestacional, fumo, consumo de bebida alcdolica,
desejo de engravidar, escolaridade, estado marital e emprego.

Regressdo logistica multivariada ajustada para IMC pré-gestacional,
fumo, alcool, idade gestacional, educacéo, renda familiar, desordens
gestacionais hipertensivas, sexo do recém-nascido, e recém-nascido
na unidade de terapia intensiva neonatal e estacdo do ano do
nascimento da crianca.

Regressdo linear multivariada ajustada por estacdo do ano, idade
gestacional, idade, IMC pré-gestacional, fumo, cor da pele,
educacao, e estado marital.

Regressdo linear multivariada ajustada por idade, escolaridade,
estado marital, histérico de depressdo, estacdo do ano e IMC pré-
gestacional.

Regressdo logistica ajustada por idade gestacional, ano do parto,
estacdo do ano na coleta de sangue, paridade, tabagismo durante a
gravidez, situacdo socioecondmica, IMC pré-gestacional, atividade
fisica durante a gestacdo, apoio social e uso suplemento
multivitaminico durante gravidez.

Principais resultados

Observou-se associacdo inversa significativa entre vitamina D e sintomas
depressivos (OR ajustado 0,54; 1C95% 0,29-0,99, p-valor=0,046). Mulheres com
concentracgdes séricas de vitamina D adequadas apresentaram 80% menos chances
de ter sintomas depressivos (OR ajustado 0,20, 1C95% 0,07-0,59, p-valor=0,004)
em comparacdo com as deficientes.

Gestantes que apresentaram deficiéncia (OR 1,48 1C95% 1,13-1,95) e
insuficiéncia (OR 1,44 1C95% 1,12-1,85) de vitamina D apresentaram maior
chance de sintomas depressivos.

Mulheres classificadas no Q1 de 25(OH)D tiveram mais chances de ter sintomas
depressivos em comparacdo com as mulheres do Q4 (OR 2,72 1C95% 1,42-5,22,
p-valor< 0,01).

Verificou-se associagdo inversa entre concentracBes séricas de 25(0OH)D e
sintomas depressivos em gestantes que ndo relataram atividade fisica de lazer
(PHQ-9, p-valor=0,05 e DASS-21 p-valor=0,018).

Houve uma associa¢do bordeline inversa entre as concentragdes de vitamina D
na gestagdo e sintomas depressivos no pos-parto (p=—0,209, p-valor=0,058).
Observou-se também associacdo entre baixas concentracdes de vitamina D e
aumento de sintomas depressivos em mulheres com maior perfil inflamatdrio (p-
valor<0,05).

N&o houve associacdo significativa entre concentragBes séricas de vitamina D e
depressdo C1= (OR 1,3 IC95% 0,62-2.71), C2 =(OR 0,83 1C95% 0,50-1,37), C3
(OR 1.14 1C95% 0,85-1,52), C5= (OR 1,53 1C95% 1,05-2,24), C6= (OR 1,84
IC95% 1.04- 3,26) em comparacdo com C4 (referéncia), (p-valor=0,08).
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Quadro 3. Principais resultados dos estudos que avaliaram a associacdo de vitamina D e depressdo em gestantes e puerperas (continuacao).

Tamanho

Autor, ano

Murphy et al., 2010

Guretal., 2014

Willians et al., 2016

amostral

97

179

126

Teste estatistico e ajuste das variaveis

Modelo longitudinal de regressdo linear com efeitos mistos ajustado
por idade, escolaridade, cor da pele, inseguranca, estacdo do ano,
estado marital, média de escore de depressdo no inicio do estudo,
suplementacdo de vitamina D e gravidez planejada.

Chi-quadrado
Correlagéo de Pearson

ANCOVA ajustado por estacdo do ano
ANOVA para medidas repetidas
Teste exato de Fischer

Principais resultados

As puérperas que apresentam insuficiéncia de vitamina D apresentam um
aumento de 0,761 no escore de sintomas depressivos em comparagdo com as que
sdo suficientes, p-valor=0,02.

Houve diferenga entre as médias de concentragdes sericas de 25(OH)D, que
foram mais baixas entre mulheres com sintomas depressivos em relacdo as
mulheres sem esses sintomas durante 1°, 6° semana e 6° més de p6s parto (p-
valor=0,003, p-valor=0,004 e p-valor<0,001, respectivamente). As médias de
pontos de EPDS também foram menores entre as mulheres adequadas quando
comparada com as deficientes em vitamina D nos trés periodos analisados (p-
valor=0,002, <0,001, 0,001, respectivamente). Além disso, observou-se uma
correlacdo negativa significante de concentragdo sérica de vitamina D e EPDS em
todos os trés seguimentos (r=-0,2, -0,2, -0,3, respectivamente).

A cada uma unidade de aumento de vitamina D no inicio da gesta¢io diminui o
escore de sintomas depressivos em 0,14 unidades durante 12-20 (1C95% -0,26 -
0,017) e 34-36 (IC95% -0,27-0,011)semanas gestacionais (p-valor<0,05). A
insuficiéncia de vitamina D no inicio do estudo foi associada com maior escore de
sintomas depressivos durante 34-36 de gestacéo.

Nota: P=p-valor; B=coeficiente de regressdo linear; IC 95%=Intervalo de confianga 95%; OR=Razao de chances; r=coeficiente de correlacio de Pearson; Q=quartil; C=categorias; 25(OH)D=25-hidroxivitamina D;
DASS-21=Anxiety Stress Scale-21; EPDS=Edinburgh Postnatal Depression Scale; PHQ-9=Patient Health Questionnaire.
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3. JUSTIFICATIVA

A gestacdo é um periodo suscetivel ao aumento de sintomas depressivos e, também, de
maior requerimento de vitamina D em relacgdo a outras fases da vida adulta. A alta prevaléncia de
depressdo e insuficiéncia de vitamina D durante a gestacdo sdo importantes problemas de satde
publica no mundo, devido as intercorréncias maternas e fetais que estdo relacionados.

Dessa forma, existe um grande interesse em estudos sobre a vitamina D e/ou depressdo
durante a gestacdo. Além disso, estudos recentes observaram a associacdo inversa entre as
concentragfes de vitamina D e sintomas depressivos, porém os resultados sdo controversos.
Ademais, existe grande variacdo nos métodos empregados nos diferentes estudos, como
gestantes de alto ou baixo risco, método de andlise da vitamina D, instrumento para avaliar
sintomas depressivos e ajustes por fatores de confusdo. Assim, os resultados dessa dissertacao
podem contribuir com novas evidéncias em relacdo a associagdo entre as concentracdes de
vitamina D e sintomas depressivos, importantes para preencher lacunas na literatura e estimular
outros autores a realizarem mais investigaces com essa tematica. Além disso, sdo escassos
estudos longitudinais que avaliaram a associacdo entre as concentragcbes de vitamina D e
sintomas depressivos, principalmente durante a gestacéo.

Ressalta-se, que as gestantes residentes em paises em desenvolvimento podem ser
mais vulneraveis a depressdo, pois apresentam prevaléncias mais elevadas de sintomas
depressivos do que as gestantes de paises desenvolvidos. Ademais, existe grande interesse em
fatores modificaveis, como as concentracdes de vitamina D para a prevencdo ou tratamento da
depressdo. Por sua vez, a importancia da avaliacdo das concentracBes sanguiénas desse pro-
horménio pode ser negligenciada em regides tropicais, como o Brasil.

A confirmacdo da associagcdo entre as concentracdes plasmaticas de vitamina D e
sintomas depressivos podera auxiliar também na prevencdo de outros desfechos gestacionais
indesejaveis, como depressao pos-parto, prematuridade e baixo peso ao nascer. Adicionalmente,
os resultados desse estudo poderdo reforcar a necessidade de orientagdes nutricionais e de estilo

de vida na atencdo ao pré-natal.
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4. HIPOTESES

4.1 Hipotese |

As mulheres com concentragfes insuficientes de vitamina D no inicio da gestacéo
apresentam maior aumento das concentracfes plasmaticas de 1,25(0OH);D ao longo desse

periodo em relacdo as mulheres com concentragdes suficientes.

4.2 Hipotese 11

As baixas concentracdes plasmaticas de 25(OH)D e 1,25(0OH),D aumentam a chance
de ter sintomas de depresséo ao longo desse periodo em mulheres aparentemente saudaveis.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Investigar se a adequacédo de vitamina D no inicio da gestacdo influencia a trajetoria de
concentracdes plasmaticas de 1,25(0OH),D, e estimar a associacdo entre concentracfes
plasméticas de 25(OH)D e 1,25(0OH),D e a ocorréncia de sintomas depressivos durante a

gravidez.

5.2 Objetivos especificos
5.2.1 Artigo 1

(i) Descrever as caracteristicas sociodemogréaficas, reprodutivas e de estilo de vida das

gestantes no primeiro trimestre de gestacéo de acordo com a adequagao de vitamina D;

(i) Estimar a prevaléncia de gestantes com deficiéncia, insuficiéncia e suficiéncia de vitamina

D no primeiro, segundo e terceiro trimestre de gestacéo;

(iii) Avaliar a trajetoria das concentraces plasmaéticas de 25(OH)D e 1,25(0OH).D ao longo

da gestacdo de acordo com a estacdo do ano do recrutamento;

(iv) Avaliar a trajetoria das concentracdes plasmaticas de 1,25(OH),D ao longo da gestacdo

de acordo com a adequacéo de vitamina D no inicio do estudo.
5.2.2 Artigo 2

(i) Descrever as caracteristicas sociodemograficas, reprodutivas e de estilo de vida das

gestantes no primeiro trimestre de acordo com a presenca ou nao de sintomas depressivos;

(if) Estimar a prevaléncia de sintomas depressivos durante o primeiro, segundo e terceiro

trimestre gestacional;

(iii) Estimar a associagdo entre as concentragcdes plasmaticas de 25(OH)D e 1,25(0OH),D e a

ocorréncia de sintomas depressivos em cada trimestre gestacional.



43

6. METODOS

6.1 Desenho do estudo
Esse projeto faz parte de um estudo maior, que consiste em uma coorte prospectiva
realizada na 5°-13° (inicio do estudo), 20%-26% 30°-36° semanas gestacionais e 30-40 dias apds o
parto. O estudo foi desenvolvido no Centro Municipal Heitor Beltrdo (CMSHB) na cidade do
Rio de Janeiro. A presente dissertacdo utilizou apenas os seguimentos realizados durante a

gestacdo (Figura 4).

6.2 Captacao dos participantes
As mulheres que compareceram a primeira consulta de pré-natal ou que obtiveram
resultado positivo no teste imunoldgico de gravidez foram abordadas e informadas sobre o
estudo. A captacdo teve entrada livre de gestantes que foram acompanhadas uma vez por
trimestre, e ocorreu no periodo de novembro de 2009 a outubro de 2011.

6.2.1 Critéerios de elegibilidade
Foram recrutadas 299 mulheres com baixo risco gestacional e que atenderam aos
seguintes critérios de elegibilidade: ter entre 5 e 13 semanas de gestacdo; idade entre 20 e 40
anos; estar livre de doencas infecciosas e cronicas nao transmissiveis (exceto obesidade, IMC >
30 kg/m?), residir na area programética e realizar o acompanhamento pré-natal no local do

estudo.

6.2.2 Critérios de excluséo

Depois de entrar no estudo foram excluidas as mulheres que confirmaram o diagndstico
de doencas cronicas nao transmissiveis (n=12), diagnostico de doencas infecciosas (n=9),
apresentaram gestacdo gemelar (n=4), dados faltantes na primeira onda de seguimento (n=20) e
realizaram aborto (n=25).

Adicionalmente para o artigo 1 foram excluidas as mulheres sem informacdo para a
variavel concentragdes plasmaticas de 25(OH)D (n=30) ou 1,25(0OH)2D (n=23) no primeiro
trimestre. Assim, para a andlise de 25(OH)D, a amostra foi composta por 199 gestantes no
primeiro, 188 no segundo e 178 no terceiro trimestre. Em relacéo a 1,25(0OH)2D foram 178, 177
e 167 gestantes no primeiro, segundo e terceiro trimestre, respectivamente.

Para o artigo 2 foram excluidas as mulheres que ndo apresentaram dados para a EPDS
(n=5), 25(0OH)D (n=30), 1,25(0OH)2D (n=20), uso de antidepressivo no inicio do estudo (n=3),
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natimorto (n=5), dados faltantes para a variavel historia prévia de depressdo (n=2) e variaveis de
ajuste (n=5). Além disso, no segundo trimestre um grupo de 41 gestantes foram convidadas a
participar de um ensaio clinico para avaliar o efeito da suplementacdo de omega-3 na prevencao
de depressdo poOs parto. Todas as mulheres que participaram do ensaio clinico (grupo
experimental e controle) foram excluidas da analise no terceiro trimestre. Dessa forma, a amostra
do segundo artigo foi composta por 179, 156 e 128 mulheres para anélise de 25(OH)D no
primeiro, segundo e terceiro trimestre de gestacdo, respectivamente e 159, 143 e 118 mulheres

para analise de 1,25(OH),D no primeiro, segundo e terceiro trimestre, respectivamente.

6.3 Treinamento e estudo piloto

Foram elaborados protocolos para a aplicagdo dos questionarios utilizados e os
entrevistadores foram devidamente treinados. O estudo piloto foi realizado no CMSHB, com
0 objetivo de testar os instrumentos de coleta de dados, no periodo de setembro a outubro de
2009. Assim, foram propostas e executadas modificacdes nos questionarios e aperfeicoamento

da avaliacdo antropomeétrica e logistica do estudo.
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6.4 Variaveis do estudo

6.4.1 Concentracdes plasmaticas de 25(OH)D e 1,25(OH),D ao longo da gestacao

As participantes fora orientadas a realizar jejum de pelo menos 12 horas para realizar a
coleta de sangue que ocorria entre 6h50 e 7h50 horas, por profissional capacitado no
CMSHB. As amostras de sangue foram coletadas nos trés trimestres da gestacdo. Apos a
coleta, as amostras foram imediatamente centrifugadas a 5.000 rpm por 5 minutos, e 0 soro e
0 plasma separados. As amostras foram transportadas em botijdo criogénico para o Instituto
de Nutricdo Josué de Castro (INJC) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e em
seguida armazenadas a -80° C.

As concentracdo plasmaticas de 25(OH)D e 1,25(0OH),D foram avaliadas por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa (HPLC/MS). As
andlises foram realizadas pelo laboratorio Quest Diagnostics Nichols Institute (San Juan
Capistrano, CA, EUA) que é certificado pelo programa de padronizacdo de hormonios
conduzido pelo Centro de Controle e Prevencdo de Doencas para realizacdo da HPLC/MS
considerado o método padrdo ouro para a analise de vitamina D.

Em sintese, esse método € realizado por extracdo via precipitacdo de proteinas seguida
por separacdo pela cromatografia liquida e posteriormente pela deteccdo e quantificacdo por
meio de espectrometria de massa. A faixa de medicéo analitica € de 19-960 pmol/L e 10-640
nmol/L para for 1,25(0OH),D e 25(0OH)D, respectivamente. O coeficiente de variagdo ¢ <10%.

As concentragdes plasmaticas de 25(OH)D durante a gestacdo foram categorizadas em
deficiente (<30 nmol/L), insuficiente (30-<50 nmol/L) e suficiente (=50 nmol/L) segundo 0s
pontos de corte propostos pela IOM (IOM, 2011), e também de acordo com a Sociedade
Americana de Endocrinologia: deficiente (<50 nmol/L), insuficiente (50-<75 nmol/L) e
suficiente (>75 nmol/L) (HOLICK et al., 2011). Além disso, o estado da vitamina D também
foi analisado como inadequado (<75 nmol/L) e adequado (>75 nmol/L nmol/L) de acordo
com a Sociedade Americana de Endocrinologia e como inadequado (<50 nmol/L) e adequado
(50nmol/L) segundo a IOM .

Vale ressaltar que a 1,25(0OH),D e 25(OH)D armazenada sob condic¢des adequadas
apresenta estabilidade de mais de 10 anos ap0s a coleta de sangue (JOERGENSES et al.,
2010; EL-KHOURY; WANG, 2012).
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6.4.2 Sintomas depressivos durante a gestacao

Os sintomas depressivos foram avaliados por meio da EPDS, aplicada nos trés
trimestres gestacionais por entrevistadores treinados. Essa escala é composta por dez itens,
cada um com quatro opcOes de resposta, com pontuacfes que variam entre zero e trés, de
acordo com a presenca e a intensidade do sintoma depressivo. Assim, 0 escore total pode
variar de zero (nada deprimido) a trinta (muito deprimido) e representa os sintomas de humor
da mé&e nos ultimos sete dias. A EPDS foi desenvolvida para uso em puérperas por Cox et al.
(1987) e posteriormente foi validada para ser utilizada em gestantes por Murray e Cox (1990).
No Brasil, Santos et al. (2007) validaram a EPDS em um estudo com puérperas em Pelotas no
Rio Grande do Sul. No presente estudo, os sintomas depressivos foram categorizados em >13
e <13 para a presenga ou auséncia de sintomas depressivos, respectivamente. Esse ponto de
corte apresenta sensibilidade de 59,5% e especificidade de 88,4% e é indicado para gestantes
de risco para a depressao (SANTOS et al., 2007).

6.4.3 Covariaveis do estudo

Um questionario estruturado foi aplicado na linha de base da coorte para coletar
informacBes socioeconémicas, demogréaficas, reprodutivas e de estilo de vida (Anexo 2). As
seguintes variaveis foram coletadas: idade (anos), escolaridade (<8/>8 anos), tabagismo atual
(sim/ndo), consumo atual de bebida alcodlica (sim/ndo), estado marital (casado/unido estavel
e solteiro), renda familiar per-capita (reais), paridade (nimero de parto), cor da pele auto
declarada (branco/negro e outros), e pratica de atividade fisica de lazer antes da gestacdo
(sim/ndo). Adicionalmente para a analise da segunda hipétese também foram considerados as
variaveis desejo de engravidar (sim/ndo) e o historico de depressao (sim/ndo), avaliado pelo
Mini International Neuropsychiatric Interview.

A estacdo do ano na linha de base (primavera, verdo, outono e inverno) foi avaliada
por meio da data da coleta de sangue realizada no inicio do estudo.

A ingestdo dietética de vitamina D e célcio foi obtida por meio do Questionario de
Frequéncia Alimentar (QFA) semiquantitativo, com 82 itens validado por Sichieri et al.
(1998), composto por oito opcBes de resposta relativas a frequéncia de consumo (3x/dia; 2 a
3x/dia; 1x/dia; 5 a 6x/semana; 2 a 4x/semana; 1x/semana; 1 a 3x/més e nunca ou quase
nunca). Esse instrumento foi aplicado durante o primeiro e terceiro trimestre gestacional pelos
pesquisadores treinados, porém foi utilizado apenas o ultimo, pois corresponde ao consumo

habitual dos dltimos seis meses. A tabela de composi¢do nutricional dos alimentos do
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Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica foi utilizada para analisar a quantidade de
vitamina D e calcio dietético (IBGE, 2011).

As mensuracdes antropomeétricas foram realizadas com procedimentos padronizados
segundo Lohman et al. (1988). O peso corporal das mulheres foi aferido por meio de balanca
digital (Filizola Ltd., Sdo Paulo, Brasil) antes da 13* semana gestacional. A estatura foi
medida utilizando estadidometro (Seca Ltd., Hamburgo, Alemanha). Adicionalmente, 0 peso
pré-gestacional referido foi coletado para ser utilizado para o calculo do indice de Massa
Corporal (IMC) utilizando a férmula: peso (kg)/estatura® (m).

A idade gestacional das mulheres foi calculada com base na informacdo do primeiro
exame de ultrassonografia (USG) quando esse exame foi realizado até 242 semanas de
gestacdo. A data da Gltima menstruacdo (DUM) foi utilizada para estimar a semana

gestacional caso a gestante tenha realizado a USG depois de 24* semanas de gestacdo.

6.5 Analises estatisticas

6.5.1 Analise descritiva

A normalidade foi testada por meio da construcdo de histogramas, graficos de dispersao
e, adicionalmente, pelo teste de Shapiro-Wilk. Os gréficos construidos durante andlise
exploratéria dos dados sdo apresentados no Anexo 3. Foi realizada a anélise exploratoria de
todos os dados para descrever as medidas de dispersdo amostral, média e desvio-padrdo e
mediana e intervalo interquartilar, para as variaveis com e sem distribuicdo normal,

respectivamente. Os dados categoricos foram apresentados como frequéncias e proporgéo (%).

6.5.1.1 Artigo |

As caracteristicas sociodemograficas, reprodutivas e de estilo de vida das gestantes na
linha de base foram comparadas de acordo com a deficiéncia, insuficiéncia e suficiéncia de
vitamina D no primeiro trimestre de acordo com o IOM e a Sociedade Americana de
Endocrinologia. Utilizou-se ANOVA para comparar as médias e o teste de Bonferroni como
teste post hoc. O teste chi-quadrado foi realizado para comparar proporgoes. O coeficiente de
correlacdo de Pearson foi calculado entre a 25(OH)D e 1,25(0OH),D no primeiro, segundo e

terceiro trimestre de gestacao.
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6.5.1.2 Artigo 11

As caracteristicas das gestantes no inicio do estudo foram analisadas de acordo com a
presenca ou ndo de sintomas. O teste t student's foi utilizado para comparar médias, teste de U
Mann-Whitney para as medianas e o teste chi-quadrado para proporcdes. O teste Exato de
Fisher's foi aplicado para comparar proporgdes que apresentam n menor que 5. A prevaléncia de
sintomas depressivos durante o primeiro, segundo e terceiro trimestre foram comparadas pelo

teste de McNemar.

6.5.2 Analises longitudinais

6.5.2.1 Artigo |

Modelos de regressdo linear de efeitos mistos (LME) foram realizados considerando
todos os individuos. Este modelo permite a utilizacdo de varidveis tempo-dependente e tempo-
independente, medidas de tempo ndo equidistantes, considera a associacdo de medidas repetidas
e também € adequado em modelos que apresentam dados faltantes (PINHEIRO; BATES, 2003;
SINGER; WILLET, 2003).

O LME foi empregado para avaliar as anélises longitudinais bivariada e multivariada do
estudo. A varidvel tempo, representada pela semana gestacional, foi incluida em todos os
modelos como efeito fixo e aleatdrio.

Andlises de interacdo foram verificadas entre a estacdo do ano no recrutamento e a
semana gestacional para avaliar o comportamento das concentra¢fes de 25(OH)D ao longo da
gestacdo. A interacdo entre a adequacdo de vitamina D no primeiro trimestre e a semana
gestacional também foi avaliada para explorar a variacdo nas concentracdes de 1,25(OH),D ao
longo desse periodo.

As variaveis de ajuste foram selecionadas de acordo com a plausibilidade bioldgica e
analise bivariada com p-valor<0,2 com o desfecho. As seguintes variaveis foram utilizadas como
ajuste para analise da associacdo entre as concentracdes de 25(OH)D ao longo da gestacdo de
acordo com a estacdo do ano no recrutamento: paridade, escolaridade, cor da pele auto declarada
e IMC pré-gestacional. As varidveis citadas no modelo anterior e a estacdo do ano foram
utilizadas como ajuste para andlise das concentracGes de 1,25(0OH),D durante a gestacdo de

acordo com a adequacéo de vitamina D no primeiro trimestre.
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6.5.2.2 Artigo 11

A regressdo logistica com intercepto randomizados para medidas repetidas foi utilizada
para avaliar associacdo entre as concentracfes de 25(OH)D e 1,25(OH),D no primeiro trimestre
e a ocorréncia de sintomas depressivos ao longo da gestacdo. A analise de probabilidade de ter
sintomas depressivos ao longo da gestacdo de acordo com as concentragfes de 25(OH)D e
1,25(0OH),D no primeiro trimestre também foi utilizada.

As variaveis de ajuste foram selecionadas baseadas no modelo de diagrama de ciclo
causal (DAG, sigla derivada do inglés Directed Acyclic Graph). Trata-se de um modelo gréfico
que tem como funcéo identificar a presenca de confundimento e maneiras de resolvé-lo com
minimos ajustes para estimar efeitos causais entre a exposicdo e o desfecho, além de permitir
uma representacdo visual da relacdo entre as mesmas. A construcdo e analise do DAG é
realizada por meio do sofware DAGitty, e encontra-se disponivel online em www.dagitty.net
(TEXTOR et al., 2011). O presente modelo sugeriu que as analises fossem ajustadas por idade,
IMC pré-gestacional, cor da pele, escolaridade, tabagismo, consumo de bebida alcodlica e
histdrico de depressdo (Figura 5).

A escolha do melhor modelo longitudinal para o artigo 1 e artigo 2 foi realizada com
base em dois critérios globais: Razdo de Méaxima Verossimilhanca Restrita e o Critério de
Informagdo de Akaike. A dependéncia entre os dados foi analisada por meio da matriz de
covariancia ndo estruturada. Foram considerados estatisticamente significativos valores de p-

valor<0,05.
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6.5.3 Banco de dados e software para analise estatistica

O banco de dados foi construido a partir de dupla digitagdo, seguida de analise de
consisténcia dos dados. Ambos os procedimentos foram realizados no Census and Survey
Processing System (CSPro) versdo 4.1. As andlises foram realizadas no software estatistico

Stata, versdo 12.0 e no R, verséo 3.3.1 (Anexo 4).

7. Questdes éticas

O estudo maior foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica do Hospital Maternidade
Escola da UFRJ, do Instituto de Psiquiatria da UFRJ (CAAE: 0012.0.249.000-09) e da Secretaria
Municipal de Satde do Rio de Janeiro (CAAE: 0139.0.314.000-09) (Anexo 5). A proposta do
estudo esta em acordo no que diz respeito aos principios éticos de ndo maleficéncia,
beneficéncia, justica e autonomia, contidos na resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude
(CNS, 1996 - Resolucdo n° 196/96) e suas leis complementares (CSN, 1999 - Resolugdo n°
292/99).

A participacdo na pesquisa foi condicionada a assinatura de duas vias do termo de
consentimento, que foi obtido, de forma livre e espontanea, apds terem sido feitos todos os

esclarecimentos pertinentes sobre o presente estudo (Anexo 6).
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8. RESULTADOS
A secdo de resultados foi dividida em dois artigos elaborados para a dissertacdo de

mestrado.

8.1 Artigo 1. Changes in plasma concentrations of 25-hydroxyvitamin D and 1,25-
dihydroxyvitamin D during pregnancy: A Brazilian cohort/Alteragdes das concentracfes
plasmaticas de 25-hidroxivitamina D e 1,25-dihidroxivitamina D durante a gestacdo: Uma coorte

brasileira.

8.2 Artigo 2. Association between plasma concentrations of vitamin D metabolites and
depressive symptoms throughout pregnancy in a prospective cohort of Brazilian women./
Associacdo entre as concentracBes plasmaticas de métabolitos da vitamina D e sintomas

depressivos durante a gestacdo: Uma coorte brasileira.
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8.1 Changes in plasma concentrations of 25-hydroxyvitamin D and 1,25-dihydroxyvitamin D

during pregnancy: A Brazilian cohort

Abstract

Purpose. To characterize the physiological changes in 25-hydroxyvitamin D [25(OH)D] and
1,25-dihydroxivitamin D [1,25(0OH),D] throughout pregnancy. Methods. Prospective cohort of
229 apparently healthy pregnant women followed at 5"-13", 20™-26" and 30™-36™ gestational
weeks. 25(0OH)D and 1,25(0OH),D concentrations were measured by LC-MS/MS. Statistical
analyses included longitudinal linear mixed-effects models adjusted for parity, season, education,
self-reported skin color and pre-pregnancy BMI. Vitamin D status was defined based on
25(0OH)D concentrations according to the Endocrine Society Practice Guideline and Institute of
Medicine (IOM) for adults. Results. The prevalence of 25(OH)D <75 nmol/L was 70.4%, 41.0%
and 33.9%; the prevalence of 25(OH)D <50 nmol/L was 16.1%, 11.2% and 10.2%; and the
prevalence of 25(OH)D <30 nmol/L was 2%, 0% and 0.6%, at the first, second and third
trimester, respectively. Unadjusted analysis showed an increase in 25(OH)D (=0.869; 95%CI,
0.723-1.014; P<0.001) and 1,25(0OH),D (B=3.878; 95%CI, 3.136-4.620; P<0.001) throughout
pregnancy. Multiple adjusted analyses showed that women who started the study in winter
(P<0.001), spring (P<0.001) or autumn (P=0.028) presented a longitudinal increase in 25(OH)D
concentrations, while women that started during summer did not. Increase of 1,25(OH),D
concentrations over time in women with insufficient vitamin D (50-75 nmol/L) at baseline was
higher compared to women with sufficient vitamin D (>75 nmol/L) (P=0.006). Conclusions. The
prevalence of vitamin D inadequacy varied significantly according to the adopted criteria. There
was a seasonal variation of 25(OH)D during pregnancy. The women with insufficient vitamin D
status present greater longitudinal increases in the concentrations of 1,25(OH),D in comparison
to women with sufficiency.

Keyword: Vitamin D; pregnancy; micronutrients; cohort; tropical country; seasons.
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Introduction

Vitamin D deficiency or insufficiency is considered to be a global public health problem
[1-2] with an estimated 1 billion people affected worldwide [3]. Pregnant women have been
identified as a high-risk group for vitamin D deficiency [4], even in sunny regions [5-7]. Vitamin
D is a pro-hormone with an important role in maintaining bone health [3]. Low vitamin D status
during pregnancy has been associated with non-skeletal maternal and child outcomes such as
preeclampsia, gestational diabetes mellitus, preterm birth, small for gestational age, and low
birth weight [5,8]. These pregnancy complications continue to be important public health
problems in Brazil [9-12].

Vitamin D can be obtained from foods and supplements, but the main source is sun
exposure enabling synthesis in the skin induced by ultraviolet B radiation (wavelengths 290-315
nm) [3,13-14]. It is known that maternal vitamin D concentrations can be influenced by skin
pigmentation, age, season, sunscreen use, latitude, physical activity, obesity status, atmospheric
pollution, blood concentrations of parathyroid hormone, calcium and phosphorus [3,5,15-18].

Vitamin D from the skin and the diet is converted in the liver into 25-hydroxyvitamin D
[25(OH)D] which is then metabolized in the kidneys to its active form, 1,25-dihydroxyvitamin D
[1,25(0OH),D] by the lo-hydroxylase enzyme. Due to the short biological half-life of
1,25(0H),D, vitamin D status is usually determined by measuring the 25(OH)D concentrations,
which is the major circulating form of vitamin D in the blood [3,13-14].

During pregnancy there are physiological changes in 1,25(0OH),D concentrations to
ensure sufficient calcium required for fetal bone mineralization [19]. A gradual increase on
plasma 1,25(0OH),D concentrations during pregnancy and a modest contribution from synthesis
in both the kidney and placenta have been reported [19-20]. However, the profile of the
longitudinal changes in 25(OH)D concentrations as well the relationship between 1,25(0OH),D

and 25(OH)D throughout pregnancy remains unclear [20-22].
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Despite these physiological changes in pregnant women the criteria for defining vitamin
D deficiency and insufficiency are the same as for the general adult population and cutoff values
remain controversial [4,14]. The Institute of Medicine (IOM) [14] recommends that at least 30
nmol/L of 25(OH)D is necessary to protect against rickets in children and osteoporosis in adults
and that concentrations of > 50 nmol/L corresponds to the level which meets the requirements of
97.5% of the population to obtain the recommended daily allowance of 600 IU/day [14]. The
Endocrine Society Clinical Practice Guidelines [4] states that 50 nmol/L is required for optimal
bone health but recommends concentrations >75 nmol/L for non-skeletal health benefits
associated with vitamin D [4].

Few prospective studies have investigated changes in 25(OH)D and 1,25(0OH).D
concentrations over time during pregnancy [21-22]. Further, there are no studies in healthy
pregnant Brazilian women. To the best of our knowledge, the association between 25(OH)D
status in the first trimester of pregnancy and the change in 1,25(OH),D concentrations
throughout gestation has not been assessed by previous studies. Therefore, considering the
importance of adequate vitamin D status during pregnancy for positive gestational outcomes, the
aim of this study was to estimate the prevalence of vitamin D inadequacy and to characterize the

physiological changes in 25(OH)D and 1,25(OH),D concentrations among healthy pregnancies.

Methods
Design and study participants

This is a prospective cohort study conducted at a public health care center in Rio de
Janeiro, Brazil. The recruitment was done between November 2009 and October 2011, and 299
women who met the following eligibility criteria agreed to participate in the study: being
between 5th-13th weeks of gestation, free from chronic (except obesity) and infectious diseases,

aged between 20 and 40 years, presenting a singleton pregnancy, residing in the study catchment
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area, and intending to continue prenatal care in the public health centre. The cohort comprised
229 apparently healthy pregnant women after exclusions, including: confirmed pre-gestational
diagnosis of chronic non-communicable diseases (except obesity) (n=12), diagnosis of infectious
or parasitic diseases (n=9), twin pregnancies (n=4), missed baseline evaluation data (n=20) or
miscarriage (n=25). We further excluded women with insufficient volume to measure plasma
25(0OH)D (n=30) or 1,25(0OH),D (n=23) at the first trimester. Our sample comprised 199 and 178
women at the first trimester with available data on 25(OH)D and 1,25(OH),D concentrations,
respectively. The women were followed at the first [(5-13 weeks (baseline)], second (20-26

weeks), and third trimesters (30-36 weeks) of pregnancy (Online Resource Fig. 1).

Biochemical analyses

A trained professional collected blood samples between 6:50 and 7:50 am into vacutainer
tubes at each follow-up visit after a 12-hour fasting period. The samples were centrifuged (5,000
rpm for 5 minutes). The plasma was separated and prepared from blood collected into tubes
containing EDTA, and stored at -80°C for subsequent analysis.

Plasma concentrations of 25(OH)D and 1,25(0OH),D were measured by liquid
chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) using the LC Thermo Cohesive
System coupled to Thermo Quantum Ultra Mass Spectrometer (Thermo Fisher; San Jose, CA,
USA). The analyses were performed by Quest Diagnostics Nichols Institute (San Juan
Capistrano, CA, USA), which is part of the Hormone Standardization Program conducted by the
Centers for Disease Control and Prevention. The LC-MS/MS is considered to be the gold
standard for measuring vitamin D status due to its high sensitivity and specificity [4,23]. The
analytical measurement range was 19-960 pmol/L and 10-640 nmol/L for 1,25(OH),D and

25(0OH)D, respectively. The coefficient of variation for all analyses was <10%. The 25(OH)D
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and 1,25(0OH)2D are stable in plasma for more than 10 years when stored under appropriate

conditions as in the present study [24-25].

Definition of vitamin D status

Vitamin D status was defined based on plasma 25(OH)D concentrations. Participants
were categorized as vitamin D deficient (<50 nmol/L), insufficient (50-<75 nmol/L), and
sufficient (>75 nmol/L) according the Endocrine Society Clinical Practice Guidelines [4]. We
also used the cutoffs of vitamin D status based on IOM: deficient (<30 nmol/L), insufficient (30-
<50 nmol/L) and sufficient (=50 nmol/L) [14]. Vitamin D status was also analyzed as a binary
variable according to the Endocrine Society Clinical Practice Guidelines as inadequate/adequate

(<75/=75 nmol/L) [4] and IOM [14] as inadequate/adequate (<50/>50 nmol/L).

Covariate assessment

Socioeconomic, demographic, reproductive and lifestyle variables were obtained through
interviews with structured questionnaires administered at the baseline (5-13 weeks of gestation).
The following variables were collected: age (years), self-reported skin color
(white/mixed/black), education (years), monthly per capita family income (R$), parity
(nulliparous/parous), first trimester smoking habit (yes/no), first trimester alcohol intake (yes/no)
and leisure physical activity before pregnancy (yes/no). The season was classified according to
the date of recruitment as follows: winter (June 21% to September 21%; spring (September 22" to
December 20™); summer (December 21% to March 19™); or autumn (March 20™ to June 20™).

Gestational age was measured from the first ultrasonography (USG) (n=174) or using the
reported date of the last menstrual period if the first USG was not performed prior to the 24"
week of gestation (n=25). Height (cm) was measured at the beginning of pregnancy using a

portable stadiometer (Seca Ltd., Hamburg, Germany). Pre-gestational body mass index (BMI,
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weight [kg]/height [m?]) was calculated and categorized (<25/>25 kg/m?) based on self-reported
pre-gestational weight obtained at the first follow-up visit at the 1% trimester of gestation.

Total vitamin D (IU/day) and calcium (mg/day) intakes were estimated using a semi-
quantitative food frequency questionnaire (FFQ) validated for the adult population of Rio de
Janeiro [26]. The questionnaire was administered in the third trimester and referred to intakes
during the prior 6 months. The FFQ included 82 food items and had eight frequency options:
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. Tables of
Nutritional Composition of Food Consumed of Brazilian Institute of Geography and Statistics
were used for the analysis [27]. The FFQ did not take into consideration the use of supplements.

Rather, information on vitamin D supplementation was self-reported in all trimesters.

Statistical analyses

The characteristics of the sample were described using mean and standard deviations
(SD) for continuous variables and absolute (n) and relative frequencies (%) for categorical data.

Baseline characteristics of women with complete 25(OH)D and 1,25(OH),D information
during pregnancy were compared to those women who presented losses to follow-up with
missing information for at least one of these variables. In addition, baseline characteristics were
presented for each variable and stratified according to 25(OH)D status for both the Endocrine
Society Clinical Practice Guidelines and the I0OM criteria. ANOVA was used to compare means
according to 25(OH)D status and the Bonferroni test was employed as the post hoc test. The Chi-
squared test was used to compare proportions.

Pearson coefficient correlations were calculated between 25(OH)D and 1,25(OH).D in
the first, second and third trimesters. Linear mixed-effects (LME) regression models were

performed to evaluate the longitudinal variation of 25(OH)D and 1,25(OH),D concentrations
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during pregnancy. The models included information from all individuals who had data from at
least one time point on 25(OH)D and 1,25(OH),D concentrations. The LME models enable the
inclusion of time-dependent and time-independent variables and unbalanced time intervals and
the correlation between repeated measures was taken into account [28-29]. Gestational age
(weeks) was included in the LME models as the time variable for both random and fixed effects.

Interactions between season at recruitment and gestational week were tested when
assessing the longitudinal behavior of 25(OH)D concentrations. We also tested interactions
between gestational age and first trimester vitamin D status to explore the effect on 1,25(0OH),D
longitudinal variation. The LME models were adjusted for parity, season, education, self-
reported skin color and pre-pregnancy BMI based on biological plausibility and statistical
significance (P<0.2) of the associations on the bivariate analysis with the study outcome.

A P<0.05 was regarded as significant. All analyses were performed in STATA 12.0

(Stata Corporation, College Station, TX) [30].

Results

Losses to follow-up analysis comparing socio-demographic, lifestyle and reproductive
characteristics between women with plasma 25(OH)D and 1,25(OH),D data in all trimesters and
those who had plasma 25(OH)D data in at least one trimester showed no significant differences
(P>0.05) between groups (Data not shown).

The overall mean 25(OH)D concentrations at the first trimester was 65.0 (17.7 SD)
nmol/L which increased to 78.7 (22.0 SD) nmol/L and 84.1 (24.5 SD) nmol/L during the second
and third trimesters, respectively. The mean of 1,25(OH),D pmol/L during the first, second and
third trimesters were 173.4 (77.9 SD), 227.6 (91.9 SD) and 257.5 (92.3 SD), respectively. The
1,25(0OH),D mean concentrations were significantly different only in the first-trimester among

women within the sufficient category according to Endocrine Society Practice Guidelines. A
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higher prevalence of vitamin D deficiency was observed among pregnant women who started the
study in winter and spring compared to those who started in summer and autumn according to
both criteria (Table 1).

The prevalence of pregnant women with plasma 25(OH)D concentrations <75 nmol/L
was 70.4%, 41.0% and 33.9%; the prevalence of women with 25(OH)D concentrations <50
nmol/L was 16.1%, 11.2% and 10.2%; while 2%, 0% and 0.6%, of women had 25(OH)D
concentrations <30 nmol/L at the first, second and third trimester, respectively (Figure 1).

Plasma 25(0OH)D and 1,25(0OH),D concentrations were weakly but significantly
correlated only in the first trimester of pregnancy (Online Resource Fig. 2a, b, c). The
concentrations of 25(0OH)D and 1,25(0OH),D significantly increased throughout gestation in the
unadjusted model (f=0.869; 95% CI=0.723-1.014; P<0.001 and B=3.878; 95% CI=3.136-4.620;
P<0.001, respectively) (Fig. 2a, b). Women who started the study during the summer or autumn
seasons had higher mean 25(OH)D concentrations during the first trimester compared to women
whose pregnancy began during winter or spring (Fig. 3). The longitudinal change in
concentrations of 25(OH)D during pregnancy were modified by the season at recruitment in the
adjusted model . Women that started the study in winter (P<0.001), spring (P<0.001) or autumn
(P=0.028) presented a longitudinal increase in 25(OH)D concentrations while women that started
during summer did not (Fig. 4 and Online Resource Table 1).

Different patterns of 1,25(OH),D concentrations during the course of gestation were also
observed according to vitamin D status at baseline considering the cutoffs proposed by the
Endocrine Society Clinical Practice Guidelines. Women with insufficient concentrations of
vitamin D at baseline had greater longitudinal increases in 1,25(OH),D in comparison to women
with sufficiency in the adjusted model (P=0.006), but not among women with deficient 25(0OH)D

concentrations (P=0.364) (Fig. 5 and Online Resource Table 1). We did not observe
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interactions between vitamin D status at baseline according to IOM and 1,25(0OH),D

concentrations during pregnancy (data not shown).

Discussion

The present study has three main findings. First, it was observed that the prevalence of
vitamin D inadequacy varied significantly according to the adopted criteria. The prevalence of
vitamin D inadequacy was high, especially in the first trimester using the Endocrine Society
Practice Guidelines (<75 nmol/L). It was moderate when the inadequacy criterion from the IOM
(<50 nmol/L) was considered, but virtually non-existent when the IOM deficiency criterion was
employed (<30 nmol/L). Second, it was observed that the longitudinal patterns of 25(OH)D
concentrations during pregnancy were modified by the season at recruitment. Finally, when we
stratified the participants according to vitamin D status at baseline, pregnant women who had
vitamin D insufficiency (50-<75 nmol/L) had a greater increase in 1,25(OH),D concentrations
throughout pregnancy compared to women with 25(OH)D adequacy (=75 nmol/L).

There is no consensus for the definition of vitamin D inadequacy for pregnant women and
results should be interpreted cautiously. We used the cut-off values proposed by the Endocrine
Society Practice Guidelines [4] and the IOM [14] to allow comparisons among studies. Our
results revealed that the prevalence of 25(OH)D <75 nmol/L, <50 nmol/L and <30 nmol/L at the
first trimester was 70.4%, 16.1% and 2.1%, respectively. Studies with pregnant women that have
used the 25(OH)D cut points of <75 nmol/L also found a high prevalence of vitamin D
inadequacy in countries such as Korea (91.4%) [31], Spain (64.1%) [32], the United States
(54.4%) [33], and other sunny regions such as Thailand (75.5%) [7], and Australia (80.4%) [6].
Results from a systematic review and meta-analysis revealed that the prevalence of 25(OH)D
<50 nmol/L during pregnancy was greater in regions such as the Americas (64%), Europe (57%),

Eastern Mediterranean (46%), South-East Asian (87%) and Western Pacific countries (83%), in
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comparison to the present study [34]. In contrast, it is worth noting that only 2% of women in
this cohort presented 25(OH)D concentrations <30 nmol/L, a more restrictive cut-off point that
classifies vitamin D deficiency according to the IOM criteria. A higher prevalence of 25(OH)D
<30 nmol/L have been reported in countries such as Australia (15%), Belgium (12%), the
Netherlands (23%) and India (60%) [2]. Kiely et al. (2016) [35] observed in a large cohort from
Ireland that 17% of the pregnant women had 25(OH)D <30 nmol/L, while Haggarty et al. (2013)
[36] observed in a cohort study from Scotland that 21.5% had 25(OH)D values <25 nmol/L. The
mean 25(OH)D concentration observed in our study (65.0 nmol/L) in early pregnancy is higher
than other larger cohorts with pregnant women from countries located at higher altitudes such as
Ireland (56.7 nmol/L) and Scotland (40.2 nmol/L) [35,36], but is comparable to other studies in
sunny regions [2,6,7].

We found only one study comprising healthy pregnant women in Brazil that has
addressed a vitamin D research question. This study was a clinical trial with 26 pregnant
adolescents in the placebo group and 30 in the supplemented group (calcium and vitamin D) and
found plasma 25(OH)D concentrations of 57.9 (20.7 SD) nmol/L and 59.5 (20.6 SD) nmol/L,
respectively at baseline (second trimester of gestation) [37]. For the same period of gestation
those concentrations were lower than the observed in our sample [78.7 (22.0 SD) nmol/L].

Some other factors could explain the higher prevalence of vitamin D inadequacy
observed in this cohort, air pollution has been inversely associated with 25(OH)D concentration
[5]. Air pollution is known to absorb ultraviolet B (UVB) rays and thereby limit cutaneous
synthesis of vitamin D [5,38). Rio de Janeiro is known to have high pollution with particulate
matter less than 10 pm in diameter (PM10) estimated to be 67 ug/m3 in 2010 [39]. This value is
above the World Health Organization recommendations (<20 pg/m® annual average
concentrations) [40]. We hypothesize that air pollution in Rio de Janeiro plays a role in the

observed high prevalence of vitamin D inadequacy in this cohort.
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We found a mean vitamin D intake of only 186.8 IU/day, which is well below the
recommendations set forth for pregnant women by both the Endocrine Society Practice
Guidelines (1500 - 2000 1U/day) [4] and the 10M (600 IU/day) [14]. Inadequate dietary intake
during pregnancy has been observed in other countries such as the United States [41], Iran [5]
and Thailand [42]. Few food items naturally contain vitamin D in the Brazilian diet. Also, there
is no national mandatory food fortification or supplementation program for vitamin D [23]. The
mean calcium intake (760.2 mg/day) was also below the IOM recommendation (1,000 mg/day)
for pregnant women. Similar results of low vitamin D and calcium intake were also observed in a
systematic review and meta-analysis during pregnancy in regions such as the United States,
Europe and Australia [43]. Finally, none of the women from our sample reported vitamin D and
calcium supplementation during pregnancy. In Brazil, vitamin D and calcium supplementation
are not usual among women receiving pre-natal care in public service [44].

Brazil is a racially diverse country, resulting in a mixed skin pigmentation of the
population, which can affect endogenous production of vitamin D via sun exposure [18,45]. In
the current study, 26.7% self-reported to be blacks and 46.2% mixed. Low vitamin D status has
been found among obese adults, because vitamin D can be partially sequestered by body fat [46].
However, we did not find associations between vitamin D status with vitamin D and calcium
intake, skin pigmentation, or pre-pregnancy BMI.

Physiological adjustment of vitamin D metabolism occurs during pregnancy. The activity
of the la-hydroxylase enzyme is increased in the kidney, placenta and decidua [47-48], and an
elevation in plasma vitamin D-binding protein (DBP) is observed [19]. The kidney has megalin
which internalizes 25(OH)D-DBP resulting in the release of 25(OH)D for its conversion to
1,25(0OH),D [19,49]. Moreover, the expression of vitamin D receptor (VDR) may be increased in
the placenta and decidua during pregnancy [50]. These changes are important for the maternal

and fetal requirements of 1,25(OH),D during this period [4].
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Few prospective studies have previously measured longitudinal changes in vitamin D
concentrations in pregnant women. During this period an increase in 1,25(0OH),D is well
reported while changes in 25(OH)D concentrations remain controversial [20-22]. Lee et al. [22]
evaluated a sample of 275 Korean pregnant women and found that the mean 25(OH)D
concentration during the first trimester was significantly lower than in the second and third
trimesters, even after adjusting for season. Lundqvist et al. [51] reported that 25(OH)D
concentrations increased slightly over the duration of pregnancy in 184 Swedish women.
However, when the authors considered the months of recruitment, a lower rise of 25(0OH)D
concentrations during pregnancy was observed between women that started the study in summer,
and a peak-shaped pattern during winter. On the other hand, Zhang et al. [21] evaluated 30 Irish
women at several pregnancy weeks (15, 20, 24, 28, 32, 36 and 40) and reported that 25(OH)D
concentrations decreased during this period. However, these women were recruited only during
summer. Fernandez-Alonso et al. [52] also observed a decrease in 25(OH)D concentrations from
first to third trimester in 148 Spanish pregnant women considering the effect of season. We
found that women who started the study during spring, winter and autumn increased 25(OH)D
concentration over this period. The women that began the study during summer had high
25(0OH)D concentrations, and thus presented no change during pregnancy.

The increase of 1,25 (OH),D can be probable attributed to an increase on the metabolism
of 25(0OH)D and thus, resulting in the decreased in the 25(OH)D [19,49,53]. However, we
suggest that the elevation of DBP [19] during pregnancy could prolong the 25(OH)D half-life
during this period as a form of protection [53-54]. Thus, besides the influence of season women
that begin the study with higher or lower concentrations of 25(OH)D can maintain or increase
this metabolite during pregnancy, respectively [53-54].

Brazil is a tropical country with abundant sunlight and the State of Rio de Janeiro,

situated at approximately 23°S latitude, favors conditions for cutaneous vitamin D production.
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The ultraviolet B radiation is high throughout the year and reaches maximum values in summer
[23,55]. Therefore, high concentrations of 25(OH)D are expected between women who started
the study during summer is plausible, even in a sunny region, as has been reported in other
studies [15,42]. Furthermore, in the summer, people are more exposed to the sunlight, and do
more outdoor leisure activities, such as going to the beach, which, besides being a cultural habit,
is also accessible to the low-income population. The seasonal variation of vitamin D is even
greater in regions with higher latitudes and well-defined seasons, as for example in pregnant
woman resident in European countries as lIreland (52°N) or Spain (40°N), with lower
concentrations of vitamin D in winter [21,52,56].

In a systematic review and meta-analysis involving twenty studies, the authors found that
serum 1,25(0OH),D was not related with 25(OH)D in pregnant women at term, and that the
25(0OH)D concentrations were not different from the concentrations found in non-pregnant
women, though the 1,25(0OH),D concentrations were twice as high than the non-pregnant women
[20]. Nevertheless, this study considered pregnant women at term and was comprised of cross-
sectional data only. Hollis et al. (2011) [41] in a randomized controlled trial with vitamin D
supplementation found an association between circulating 1,25(0OH),D concentrations and
circulating 25(OH)D in 148 pregnant women evaluated at 12, 16, 20, 24, 28, 32 and 36 weeks.
However, concentrations of 25(OH)D of at least 100 nmol/L were needed to enable a maximum
1,25(0OH),D increase during this period. Young et al. (2012) [57] observed that 25(OH)D
measured at mid-gestation (~26 weeks) was inversely associated with 1,25(OH),D at delivery in
a sample with 168 pregnant adolescents.

In the present study, we did not find a longitudinal association between 25(OH)D and
1,25(0OH),D. We observed that pregnant women with vitamin D insufficiency at baseline
according to Endocrine Society Practice Guidelines had a greater increase in 1,25(OH).D

concentrations throughout pregnancy when compared to women with sufficient 25(OH)D
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concentrations. These results indicate that there is a possible mechanism to meet the additional
demands of vitamin D among pregnant women with low concentrations of 25(OH)D in early
pregnancy. This may be due to secondary hyperparathyroidism associated with low plasma
25(0OH)D, thereby increasing the renal production of 1,25(0OH),D [3-4]. Another possible
mechanism is that there are four different 1a-hydroxylase enzymes with distinct concentrations
of regulation, one of which sufficiently converts even small amounts of vitamin D efficiently to
25(0OH)D [58-59]. Moreover, considering that there is an increased activity of la-hydroxylase
enzyme [47-48], DBP concentrations [19] and VDR expression during gestation [50], we suggest
that these changes are more pronounced among pregnant women with 25(OH)D inadequacy.
This may be a form of protection to prevent further reductions in the 25(OH)D concentration
during the course of pregnancy. We believe that with a larger sample size this pattern would
have also occurred in women with vitamin D insufficiency at baseline according to cut points by
IOM.

The current study has some limitations. First, information on individual sun exposure was
not collected. Instead, we considered the season at recruitment. Second, the loss to follow up was
14.6% and 13.5% for 25(OH)D and 1,25(0OH).D, respectively. Despite the losses to follow-up,
we did not identify significant differences in socio-demographic, lifestyle and reproductive
characteristics between pregnant women with vitamin D data in all trimesters or those with data
in at least one trimester. Other limitation of this study is the lack of assessment of serum PTH,
calcium, phosphorus and DBP. On the other hand, this cohort study has important strengths.
Plasma 1,25(0OH),D and 25(OH)D concentrations were evaluated in each of the three pregnancy
trimesters, and when performing the longitudinal models, our analyses were adjusted for several
important confounders. 25(0OH)D and 1,25(0OH),D were also analyzed by the gold standard

method (LC-MS/MS).
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Low concentrations of vitamin D during pregnancy may be associated with increased risk
of adverse maternal outcomes as gestational diabetes mellitus and low birth weight [5,8].
Further, there is a high correlation between maternal and fetal cord blood 25(OH)D
concentrations [34]. Studies have suggested that low vitamin D status during pregnancy is
associated with short and long-term newborn health consequences [5,8,60-61]. According to the
theory of developmental origins of diseases (fetal programming), nutrition allows early life
adaptation when there is an adverse environment. Thus, low concentrations of vitamin D during
pregnancy can have effects throughout life via fetal programming [62], as for example negative
impact in brain health, inflammation and respiratory disorders [61,63-64].

The prevalence of vitamin D inadequacy was high throughout pregnancy. Our results
indicate that there is a need to examine the vitamin D status of pregnant women residing in other
areas of Brazil who may have less sun exposure. There were different patterns of longitudinal
25(0OH)D concentrations according to the season at recruitment. Although an increase in
1,25(0H),D was observed, these changes were not sufficient to reach vitamin D sufficiency in a
high proportion of women at the level of the current recommendations for adults. Pregnant
women who had insufficient 25(OH)D at the beginning of pregnancy had a higher increase in
1,25(0OH),D across trimesters than those women with sufficient baseline 25(OH)D
concentrations, after controlling for important confounders. The findings from this prospective
cohort conducted in apparently healthy women from a tropical and sunny region contributes to
the understanding of 25(OH)D and 1,25(0OH),D changes during pregnancy and highlights the
importance of vitamin D sufficiency in early pregnancy. Our study has the potential for
generating new evidence since there are few studies that prospectively evaluated plasma
1,25(0OH),D and 25(OH)D concentrations in healthy pregnant women. Further studies are
necessary to set the appropriate 25(OH)D cut points to compensate for the increased

physiological requirements of vitamin D during pregnancy
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Table 1. Baseline characteristics according to vitamin D status in women followed at a public health center in Rio de Janeiro, Brazil, 2009-2012.

Vitamin D status at baseline

Total Endocrine Society Practice Guidelines Institute of Medicine
Variables n=199 Deficient Insufficient Sufficient Deficient Insufficient Sufficient
<50 nmol/L  50-<75nmol/L  >75nmol/L.  p-yglue* < 30 nmol/L 30-<50 > 50 nmol/ P-value*
n=32 n=108 n=59 n=4 nmol/L n=167
n=28
n (%)
Season at recruitment <0.001 0.010
Winter 51 (25.6) 15 (46.9) 30 (27.8) 6 (10.2) 2 (50.0) 13 (46.4) 36 (21.6)
Spring 54 (27.2) 12 (37.5) 29 (26.9) 13 (22.0) 2 (50.0) 10 (35.7) 42 (25.1)
Summer 42 (21.1) 2(6.2) 21 (19.4) 19 (32.2) 0 (0.0) 2(7.2) 40 (24.0)
Autumn 52 (26.1) 3(9.4) 28 (25.9) 21 (35.6) 0(0.0) 3(10.7) 49 (29.3)
Pre-pregnancy BMI
(kg/m?® 0.900 0.872
<25 119 (59.80) 18 (56.2) 65 (60.2) 36 (61.0) 2 (50.0) 16 (57.1) 101 (60.5)
>25 80 (40.20) 14 (43.8) 43 (39.8) 23 (39.0) 2 (50.0) 12 (42.9) 66 (39.5)
Alcohol consumption 0.224 0.203
No 158 (79.4) 29 (90.6) 84 (77.7) 45 (76.3) 0 (0.0 3(10.7) 38 (22.8)
Yes 41 (20.6) 3(9.9) 24 (22.3) 14 (23.7) 4 (100.0) 25 (89.3) 129 (77.2)
Smoking habit 0.687 0.671
No 186 (93.5) 31 (96.9) 100 (92.6) 55 (93.2) 4 (100.0) 27 (96.4) 155 (92.8)
Yes 13 (6.5) 1(3.1) 8 (7.4) 4 (6.8) 0 (0.0) 1(3.6) 12 (7.2)
Education (years) 0.207 0.207
<8 60 (30.2) 8 (25.0) 29 (26.8) 23 (39.0) 9 (25.0) 29 (26.9) 33(39.0)
>8 139 (69.8) 24 (75.0) 79 (73.2) 36 (61.0) 24 (75.0) 79 (73.1) 36 (61.0)

79



Self-reported skin color

White
Mixed
Black
Leisure physical activity

before pregnancy
No

Yes
Parity
Nulliparous
Parous

54 (27.1)
92 (46.2)
53 (26.7)

148 (75.1)
49 (24.9)

78 (39.2)
121 (60.8)

4 (12.5)
18 (56.2)
10 (31.3)

26 (83.9)
5 (16.1)

16 (50.0)
16 (50.0)

35 (32.4)
47 (43.5)
26 (24.1)

82 (76.6)
25 (23.4)

42 (38.9)
66 (61.1)

15 (25.4)
27 (45.8)
17 (28.8)

40 (67.8)
19 (32.2)

20 (33.9)
39 (66.1)

0.268

0.213

0.322

0(0.0)
3 (75.0)
1 (25.0)

4 (100.0)

0(0.0)

2 (50.0)
2 (50.0)

4 (14.3)
15 (53.6)
9(32.1)

22 (81.5)

5 (18.5)

14 (50.0)
14 (50.0)

50 (29.9)
74 (44.3)
43 (25.8)

122 (73.5)
44 (26.5)

62 (37.1)
105 (62.9)

80

0.306

0.342

0.393

Notes: *P-value refers to ANOVA test or to chi-squared test.

b ¢ Different letters at the same line indicate statistically significant difference (P<0.05) between categories of vitamin D using Bonferroni post hoc test. 25(0H)D=25-

hydroxyvitamin D; 1,25(0OH),D=1,25-dihydroxyvitamin D; BMI=Body Mass Index.
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Fig. 1 Frequency of vitamin D status according to trimester of pregnancy in women followed at a public
health center in Rio de Janeiro, Brazil, 2009-2012.

Notes: # Vitamin D status according to the Endocrine Society Clinical Practice Guidelines, vitamin D
inadequacy refers to the sum of vitamin D deficient and insufficient (25(OH)D <75 nmol/L). ® Vitamin D
status according the Institute of Medicine, vitamin D inadequacy refers to the sum of vitamin D deficient

and insufficient (25(OH)D <50 nmol/L).
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Fig. 2 Changes in plasma 25(OH)D and 1,25(OH),D concentrations during pregnancy in women followed at a public health center in Rio de Janeiro, Brazil, 2009-2012.

Notes:  Fitted values were predicted using an unadjusted longitudinal linear regression model between 25(OH)D concentration (nmol/L) and gestational age (weeks) (n=225
groups, n=565 observations). ® Fitted values were predicted using an unadjusted longitudinal linear regression model between 1,25(OH),D concentration (pmol/L) and
gestational age (weeks) (n=214 groups, n=522 observations). Cl=confidence interval; 25(OH)D=25-hydroxyvitamin D; 1,25(0OH),D=1,25-dihydroxyvitamin D. The group

refers to the number of women with at least one data point in time and observation refers to the total number of data points in time for all women.
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Fig. 3 Mean in plasma 25(OH)D concentration according to first, second and third trimester of pregnancy and season of recruitment into the study among women followed at
a public health center in Rio de Janeiro, Brazil, 2009-2012.
Notes: Results are presented as mean and standard deviation (error bars); winter=June 21% to September 21°%; spring=September 22" to December 20"; summer=December

21% to March 19"; autumn=March 20" to June 20"; 25(OH)D=25-hydroxyvitamin D.
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Fig. 4 Changes in plasma 25(OH)D concentration during pregnancy according to seasons at recruitment in women followed at a public health center in Rio de Janeiro, Brazil,
2009-2012.

Notes: Interaction between season at first trimester and gestational age: summer (n=42: reference); winter (n=51): p=1.441; 95% CI, 1.066 to 1.816, P<0.001; spring (n=54):
B=1.126; 95% CI, 0.758 to 1.493, P<0.001; autumn (n=52): p=0.398; 95% CI, 0.044 to 0.752, P=0.028. Longitudinal model adjusted for parity, education, self-reported skin
color and pre-pregnancy Body Mass Index. The shaded grey area represents the 95% CI. The black lines at the bottom of the figure represent the scatter of the data.

winter=June 21% to September 21%; spring=September 22" to December 20™; summer=December 21% to March 19"; autumn=March 20" to June 20". 25(OH)D=25-

hydroxyvitamin D; 1,25(0OH),D=1,25-dihydroxyvitamin D; B=Longitudinal Linear Regression Coefficient; CI=Confidence Interval.
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Vitamin D status at baseline
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Fig. 5 Changes in plasma 1,25(OH),D concentration during pregnancy according to vitamin D status at baseline in women followed at a public health center in Rio de Janeiro,
Brazil, 2009-2012.

Notes: Interaction between vitamin D insufficiency (50-<75 nmol/L) (n=97) and gestational age: B=2.365; 95% CI, 0.675 to 4.054; P=0.006. Longitudinal model adjusted for
seasons at recruitment, parity, education, self-reported skin color and pre-pregnancy Body Mass Index. The shaded grey area represents the 95% confidence interval. The
black lines at the bottom of the figure represent the scatter of the data. 1,25(0OH),D=1,25-dihydroxyvitamin D; p=longitudinal linear regression coefficient, CI=Confidence

Interval.
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Online Supporting Material

Pregnant women Pregnant women
n=229 n=229

First trimester First trimester
n= 199 n= 178

Second trimester Second trimester
n= 188 n= 177

Third trimester Third trimester
n= 178 n= 167

Pregnant women with Pregnant women with
information on 25(OH)D information on
level at least in one time 1,25(0OH),D level at least in
period one time period

Online Resource Fig. 1 Flowchart of the selection process of study final sample of pregnant woman
followed at a public health center in Rio de Janeiro, Brazil, 2009-2012.
b

Notes: * 25(OH)D, total number of observations (data)=565 and total number of groups (women=225).
1,25(0H),D, total number of observations=522 and total number of groups=214. All women with
information for 1,25(0OH),D also present data from 25(OH)D concentrations. 25(OH)D=25-
hydroxyvitamin D; 1,25(0H),D=1,25-dihydroxyvitamin D. The group refers to the number of women

with at least one data point in time and observations refers to the total number of data points in time for

all women.
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Online Resource Fig. 2 Correlation between 1,25(0OH),D and 25(OH)D concentrations during first (a), second (b), and third (c) trimester in women followed at a public

health center in Rio de Janeiro, Brazil, 2009-2012.

Notes: ® first trimester (n=178), ® second trimester (n=177), © third trimester (n=167). 25(0OH)D=25-hydroxyvitamin D; 1,25(0H),D=1,25-dihydroxyvitamin D.
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Online Resource Table 1. Confounders estimates in the longitudinal model of plasma 25(OH)D and 1,25(OH),D concentrations during pregnancy in women
followed at a public health center in Rio de Janeiro, Brazil, 2009-2012.

25(OH)D concentration (nmol/L) according to
season at recruitment

1,25(0OH),D concentration (pmol/L) according to
vitamin D status at baseline

n=199 n=178

Variables n B 95%Cl P n B 95%ClI P
Gestational age 199 0.103 -0.174 t0 0.380 0.465 178 2.646 1.281t0 4.011 <0.001
Vitamin D status at baseline

Sufficient (>75 nmol/L): reference 57

Insufficient (50-<75 nmol/L) _ _ _ _ 97 -54.810 -91.248 to -18.372 0.003

Deficient (< 50 nmol/L) _ _ _ _ 24 -33.577 -86.116 to 18.961 0.210
Season at recruitment*

Summer: reference 42 42

Autumn 52 -10.269 -18.148 to -2.390 0.011 50 -22.760 -47.731 t0 2.210 0.074

Winter 51 -32.215 -40.259 to -24.171 <0.001 35 -23.028 -51.039 to 4.982 0.107

Spring 54 -22.999 -30.914 to -15.084 <0.001 51 16.988 -42.377 to 8.400 0.109
Parity

Nulliparous: reference 78 70

Parous 121 4.782 0.052 t0 9.513 0.048 108 15.414 -3.426 t0 34.253 0.109
Education (years) 199 0.121 -0.686 to 0.928 0.769 178 -1.976 -5.178 t0 1.227 0.227
Pre-pregnancy BMI (kg/m?)

<25: reference 119 105

>25 80 -2.777 -7.26510 1.710 0.225 73 15.757 -2.383 t0 33.896 0.089
Self-reported skin color

White: reference 54 51

Mixed 92 -0.133 -5.406 t0 5.140 0.960 78 -6.612 -27.731 to 14.507 0.539

Black 53 -1.847 -7.80510 4.110 0.543 49 3.501 -20.260 to 27.263 0.773
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Interaction between vitamin D status at
baseline and gestational age

Sufficient (>75 nmol/L): reference 57
Insufficient (50-75 nmol/L) _ _ _ _ 97 2.365 0.675 to 4.054 0.006
Deficient (<50 nmol/L) _ _ _ _ 24 1.126 -1.307 to 3.560 0.364

Interaction  between  season  at
recruitment and gestational age

Summer: reference 42

Autumn 52 0.398 0.044 t0 0.752 0.028 _ _ _ _
Winter 51 1.441 1.066 to 1.816 <0.001 _ _ _ _
Spring 54 1.126 0.758 to 1.493 <0.001

Notes: Longitudinal linear regression coefficient (B), 95% confidence interval (CI) and P were calculated using linear mixed effects; winter=June 21% to September 21°;

spring=September 22" to December 20" summer=December 21* to March 19": autumn=March 20" to June 20™; 25(OH)D=25-hydroxyvitamin D;1,25(0OH),D=1,25-

dihydroxyvitamin D; BMI=Body Mass Index.
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Abstract

Plasma concentrations of vitamin D metabolites can be inversely associated with
depressive symptoms. However, few longitudinal studies have investigated this
association, especially during pregnancy. The aim of this study was to investigate the
association between concentrations of 25-hydroxyvitamin D [25(OH)D] and 1,25-
dihydroxivitamin D [1,25(0OH),D] with the occurrence of depressive symptoms
throughout pregnancy. A prospective cohort of 179 women was followed at 5"-13",
20"-26™ and 30™-36™ gestational weeks. At each trimester of pregnancy, the plasma
concentrations of 25(OH)D and 1,25(0OH),D were analyzed by liquid chromatography
tandem mass spectroscopy. Vitamin D status was categorized according to the
Endocrine Society Practice Guidelines and the Institute of Medicine. Depressive
symptoms were measured at each trimester using the Edinburg Postnatal Depressive
Scale (cutoff >13). Statistical analyses included random intercept logistic regression
models for longitudinal analyses. In the first trimester, the prevalence of 25(OH)D <75,
<50 and <30 nmol/L were 69.3%, 14.0% and 1.7%, respectively. Prevalence of
depressive symptoms were 20.1%, 14.7% and 7.8% for the first, second and third
trimesters, respectively. The probability of occurrence of depressive symptoms
decreased throughout pregnancy (p-value=0.005). Women with higher concentrations of
25(0H)D in the first trimester presented a lower odds ratio (OR) for the development of
depressive symptoms during pregnancy (OR=0.98; 95%CI: 0.96 to 0.99, p-
value=0.047) in the adjusted model. In conclusion, there was a higher prevalence of
vitamin D inadequacy and depressive symptoms during the first trimester. Higher
25(OH)D concentrations in the first trimester were associated with a decrease of 2% in

the odds for presenting depressive symptoms throughout pregnancy.

Keyword: Vitamin D; micronutrients; Brazil; depression; mental health; pregnancy.
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1. Introduction

Depression is considered a major public health issue (WHO, 2012). Pregnancy is
a physiological period of strong biological, physical and social changes (Marcus, 2009)
in which women are more vulnerable to develop this disease (Soares and Zitek, 2008).
The prevalence of this mental disorder during pregnancy in developing and transitional
countries, such as Brazil, has been estimated to be around 20%, while in developed
countries it is between 10 to 15% (Pereira et al., 2011). Depression during pregnancy is
associated with adverse maternal and fetal outcomes, such as postpartum depression
(Pereira et al., 2011), low birth weight and preterm birth (Grote et al., 2010).

Previous studies have identified sociodemographic, lifestyle and nutrition
characteristics as factors potentially associated with depression during pregnancy
(Brandenbarg et al., 2012; Lancaster et al., 2010; Thiengo et al., 2012; Willians et al.,
2016). Vitamin D is considered a neurosteroid hormone and its role in the
pathophysiology of depression has been investigated (Eyles et al., 2013; Fernandes de
Abreu et al., 2009). Moreover, this hormone is important for maternal and child health
(Aghajafari et al., 2013; Brandenbarg et al., 2012; Holick et al., 2011; Schneuer et al.,
2014). Vitamin D deficiency has been shown to be associated with pre-eclampsia,
gestational diabetes, depressive symptoms, low birth weight, and preterm birth
(Aghajafari et al., 2013; Brandenbarg et al., 2012; Schneuer et al., 2014).

A systematic review and meta-analysis revealed that vitamin D status is
inversely associated with depression in adults and elderly people (Anglin et al., 2013).
Having pooled data from nine cross-sectional studies, researchers identified an
increased odds ratio (OR) for depressive symptoms (OR=1.31, 95%CI: 1.0-1.71) in
women with lower 25(OH)D levels (<50 nmol/L) compared to those with higher levels

(25(OH)D (=50 nmol/L). Similarly, in three cohort studies, an increased hazard ratio


http://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00737-013-0409-0#author-details-1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27325609
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(HR) for depressive symptoms was identified among women with lower 25(OH)D
concentrations (<50 nmol/L) compared to women with higher levels (>50 nmol/L)
(HR=2.21, 95%CI: 1.40-3.49). Moreover, the data from one case-control demonstrated
that the mean 25(OH)D concentration found in depressed individuals was 67.5 nmol/L
and 85 nmol/L in controls (standardized mean difference=0.60, 95%CI: 0.23-0.97)
(Anglin etal., 2013).

There is still little evidence concerning the associations between vitamin D
status and depressive symptoms during pregnancy (Brandenbarg et al., 2012; Cassidy-
Bushrow et al., 2012; Huang et al., 2014; Willians et al. 2016). Moreover, to the best of
our knowledge, no study has evaluated the longitudinal association between 25(OH)D
and 1,25-dihydroxivitamin D [1,25(0OH),D] concentrations and depressive symptoms
assessed at all trimesters of pregnancy in apparently healthy women. The aim of this
study was to estimate the association between plasma concentrations of vitamin D

biomarkers and depressive symptoms measured longitudinally during pregnancy.

2. Material and methods

This a prospective cohort study of pregnant women recruited at a Public Health
Center in Rio de Janeiro, Brazil, between November 2009 and October 2011. Pregnant
women were invited to participate in the study if they met the following eligibility
criteria: being in their 5"-13" weeks of gestation, aged between 20 and 40 years, free of
chronic or infectious diseases (except obesity) and presenting a singleton pregnancy.
The participants were followed three times throughout pregnancy: 5"-13" (baseline),
20"-26™ and 30™-36™ gestational weeks.

The Research Ethics Committee of the Municipal Secretariat of Health and Civil

Defense of the State of Rio de Janeiro (Protocol number: 0012.0.249.000-09) approved



94

the present study. Written consent from all participants was obtained freely and
spontaneously, after all necessary clarifications were provided, in accordance with
principles of the Declaration of Helsinki.

A total of 322 pregnant women who met the eligibility criteria were invited to
participate; of those, 23 chose not to participate. Moreover, 75 women were excluded
based on confirmed pre-gestational diagnosis of non-communicable diseases (n=12),
diagnosis of chronic or infectious diseases (n=9), twin pregnancy (n=4), missed the
baseline interview (n=20), miscarriage (n=25), and stillbirth (n=5). Additionally, 15
women were excluded because of missing data on the Edinburgh Postpartum
Depression Scale (EPDS) (n=5) or missing data on confounding variables (n=7), and
due to the use of antidepressants at the moment of the baseline evaluation (n=3). For the
25(0OH)D and 1,25(0OH),D analyses, 30 and 20 pregnant women were excluded,
respectively because they presented no information on these variables at baseline.

The losses to follow-up between the first and second trimester were 23 and 16
women for 25(0OH)D and 1,25(0OH).D, respectively. At the second trimester, a
subsample of 41 women were invited to participate in a clinical randomized trial (RCT)
to test the efficacy of omega-3 supplementation during pregnancy as a means of
preventing postpartum depressive symptoms. Women were allocated into a fish-oil (1.8
g of omega-3 per day) or a placebo group (soybean oil) and were followed for 16
weeks. All women who participated in the RCT from the third trimester analysis were
excluded, which included 28 participants for the analysis of 25(OH)D and 25 for
1,25(0H),D.

The total sample size for analyses of 25(OH)D was 179, 156 and 128 and for
1,25(0OH),;D was 159, 143 and 118 pregnant women in the first, second and third

pregnancy trimester, respectively (Supplemental Figure 1).
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2.1 Vitamin D metabolite concentrations

Maternal blood samples were collected in each follow-up period by a trained
technician after a 12 hour fast. Blood samples were centrifuged (at 5,000 rpm for 5
minutes) and plasma was separated and stored at -80°C until analysis.

Plasma 25(OH)D and 1,25(0OH),D were analyzed by the Quest Diagnostics
Nichols Institute (San Juan Capistrano, CA, USA) which forms part of the Hormone
Standardization Program conducted by the Centers for Disease Control and Prevention.
Liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) was the chosen
analysis method. The instruments used were the LC Thermo Cohesive System coupled
to the Thermo Quantum Ultra Mass Spectrometer (Thermo Fisher; San Jose, CA, USA).
Analytical measurement ranges were 19-960 pmol/L for 1,25(0OH),D and 10-640
nmol/L for 25(OH)D. The coefficients of variation for all analyses were <10%.

At baseline, 25(OH)D concentrations were analyzed as continuous variables and
were also categorized as vitamin D deficiency (<50 nmol/L) and inadequacy (<75
nmol/L) according to the Endocrine Society Practice Guidelines; and as vitamin D
deficiency (<30 nmol/L) and inadequacy (<50 nmol/L) based on the Institute of
Medicine (IOM) recommendations (Holick et al., 2011; IOM, 2011). For the
longitudinal analyses, 25(OH)D (nmol/L) and 1,25(OH),D (pmol/L) concentrations

were analyzed as continuous variables.

2.2 Depressive symptoms
The EPDS scale was assessed by trained interviewers at each trimester of
pregnancy in order to evaluate depressive symptoms. This scale consists of ten

questions, each one with four answer options that are assigned a score from 0 to 3 (total


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjO9Mn1nsTLAhUHGJAKHZ9WALcQFggpMAE&url=http%3A%2F%2Fiom.nationalacademies.org%2F&usg=AFQjCNG3INw1B0mM0wbcu6Ug7CmJ-M0AJw&sig2=PR2SShFX27Xdvhof5md_WQ&bvm=bv.116954456,d.Y2I
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjO9Mn1nsTLAhUHGJAKHZ9WALcQFggpMAE&url=http%3A%2F%2Fiom.nationalacademies.org%2F&usg=AFQjCNG3INw1B0mM0wbcu6Ug7CmJ-M0AJw&sig2=PR2SShFX27Xdvhof5md_WQ&bvm=bv.116954456,d.Y2I
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score range from 0 to 30) and represent a measure of the mother's mood for the
preceding seven days. The EPDS was developed for use in the postpartum period by
Cox et al. (1987) and was validated for use in pregnancy by Murray and Cox (1990).
This scale was further validated by Santos et al. (2007) in a study with mothers from
Pelotas, Rio Grande de Sul, Southern Brazil, in the postpartum period, and according to
Santos et al. (2007) the cut-off point of >13 (59.5% sensitivity; 88.4% specificity)
indicates a high risk for depressive symptoms. Thus, in the present study, we
categorized the EPDS score as >13 and <13 to evaluate the presence or absence of

depressive symptoms, respectively.

2.3 Covariates assessment

Structured questionnaires were administered in order to obtain socioeconomic,
demographic, reproductive and lifestyle data. The following variables were collected in
the first follow-up visit: marital status (lives with a partner/does not live with a partner),
per-capita family (R$), parity (0 parturition/>1 parturition), smoking habit (yes/no),
alcohol intake (yes/no), self-reported skin color (white/mixed/black), leisure physical
activity before pregnancy (yes/no) and planned pregnancy (yes/no). The season was
classified according to the date of recruitment as follows: winter (June 21st to
September 21st); spring (September 22nd to December 20th); summer (December 21st
to March 19th); or autumn (March 20th to June 20th). Information on age and education
was analyzed both as continuous (years) and categorical (<30/>30 years and <8/>8
years, respectively) variables.

The gestational age was calculated based on data from the first ultrasonography
(USG) examination or in cases where the first USG was not performed prior to the 24"

week of gestation, data on the last menstrual period was used instead. Previous history
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of depression (yes/no) was evaluated at baseline of the study according to the MINI
International Neuropsychiatric Interview (Sheehan, 1998). Pre-gestational body mass
index (BMI) (weight [kg]/height [m?]) was calculated based on self-reported pre-
gestational weight and on the height (cm) measured at baseline using a portable
stadiometer (SECA Ltd., Hamburg, Germany).

Intake of vitamin D (IU/day) and calcium (mg/day) were adjusted for total
energy using the residual method (Willett et al., 1997). Intake was estimated using the
food composition reference from the Tables of Nutritional Composition of Food
Consumed from the Brazilian Institute of Geography and Statistics (IBGE, 2011). These
data were obtained using a semi-quantitative food frequency questionnaire (FFQ),
which was administered by trained interviewers during the third trimester. This
questionnaire was further validated for the adult population of Rio de Janeiro, Brazil

(Sichieri and Everhart, 1998) and referred to the last six months.

2.4 Statistical analysis

We compared the main characteristics between 299 women that chose to
participate in the present study and the 179 that were enrolled at baseline in order to
assess for potential selection bias and the profile of women who reached the final
follow-up and those who were lost to follow-up or excluded from the analysis.

Normality of continuous variables was assessed by Shapiro-Wilks tests and
histograms. The characteristics at baseline were evaluated according to presence or
absence of depressive symptoms. These characteristics were described using means and
standard deviations (SD) for continuous variables and relative frequencies (%) for
categorical variables. Student's T and chi-squared tests were employed to compare mean

and proportions, respectively. Fisher's exact tests were applied to compare proportions


https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi1zsf2-6vRAhXMgJAKHSEtBmkQFggcMAA&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FFisher%27s_exact_test&usg=AFQjCNGr8Gs4efSrtz100zL15wCBMEErzw&sig2=WWfRdBxhkTQN3Aev8r6XdA
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when n<5. The prevalence of depressive symptoms throughout pregnancy was
compared using the McNemar test.

The association between baseline concentrations of 25(OH)D and 1,25(0OH),D
as continuous variables, and depressive symptoms (EPDS >13/<13) during pregnancy
were estimated with random intercept logistic regression models. This analysis
considers the correlation structure of the measures in the same woman. The probability
of depressive symptoms was also calculated throughout pregnancy according to the
concentrations of 25(OH)D and 1,25(0OH),D in the first trimester adjusting for relevant
confounders.

The confounders were selected based on a directed acyclic graph (DAG) that
was constructed with DAGitty; an online free software (Textor et al., 2011). The DAG
is a graphical model that functions to identify minimal sufficient adjustment to estimate
causal effects between exposure and outcome. The DAG for the causal relationship
between 25(OH)D and depressive symptoms suggested that the following variables
should be adjusted: gestational age, age, pre-pregnancy body mass index, self-reported
skin color, previous history of depression, education, alcohol intake and smoking habit
(Supplemental Figure 2).

Analyses were performed using Stata (version 12.0) and R (version 3.3.1)

software. A p-value of <0.05 was considered significant.

3. Results

The analysis of data from women that chose to participate (n=299) and those
that were enrolled at baseline (n=179) revealed that losses to follow-up occurred
randomly. No differences were identified regarding 25(OH)D, 1,25(0OH),D, depressive

symptoms or socio-demographic, lifestyle and reproductive characteristics at baseline



99

when women who completed the follow-up were compared to those classified as losses
to follow-up or who were excluded (data not shown).

Women with depressive symptoms at baseline (EPDS >13) tended to have lower
mean (SD) of per-capita family income [450.1 (356.4) vs. 569.9 (322.8) reais], vitamin
D intake [154.0 (76.9) vs. 196.2 (196.2) 1U/day] and calcium intake [675.0 (289.7) vs.
810.4 (373.7) mg/day]. They also had higher frequencies of previous history of
depression (75.0% vs. 38.5%), of not living with a partner (33.3% vs. 16.8%), of
carrying an unplanned pregnancy (77.8% vs. 56.6%) and pre-pregnancy obesity (22.2%
vs. 10.5%) compared to women without depressive symptoms in the first trimester. The
prevalence of 25(0OH)D <30, <50 and <75 nmol/L at baseline were 1.7%, 14.0% and
69.3%, respectively (Table 1).

The prevalence of depressive symptoms were 20.1%, 14.7% and 7.8% in the
first, second and third trimesters, respectively. The prevalence of depressive symptoms
was higher in the first trimester compared to the third trimester of pregnancy (p-value=
0.012) (Supplemental Figure 3). The predicted probability of depressive symptoms
decreased throughout pregnancy (p-value= 0.005) (Figure 1).

A 2% decrease in the odds of having depressive symptoms throughout
pregnancy was observed for each one-unit increase in 25(OH)D concentrations in the
first trimester, considering the longitudinal change in the same women during
pregnancy (OR=0.98; 95%CI: 0.96-0.99, p-value=0.047) in the adjusted model. This
result was not observed when 1,25(0OH),D in the first trimester was considered (Table
2). The evolution of longitudinal concentrations of 25(OH)D and 1,25(0OH),D
throughout pregnancy trimesters did not present significant associations with depressive

symptoms (Table 3). Higher concentrations of 25(OH)D nmol/L in early pregnancy
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represents lower predicted probability of depressive symptoms during pregnancy in the

adjusted model (p-value=0.047) (Figure 2).

4. Discussion

This study has three main findings. First, the prevalence of depressive symptoms
was high, particularly in the first trimester (20.1%) and the longitudinal probability of
developing these symptoms decreased throughout pregnancy. Second, a high prevalence
of women with 25(OH)D concentrations <75 nmol/L (69.3%) in early pregnancy was
identified despite Rio de Janeiro being a tropical region (23°S latitude). Finally, the
present study observed that each one-unit increase of 25(OH)D in early pregnancy was
associated with a 2.0% reduction in the odds of developing depressive symptoms.

A prevalence of depressive symptoms similar to the one reported in the present
study utilized a cutoff-point of 13 or more was observed in a sample of 4,130 pregnant
women between the 16™-24" gestational weeks from Pelotas, a Southern Brazilian city
(EPDS > 13=16.0%) (Coll et al., 2017). Moreover, the prevalence of depression in
developing countries is usually higher than in developed ones (Pereira et al., 2011).
Perlen et al. (2013) reported that 9% of their sample of 1,507 nulliparous
Australian women evaluated in early pregnancy presented depressive symptoms (EPDS
> 13). Lara et al. (2015) demonstrated a prevalence of 16.6% when assessing depressive
symptoms according to the Patient Health Questionnaire (cutoff >9) in 280 Mexican
women during the third trimester of pregnancy.

Few longitudinal studies have evaluated depressive symptoms during pregnancy
and the results of this study are similar to previous investigations that observed a
decrease in depressive symptoms during this period (Figueiredo and Conde, 2011;

Micali et al., 2011). Figueiredo and Conde (2011) investigated depressive symptoms
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(EPDS > 10) from early pregnancy to 3-months postpartum in 260 Portuguese women
and observed a prevalence of 20.0%, 19.6%, 17.4% in women in the first, second, and
third pregnancy trimesters, respectively. Micali et al. (2011) assessed depressive
symptoms (EPDS >12) in 9,660 women from the Avon Longitudinal Study of Parents
and Children, and reported that depression scores significantly decreased over time.
Values were 10.6%, 6.6%, 2.0% and 1.1% at 18 and 32 weeks of pregnancy and at 8
weeks and 8 months post-partum, respectively.

Through this study, it was observed that women with depressive symptoms in
the first trimester of pregnancy had higher pre-pregnancy BMI >30 (kg/m?) (22.2%)
compared to those without depressive symptoms (10%), corroborating results
previously published by Molyneaux et al. (2014). Body fat can sequester vitamin D
causing obese pregnant women to become more vulnerable to vitamin D deficiency
(Bodnar et al., 2007). Thus, BMI is considered an important confounder.

The identification of confounders on the causal relationship of an exposure and
an outcome is still a great matter of debate. The use of the DAG approach was found to
be more widespread recently and should be considered as an important tool in
determining causal relationships. Such an approach can avoid over adjustments and
minimize the magnitude of the bias in the produced estimate (Textor et al., 2011). The
scientific literature has shown that dietary intake of vitamin D and season are variables
widely recognized for its influence on vitamin D plasma concentrations. Vitamin D it is
metabolized in the liver to 25(OH)D and thus impacts plasma concentrations of vitamin
D metabolites (Holick, 2007). In relation to the season, although it is recognized as an
important determinant of vitamin D (Figueiredo et al., 2017), it is uncommon to find
seasonal affective disorders in Brazil, as it is a tropical country with abundant sunlight

throughout the year (D’incao and Gastaud, 2015; Kerr-Correa et al., 1998; Marqueze et
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al., 2015). According to the DAG that has driven our confounder selection, neither
vitamin D intake nor season were identified as confounders. Thus, in the present study,
these variables were not considered in the multiple regression analysis (Textor et al.,
2011).

There is a high interest in studies that investigate the association between plasma
concentrations of vitamin D and depression (Anglin et al., 2013; Holick et al., 2011;
IOM, 2011). There is a strong biological plausibility for the association between
vitamin D plasma concentrations and depressive symptoms. Vitamin D receptors are
present in diverse brain areas that are possibly involved in depression such as the
hypothalamus, substantia nigra, and prefrontal cortex (Eyles et al., 2005; Eyles et al.,
2013). Moreover, the active metabolite of vitamin D, 1,25(OH),D, modulates the
dopamine and serotonin synthesis by transcription of the tryptophan hydroxylase 2 and
tyrosine hydroxylase genes, respectively (Eyles et al., 2013; Patrick et al., 2014).
These neurotransmitters can be involved in the pathophysiology of mood disorders
(Hasler, 2010; Soares and Zitek, 2008). Additionally, 1,25(0OH),D regulates the
neurotrophic factors and act in processes such as neuroprotection and neuroplasticity in
the brain (Brown et al., 2003; Fernandes de Abreu, 2009; Eyles et al., 2013).

The present study observed that each one-unit increase of 25(OH)D in early
pregnancy was associated with a 2.0% reduction in the odds of developing depressive
symptoms, considering the longitudinal change in the same women during pregnancy.
Thus, the results of this study present clinical health relevance considering that the
women in the 25th percentile of the distribution of 25(OH)D (55 nmol/L) had on
average, less 22.5 nmol/L concentration units than women on the 75th percentile (77.5
nmol/L). Based on the random intercept logistic model applied, (1-exp(-

0.02*22.5)=0.3623718), this would represent a 36.2% higher chance of developing
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depressive symptoms throughout pregnancy for those with less 25(OH)D. No
significant association was observed for 1,25(0OH),D concentrations. Several factors
may explain the results found in the present study. First, 25(OH)D is the best biomarker
available to assess vitamin D status (Holick et al., 2011; 10M, 2011). Second, plasma
concentrations of 1,25(0OH),D are very tightly regulated and vary according to the
concentrations of parathyroid hormone, fibroblast growth factor, calcium and
phosphorus (Holick et al., 2011; IOM, 2011). However, the extra-renal synthesis of
1,25(0OH),D in organs such as the brain depends mainly on the local factors and
presence of 25(0OH)D concentrations (Adams and Hewison, 2012; Hobaus et al., 2013;
Holick et al., 2011; Schlégl and Holick, 2014). Thus, lower concentrations of 25(OH)D
have an impact on extrarenal production of 1,25(0OH),D.

Moreover, when 25(OH)D and 1,25(0OH),D concentrations in each trimester of
pregnancy were considered, no association was observed with depressive symptoms
during pregnancy. Physiological adaptations alter maternal concentrations of vitamin D
metabolites in order to provide sufficient calcium for fetal bone mineralization, mainly
in women that started pregnancy with low concentrations of 25(OH)D (Brannon and
Picciano, 2011; Figueiredo et al., 2017). Figueiredo et al. (2017) observed that healthy
pregnant Brazilian women with insufficient vitamin D status in the first trimester had a
greater increase in 1,25(OH),D concentrations throughout pregnancy in comparison to
women with sufficient vitamin D (50-<75 nmol/L). Thus, through this study it is
suggest that 25(OH)D concentrations in the first trimester may be associated with
pregnancy outcomes more than concentrations of 25(OH)D measured at second or third
trimesters (Boyle et al, 2016; Figueiredo et al., 2017; Lepsch et al., 2017; Schneuer et

al., 2014; Willians et al., 2016).
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Similar results have been shown among several studies which evaluated the
association between 25(OH)D concentrations and depressive symptoms during
pregnancy (Brandenbarg et al., 2012; Cassidy-Bushrow et al., 2012; Huang et al., 2014;
Willians et al., 2016). Huang et al. (2014) found significant association between
25(0OH)D concentrations and depressive symptoms at 16" gestational week in 498
American women who reported no leisure time physical activity. Cassidy-Bushrow et
al. (2012) observed that for every 1-unit increase in log 25(OH)D concentrations in
early pregnancy the odds of depressive symptoms evaluated between 13"-28" gestation
weeks decreased by 46% among 178 African American women. Brandenbarg et al.
(2012) demonstrated that vitamin D deficiency [25(OH)D <30 nmol/L] or vitamin D
insufficiency [25(OH)D 30-<50 nmol/L] in the first trimester was significantly
associated with depressive symptoms at the 6™ week gestation when compared with
women with vitamin D adequacy [25(OH)D >80 nmol/L] among 4,236 women from the
Netherlands, Amsterdam. A recent cohort among 126 pregnant women residing in
Michigan (US) exhibited an inverse association between maternal 25(OH)D at 12-20
weeks and depression symptoms at 12-20 and 34-36 weeks of gestation (Willians et al.
2016).

A high prevalence of vitamin D inadequacy [25(OH)D <75 nmol/L) (69.3%)
was observed during pregnancy. Similar results have also been reported worldwide
(Sarafa et al., 2015; Schneuer et al., 2014). In countries such as Thailand (14°01°N);
Australia (34°S) and Ireland (52°N), for example, the prevalence of vitamin D
inadequacy in the first trimester of pregnancy using the same cutoff-point of the present
study were 83.3%, 80.4% and 75.0%, respectively (Charatcharoenwitthaya et al., 2013;

Kiely et al., 2016; Schneuer et al., 2014).
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Some limitations of the present study should be highlighted. The main limitation
was the losses to follow-up. However, these occurred randomly and no differences were
found regarding 25(OH)D, 1,25(0OH),D, depressive symptoms and baseline
characteristics between pregnant women with data in all trimesters or those with data in
at least one trimester. The high prevalence of the women with previous history of
depression may be seen as a possible limitation, considering that these women may
have less sunlight exposure, which could put them at risk for vitamin D deficiency
(Penckofer et al., 2010; McCue et al., 2012). Thus, the possibility of reverse causality
cannot be ruled out. An attempt to minimize this limitation by comparing the 25(OH)D
and 1,25(0OH),D concentrations among women with or without a previous history of
depression was performed and no significant differences were found. Furthermore,
pregnant women who used antidepressants at baseline were also excluded, and the
subsequent analyses were adjusted by previous history of depression.

A further limitation exists in the use of EPDS that could have introduced
misclassification of depression considering that this instrument does not provide a
clinical diagnosis of this disorder, rather, the questionnaire only screens for the presence
of depressive symptoms. However, any misclassification would be non-differential
considering the misclassification rates do not differ between the study groups (Gordis,
2009). Moreover, the Brazilian version of the EPDS has been validated for postpartum
women (Santos et al., 2007). In addition to the above, this instrument has been widely
used during pregnancy in Brazil and around the world (Coll et al., 2017; Micali et al.,
2011).

Some significant strengths are also demonstrated by this study. The longitudinal
design allows for measurement of changes over time. Moreover, the random intercept

logistic regression model was utilized adjusted for important confounders based on the
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DAG. This study also analyzed both 25(OH)D and 1,25(OH),D whereas many studies
only analyze 25(OH)D concentrations. The 25(OH)D and 1,25(OH),D were analyzed
using a gold standard method (LC-MS/MS). Moreover, we also presented data of

vitamin D and calcium intake, vitamin D supplementation.

5. Conclusion

The findings from this prospective study demonstrated a high prevalence of
vitamin D inadequacy and depressive symptoms in apparently healthy pregnant women
residing in a developing country located in a tropical region. Women with higher
concentrations of 25(OH)D in early pregnancy were associated with lower odds of
depressive symptoms during pregnancy, after adjustment for relevant confounders.
There is a high interest in modifiable risk factors for the prevention or treatment of
depression. Improving vitamin D status among pregnant women may be a cost-effective
strategy. However, future prospective and RCT studies among pregnant women are

needed to assess causality between vitamin D concentrations and depression.
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Table 1. Baseline characteristics of pregnant women with and without depressive symptoms followed at a public health center in

Rio de Janeiro, Brazil, 2009-2012.

Variables All (n=179) EPDS <13 (n= 143) EPDS >13 (n= 36) P-value ™ ¥ ¥
n [mean (SD)] n [mean (SD)]
25(0OH)D (nmol/L) 179 [66.2 (17.5)] 143 [66.6 (18.0)] 36 [64.4 (15.8)] 0.254
1,25(0H),D (pmol/L) 159 [172.5 (76.7)] 126 [174.9 (78.0)] 33[163.4 (72.2)] 0.224
Depressive symptoms (score) 179 [8.7 (4.6)] 143 [7.0 (3.2)] 36 [15.5 (2.3)] <0.001
Age (years) 179 [26.8 (5.6)] 143 [26.7 (5.4)] 36 [27.4 (6.4)] 0.477
Per-capita family income (R$) 179 [545.8 (332.3)] 143 [569.9 (322.8)] 36 [450.1 (356.4)] 0.052
Dietary vitamin D intake during pregnancy (1U/day) 154 [371.8 (108.5)] 123 [380.3 (113.8)] 31[338.1 (76.9)] 0.052
Dietary calcium intake during pregnhancy (mg/day) 153 [1550.5 (361.5)] 122 [1578.0 (373.7) 31 [1442.5 (289.7)] 0.062
n (%) n (%)
Previous history of depression <0.001
No 97 (54.2) 88 (61.5) 9 (25.0)
Yes 82 (45.8) 55 (38.5) 27 (75.0)
Alcohol consumption 0.861
No 146 (81.6) 117 (81.8) 29 (80.6)
Yes 33(18.4) 26 (18.2) 7(19.4)
Smoking habit 0.572
No 170 (95.0) 136 (95.1) 34 (94.4)
Yes 9 (5.0) 7(4.9) 2 (5.6)
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Variables All (n=179) EPDS <13 (n= 143) EPDS >13 (n= 36) P-value " *
n (%) n (%)
Education (years) 0.111
<8 55 (30.7) 40 (28.0) 15 (41.7)
>8 124 (69.3) 103 (72.0) 21 (58.3)
Marital status 0.027
Lives with a partner 143 (79.9) 119 (83.2) 24 (66.7)
Does not lives with a partner 36 (20.1) 24 (16.8) 12 (33.3)
Pre-pregnancy BMI (kg/m?) 0.060
<30 156 (87.2) 128 (89.5) 28 (77.8)
>30 23 (12.8) 15 (10.5) 8 (22.2)
Leisure physical activity before pregnancy 0.593
No 133 (74.3) 105 (73.4) 28 (77.8)
Yes 46 (25.7) 38 (26.6) 8 (22.2)
Parity 0.137
0 69 (38.6) 59 (41.2) 10 (27.8)
>1 110 (61.4) 84 (58.8) 26 (72.2)
Planned pregnancy 0.020
No 109 (60.9) 81 (56.6) 28 (77.8)
Yes 70 (39.1) 62 (43.4) 8 (22.2)
Self-reported skin color 0.361
White 48 (26.8) 36 (25.2) 12 (33.3)
Mixed 86 (48.1) 68 (47.5) 18 (50.0)
Black 45 (25.1) 39 (27.3) 6 (16.7)
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Variables All (n=179) EPDS <13 (n= 143) EPDS >13 (n= 36) P-value " *
n (%) n (%)

Season at recruit 0.137
Winter 43 (24.0) 31 (21.6) 12 (33.3)
Spring 48 (26.8) 37 (25.9) 11 (30.6)
Summer 37 (20.7) 34 (23.8) 3(8.3)
Autumn 51 (28.5) 41 (28.7) 10 (27.8)

Vitamin D status

25(0OH)D <75 nmol/L 0.216
No 55 (30.7) 47 (32.9) 8 (22.2)
Yes 124 (69.3) 96 (67.1) 28 (77.8)

25(0OH)D <50 nmol/L 0.403
No 154 (86.0) 122 (85.3) 32 (88.9)
Yes 25 (14.0) 21 (14.7) 4(11.1)

25(0H)D <30 nmol/L 0.508
No 176 (98.3) 140 (97.9) 36 (100.0)
Yes 3(1.7) 3(2.1) 0 (0.0)
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Notes: 'Depressive symptoms evaluated according to Edinburgh Postnatal Depression Scale (EPDS); *p-value refers to Students t test; *p-value refers to chi-squared test
(n>5); "p-value refers to Fisher's exact test (n<5). The significance of bold values is p-value<0.05. BMI=Body Mass Index; 25(OH)D=25-hydroxyvitamin D;

1,25(0H),D=1,25-dihydroxyvitamin D; 1U= International Unit.
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Figure 1. Predicted probabilities of depressive symptoms throughout pregnancy in women

followed at a public health center in Rio de Janeiro, Brazil, 2009-2012.

Notes: The line represents the probabilities of depressive symptoms and the shaded grey area represents the 95%
confidence intervals. Depressive symptoms were evaluated according to Edinburgh Postnatal Depression Scale
(<13/>13); n=187 groups; n=470 observations; the group refers to the number of women with at least one data

point in time and observation refers to the total number of data points in time for all women. P-value=0.005.
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Table 2. Random intercept logistic model between first trimester vitamin D concentrations
and depressive symptoms' measured prospectively in women followed at a public health
center in Rio de Janeiro, Brazil, 2009-2012.

Depression symptoms (<13/>13)"

OR? 95% ClI p-value®
First trimester 25(OH)D (nmol/L) 0.98 0.96-0.99 0.047
Gestational age (weeks) 0.96 0.94-0.98 <0.001
Age (<30/>30) 0.71 0.39-1.26 0.249
Pre-pregnancy BMI (<30/>30 kg/m?) 1.60 0.79-3.21 0.183
Self-reported skin color (white/mixed or black) 1.30 0.71-2.37 0.383
Education (years) 0.90 0.82-0.98 0.020
Alcohol intake (no/yes) 1.33 0.71-2.48 0.360
Smoking (no/yes) 1.10 0.42-2.84 0.836
Previous history of depression (no/yes) 4.08 2.38-7.00 <0.001
First trimester 1,25(0OH),D (pmol/L) 1.00 0.99-1.00 0.766
Gestational age (weeks) 0.94 0.92-0.97 <0.001
Age (<30/>30) 0.69 0.36-1.32 0.274
Pre-pregnancy BMI (<30/>30 kg/m?) 1.78 0.85-3.73 0.122
Self-reported skin color (white/mixed or black) 1.40 0.73-2.70 0.302
Education (years) 0.86 0.78-0.95 0.004
Alcohol intake (no/yes) 1.38 0.71-2.67 0.332
Smoking (no/yes) 1.39 0.40-4.84 0.225
Previous history of depression (no/yes) 3.24 1.80-5.60 <0.001

Notes: 'Depressive symptoms were evaluated according to Edinburgh Postnatal Depression Scale (<13/>13).
20Odds Ratio and 95% CI were calculated using a random intercept logistic regression model; p-value refers to
the maximum likelihood estimator. The significance of bold values is p-value<0.05. Unadjusted effects:
25(0OH)D= OR 0.99; 95%CI 0.97-1.00, p-value=0.276; 1,25(0OH),D= OR 1.00; 95%CI 0.99-1.00, p-
value=0.539. Reference categories: age <30 years, pre-pregnancy BMI <30 kg/m?, self-reported skin color white,
no alcohol intake, no smoking, no previous history of depression. 25(OH)D: n=187 groups; n=470 observations.
1,25(0H),D: n=167 groups; n=426 observations; the group refers to the number of women with at least one data
point in time and observation refers to the total number of data points in time for all women. BMI=Body Mass
Index; 25(OH)D=25-hydroxyvitamin D; 1,25(0OH),D=1,25-dihydroxyvitamin D; OR= Odds Ratio; Cl=
Confidence Intervals.
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Table 3. Random intercept logistic model between vitamin D concentrations and depressive
symptoms' measured prospectively in women followed at a public health center in Rio de
Janeiro, Brazil, 2009-2012.

Depression symptoms (<13/>13)"

OR? 95% ClI p-value®
25(0OH)D (nmol/L) throughout pregnancy 0.99 0.98-1.01 0.982
Gestational age (weeks) 0.96 0.93-0.99 0.014
Age (<30/>30) 0.71 0.38-1.31 0.282
Pre-pregnancy BMI (<30/>30 kg/m?) 1.94 0.97-3.87 0.057
Self-reported skin color (white/mixed or black) 1.25 0.68-2.28 0.462
Education (years) 0.90 0.82-0.99 0.403
Alcohol intake (no/yes) 1.24 0.65-2.34 0.501
Smoking (no/yes) 0.98 0.37-2.62 0.983
Previous history of depression (no/yes) 3.87 2.24-6.69 <0.001
1,25(0OH),D (pmol/L) throughout pregnancy 1.00 0.99-1.00 0.270
Gestational age (weeks) 0.95 0.93-0.98 0.006
Age (<30/>30) 0.83 0.44-1.58 0.589
Pre-pregnancy BMI (<30/>30 kg/m?) 1.80 0.95-3.41 0.115
Self-reported skin color (white/mixed or black) 1.55 0.81-2.94 0.179
Education (years) 0.90 0.82-0.99 0.042
Alcohol intake (no/yes) 1.08 0.55-2.14 0.804
Smoking (no/ yes) 0.73 0.24-2.22 0.588
Previous history of depression (no/yes) 3.38 1.93-5.90 <0.001

Notes: 'Depressive symptoms were evaluated according to Edinburgh Postnatal Depression Scale (<13/>13).
0Odds Ratio (OR) and 95% Confidence Intervals (CI) were calculated using a random intercept logistic
regression model; ®p-value refers to the maximum likelihood estimator. The significance of bold values is p-
value<0.05. Unadjusted effects: 25(OH)D= OR 1.00; 95%CI 0.99-1.00, p-value=0.544; 1,25 (OH),D= OR 1.00;
95%CI 0.99-1.00, p-value=0.106. Reference categories: age <30 years, pre-pregnancy BMI <30 kg/m?, self-
reported skin color white, no alcohol intake, no smoking, no previous history of depression. 25(0OH)D: n=215
groups; n=505 observations. 1,25(0OH),D: n=169 groups; n=431 observations; the group refers to the number of
women with at least one data point in time and observation refers to the total number of data points in time for
all women. BMI=Body Mass Index; 25(OH)D=25-hydroxyvitamin D; 1,25(0OH),D=1,25-dihydroxyvitamin D;
OR= Odds Ratio; Cl= Confidence Intervals.
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Figure 2. Predicted probabilities of depressive symptoms throughout pregnancy according to
25(0OH)D concentrations in early pregnancy in women followed at a public health center in
Rio de Janeiro, Brazil, 2009-2012.

Notes: The line represents the probabilities of depressive symptoms and the shaded grey area represents the 95%
confidence intervals. Depressive symptoms were evaluated according to Edinburgh Postnatal Depression Scale
(<13/=13), n=187 groups; n=470 observations; the group refers to the number of women with at least one data
point in time and observation refers to the total number of data points in time for all women. Model adjusted for
gestational age (weeks), age (<30/>30), pre-pregnancy BMI (<30/>30 kg/m?), self-reported skin color
(white/mixed or black), education (years), alcohol intake (no/yes), smoking (no/yes) and previous history of

depression (no/yes).
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Supplemental Figure 1. Flow chart illustrating the recruitment and follow-up of women at a public health center in Rio de Janeiro, Brazil, 2009-2012.
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Supplemental Figure 3. Frequency and confidence intervals of depressive symptoms according to
pregnancy trimester of pregnancy in women followed at a public health center in Rio de Janeiro,
Brazil, 2009-2012.

Notes: Depressive symptoms were evaluated according to Edinburgh Postnatal Depression Scale (>13). Total of
women: first trimester (n=179), second trimester (n=156), third trimester (n=128). Frequency (%) and 95%
confidence interval (CI) of pregnant women with depressive symptoms (first trimester: 95%CI: 14.5-26.7,
second trimester: 95%CI: 9.5-21.2, third trimester: 95%CI: 3.8-13.8. *Significant difference between trimesters,

P-value=0.012 refers to McNemar test.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

A presente dissertacdo descreveu a trajetoria das concentracbes plasmaticas de
vitamina D ao longo da gestacdo, e a sua associacdo com o0s sintomas depressivos durante
esse periodo.

Nesse estudo, a prevaléncia de 25(OH)D<30 nmol/L foi praticamente nula, porém
prevaléncias de 25(0OH)D<50 nmol/L e <75 nmol/L foram moderadas e altas,
respectivamente. De acordo com os pontos de corte do IOM e a da Sociedade Americana de
Endocrinologia, sugere-se que as concentracdes de vitamina D observadas nessa dissertacéo
podem ser suficientes em relagdo as fungbes da vitamina D na saude Ossea. No entanto
valores mais elevados podem ser necessarios para garantir as funcbes extra esqueléticas da
vitamina D, como em relacdo aos sintomas depressivos. Ressalta-se que os pontos de corte
para adequacdo de vitamina D ainda sdo controversos, e os valores utilizados para gestantes
sdo os mesmos de adultos. Além disso, as funcbes extra esqueléticas da vitamina D ndo sao
totalmente comprovadas e, assim, é necessdria maior cautela na interpretacdo desses
resultados.

Apesar do Brasil ser um pais tropical e apresentar um curto inverno, observou-se
alteracbes sazonais nas concentracdes plasmaticas de 25(OH)D ao longo da gestagdo. As
gestantes que iniciaram a gestacdo durante o inverno, primavera e outono apresentaram
aumento das concentracdes plasmaticas de 25(OH)D ao longo da gravidez em comparagao
com as mulheres que comecaram a gestacdo durante o verdo. Além disso, as mulheres que
comecaram a gestacdo com concentracGes inadequadas de 25(OH)D apresentaram maior
aumento das concentracdes de 1,25(0OH),D, a forma ativa da vitamina D, ao longo da
gestacdo, provavelmente devido a adaptacBes fisiologicas. No entanto, as concentracdes
inadequadas de 25(OH)D desde o inicio da gestacdo podem estar associadas a desfechos
gestacionais indesejaveis, como observado na presente dissertagdo que encontrou associagdo
inversa entre as concentragdes plasmaticas de vitamina D no primeiro trimestre e sintomas
depressivos ao longo desse periodo.

Estudos recentes também observaram a associacdo inversa entre as concentracdes de
vitamina D e sintomas depressivos, porém os resultados sdo controversos e sdo escassos
estudos em gestantes. Dessa forma, orientacGes em relacdo a exposicdo solar adequada ou
suplementacdo de vitamina D antes e durante o periodo gravidico, principalmente durante as
estacfes do ano inverno, primavera e outono, podem contribuir para a saude materna e

infantil.
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A depressdo durante a gestacdo é considerada um relevante problema de satde publica
e a populacdo residente em paises em desenvolvimento, como o Brasil, € mais vulneravel a
esse transtorno mental. Foram observadas altas prevaléncias de sintomas depressivos nas
gestantes avaliadas na presente dissertacdo, principalmente no primeiro trimestre. EXiste
grande interesse nos fatores modificaveis que podem estar associados a depressao durante a
gestacdo. Dessa forma, baixas concentragdes de vitamina D podem ser uma importante
estratégia para rastreamento de gestantes em risco para depressao.

Nessa perspectiva, a dissertacdo foi importante para gerar evidéncias sobre a trajetdria
das concentragBes plasméticas de vitamina D durante a gestacdo. Além disso, também
corrobora com estudos que observaram associagdo inversa entre as concentragdes plasmaticas
de vitamina D e sintomas depressivos. Contudo, mais estudos com essa tematica sdo
necessarios para estabelecer pontos de corte de vitamina D apropriados para gestantes e
também para comprovar os beneficios da vitamina D para prevencdo e tratamento da

depressao.
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Abstract

Purpose To characterize the physiological changes in
25-hydroxyvitamin D [25(0OH)D] and 1.25-dihydroxyvita-
min D [1,25(0H),D] throughout pregnancy.

Methods Prospective cohort of 229 apparently healthy
pregnant women followed at 5th—13th, 20th-26th. and
30th-36th gestational weeks. 25(OH)D and 1.25(0H),D
concentrations were measured by LC-MS/MS. Statistical
analyses included longitudinal lincar mixed-effects mod-
els adjusted for parity. season. education, self-reported
skin color, and pre-pregnancy BML Vitamin D status was
defined based on 25(OH)D concentrations according to the

Electronic supplementary material  The oaline version of this
article (doa:10.1007/500394-017-1389-2) contains supplementary
materzal, which is avalable w suthorized users.

4 Gilberto Kac
gilberto.kac @gmail.com

! Nutritional Epidemiology Observatory, Josué de
Castro Nutrition Institute, Rio de Janeiro Federal
University, Avenida Carlos Chagas Filbo, 373, CCS,
Bloco J, 2° andar, Cidade Universitiria-llha do Fundso,
Rio de Janeiro 21941-902, Brazil

2 Division of Nutrition, Food and Public Health, Department
of Life Science, U y of Wi Loadon, UK

3 Graduate Program in Nutrition, Josué de Castro Nulrition
Insttute, Rio de Janewro Federal University, Rio de Janeiro,
Brazl

¥ Depaniment of Social Nutrition, Emilia de Jesus Ferreira
Nutrition School, Fluminense Federal Unsversity. Niteroi,
Braail

5 USDA, ARS, Western Human Nutrition Research Center,
University of California, Davis, USA

5 School of Medicine, Boston University . Boston, USA

Published online: 28 March 2017

Endocrine Society Practice Guideline and Institute of Med-
icine (IOM) for adults.

Results  The prevalence of 25(0H)D <75 nmol/L was 70.4,
41.0, and 33.9%; the prevalence of 25(0OH)D <50 nmol/L.
was 16.1, 11.2. and 102%:; and the prevalence of
25(OH)D <30 nmol/L. was 2, 0, and 0.6%, at the first, sec-
ond, and third trimesters. respectively. Unadjusted analy-
sis showed an increase in 25(0OH)D (f=0.869; 95% CI
0.723-1.014; P<0.001) and 1,25(OH),D (f=3.878; 95%
CI 3.136-4.620; P<0.001) throughout pregnancy. Multi-
ple adjusted analyses showed that women who started the
study in winter (P <0.001), spring (P <0.001), or autumn
(P=0.028) presented a longitudinal increase in 25(0H)D
concentrations, while women that started during summer
did not. Increase of 1,25(0OH),D concentrations over time
in women with insufficient vitamin D (50-75 nmol/L) at
baseline was higher compared to women with sufficient
vitamin D (275 nmol/L) (P =0.006).

Conclusions The prevalence of vitamin D inadequacy
varied significantly according to the adopted criteria.
There was a scasonal variation of 25(0OH)D during preg-
nancy. The women with insufficient vitamin D status pre-
sent greater longitudinal increases in the concentrations of
1.25(0H),D in comparison to women with sufficiency.

Keywords Vitamin D - Pregnancy - Micronutrients
Cohort « Tropical country - Seasons

Introduction

Vitamin D deficiency or insufficiency is considered to be
a global public health problem [1, 2] with an estimated

1 billion people affected worldwide [3]. Pregnant women
have been identified as a high-risk group for vitamin D
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Plasma concentrations of vitamin D metabolites can be inversely associated with depressive symptoms.
However, few longitudinal studies have investigated this association, especially during pregnancy. The
aim of this study was to investigate the association betwlen concentrations of 25-hydraxyvitamin D
[25{0H)D] and 1,25-dihydroxivitamin D [1,25{0H};D] with the occurrence of depressive symptoms
throughout pregnancy. A prospective cohort of 179 women was followed at Sth-13th, 20th-26th and
30th-36th gestat onal weeks. At each trimester of pregnancy, the plasma concentrations of 25{0H)D and
1,25{0H ;D were analyzed by liquid chromatography tandem mass spectroscopy. Viamin D status was
categorized according to the Endocrine Society Practice Guidelines and the Institute of Medicine.
Depressive symptoms were measured at each trimester using the Edinburgh Postnatal Depressive Scale
{cutoff >13), Statistical analyses included random intercept logistic regression models for longitudinal
analyses. In the first trimester, the prevalence of 25{0H)D <75, =50 and =30 nmol/L were 69.3%, 14.00%
and 1.7%, respectvely. Prevalence of depressive symptoms were 2001%, 14.7% and 7.8% for the first, second
and third trimesters, respectively. The probability of cccurrence of depressive symptoms decreased
throughout pregnancy (p-value = 0005). Women with higher concentrations of 25(0H)D in the first
trimester presented a lower odds rado (OR) for the development of depressive symptoms during
pregnancy (OR = 0.98; 95%C1: 0.96 to 0.99, p-value = 0.047) in the adjusted model. In conclusion, there
was a higher prevalence of vitamin D inadequacy and depressive symptoms during the first wimester.
Higher 25{0H)D concentrations in the first trimester were associated with a decrease of 2% in the odds
for presenting depressive sympmoms throughout pregnancy.

@ 2017 Elsevier Lid. All rights reserved.
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ANEXO 3
QUESTIONARIOS



Ensaio[ ] Coorte[ ]

Questionarios

Motivo/tipo de aborto:

143

DATA DE COLETA ENTREV REV DIG1 DATA DE DIGITAGAO 1 DIG 2 DATA DE DIGITAGAO 2
Sy Ay A . N . [ Sy A
= Realizar a PRIMEIRA medida de pressao arterial (folha antropometria)
“Vamos comegar nossa conversa sobre alguns dados gerais da sra..”
1 Qual. sua da: ade Qual a sua idade?
nascimento? Y S S 2 ______anos
. . ~ 01 [ ] vive com companheiro 05 [ ] ndo tem namorado
A respeito de sua situagio - . . . .
. 02 [ ] ndo vive com companheiro ha mais de 1 ano 06 [ ] tem namorado a <1 ano
3 | conjugal, a Sra: (LER as s . . .
o5 dh / 03 [ ] ndo vive com companheiro ha menos de 1 ano 07 [ ] outro
opetes de resposta) 04 | ] tem namorado ha mais de 1 ano __ [ ] codificagao
1[ ]sim 01 [ ] catélica romana 02 [ ] judaica ou israelita
Vocé pratica R N 03 [ ] umbanda/candomblé 04 [ ] protestante tradicional
4 0[ ]nao —>sigad 7 Qual sua Lo K K . .
alguma d 5 relioiio? 05 [ ] religides otientais/Budista 06 [ ] evangélica/crente
religido? — [ Jeo glao: 07 [ ] espitita/kardecista 08 [ ] outra:
_ [ ] codificagdo
~ . . 1[ ] branca 3| ] negra 5[] indigena
6 | Cor (observagao do entrevistador): 2 [ ] parda/mulata/morena/cabocla 4 [ ] amarela/oriental  __ [ ] codificagdo
A . 1] ] branca 3| | negra 5] ] indigena
? =}
7 | Como voce classifica a sua a sua cor? 2 [ ] parda/mulata/morena/cabocla 4 [ ] amatela/oriental [ ] codificagdo
Vocé freqiientou a 1] ]sim _ | Jcod 9 Qual foi a dltima série (ano) que _____ série de estudo
8 escola? 0 [ | ndo —> prixima sessio vocé concluiu com aprovagiao? ____grau
CODIFICAR DEPOIS: O[] Nenhum ou até 3" série do ensino fundamental 4] ] Superior completo
Qual foi a tltima série (ano) que 1 [ ]4° série ou ensino fundamental (1° grau) incompleto [ ] codificacio
10 2| ] Ens.fund. (1° grau) compl. ou ens. médio (2°grau) incompleto -

vocé concluiu com aprovagior

3| ] Ensino médio (2° grau) completo ou supetior incompleto

HISTORIA OBSTETRICA

“Vamos agora conversar um pouco sobre alguns as

ectos relacionados a outras gestagdes

partos e filhos.”

Com que idade vocé menstruou pela

Com que idade vocé engravidou

1 . . 5 ____anos 2 .. _____anos
primeira vez? pela primeira vez?
3 Quantas vezes vocé ficou gravida, incluindo esta gravidez e abortos? —— I{ Ivex = sigad
prixima secio
4 | Quantos partos vocé ja teve? —— 009, . 5 Com que 1‘dade voc;e teve ____anos 6 Quantos fil%lOS 5 |
sigaa § seu primeiro parto? nasceram vivos? | __
Quantos filhos nasceram Jé teve gravidez que resultou em | - | 15T — 1]
uantos filhos nascera 4 teve gravidez que resultou e : .
7 o 8 g ! 0[] nio—> sigaall codificacio
mortos? aborto? <,
Desses abortos que a Sra. teve, quantos .
A . R Quando foi seu
9 foram espontineos e quantos foram Espontineo 10 | 3. Y S
I altimo aborto?
provocados? Provocado
nix R - 1 - q
1 Voce. ja teve algum bebé prematuro, quer dizer, que tenha [] Slfn o _[]co 12 | Quantos? L
nascido antes dos nove meses de gravidez? 0[ ]ndo— sigaal3
1] ]si d
13 | Vocé ja teve algum filho com peso ao nascer acima de 4 quilos? L] glfn Lo —[eo 14 | Quantos? o
O |ndo— sigadls
oY ; T s 3
15 Vocé ja teve algum filho com peso ao nascer menor que 2 quilos [] sim o _[]co 16 | Quantos? L
e 500 gramas? 0| | ndo— sigaal’
1[ ] vaginal normal |
17 Quando foi seu ultimo / / 18 Qual foi o tipo de 2 [ ] cesarea ]

parto?

parto do ultimo filho?

3 [ ] forceps

4 [ ] cécoras

666 — Nio quis responder (NQR)

777= Missing

888 = Naio se aplica (NSA)

999= Nio sabe
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Vocé ja perdeu filhos depois
19 .
de nascidos?

1 ]sim

_ [ ]cod

0 [ ] nao —> siga a proxima segio

20

Quantos? __

Qual (is) era(m) a(s) idade(s)?

(codificar abaixo conforme resposta)

21

Antes de completar 1 semana
de vida?

2 Entre 1 semana e 23

1 més de vida?

Entre 1 més e
1 ano de vida?

24

Com 1
ano
ou
mais?

DESEJO DE ENGRAVIDAR

“Nos gostariamos de saber o que vocé e o pai da crianga sentiram quando souberam da sua gravidez.”

. . 1 tabela, coito interrompido 5[ ] adesivo
1] ]sim Qual o método P
Vocé estava utilizando algum N o A 2| ] camisinha _ [ ]cod
1 . . s O[ | ndo—>sigaa3 | 2 | vocé estava .
método para evitar esta gravidez? 31 ] pilula
_ [ ]cod usando? N
4| ] hormonio injetavel
1[ ] estava querendo engravidar
3 Quando ficou gravida, vocé: 2| ] queria esperar mais um tempo __| ] codificagao
3| ] ndo queria engravidar
E o pai do bebé, quando soube 111 queria que vocé estivesse gravida . i
4 . . 2 [ ] queria esperar mais um tempo [ ] codificagio
que vocé estava gravida: ~ h A s ‘-
3| ] ndo quetia que vocé estivesse gravida
SONO
“Vamos agora conversar um pouco sobre como é o seu sono.”
! ATUALMENTE, quantas horas de sono, em MEDIA, vocé costuma dormir POR NOITE? __ horas
1 D.
O seu tempo de sono mudou 0l ] nao mudou. Pul para 4 SE SIM, <Mudou>
e depois que engravidou? L[ | sim, aumentou . Quanto?
pois q 8 : 2[ ] sim, diminuiu [ ]cod : ___ horas
n 1[ ]sim Modificou 0L | nao moélﬁccfu
Em geral, vocé tem o ~ . 1[ ] sim, esta mais tranqiiilo
4 0[ ]nao 5 | depois que . L . . <
sono tranqiiilo? . 2[ ] sim, esta mais agitado [ ] codificagao
_ | ]Jcod engravidou? . S
3 [ ] sim, estou com ins6nia
6 Zoc,e costuma dormir en; outros 1[ |sim 7 | Quantas horas?
0rarios, sem ser a noite: 0 [ | nado. Prixima segio __ [ ]cod _ _h___ min
FUMO
“Agora, eu vou fazer algumas perguntas sobre o habito de fumar”.
. Vota | 101sm Iy
1 Vocé fuma atualmente? 1] sim = pule para 3 _[Jcod | 2 oce 2 cod
0 ] nio fumou? . o ~
0 [ | ndo = pule para a proxima segio
Com que idade vocé Quantos cigarros vocé Sempre fumou a L] sim
3 4 . 5 | mesma 0[ ] ndo
comegou a fumat? fuma(va) por dia? . 5
____ anos L quantidade? _ [ ]cod
6 SE SIM na 2, Ha quanto tempo vocé parou de fumar? §88 7 Calenlar depois Durante quanto o
se fuma atnalmente, 000 para menos de 1 més. _ meses tempo vocé foi fumanter meses
A1L.COOL
"E agora, eu vou fazer algumas perguntas sobre consumo de bebidas alcodlicas”.
Vocé consome algum tipo de | 1[ ]sim — sjgaa 5 Vocé ja consumiu algum tipo [ 1[ ]sim _ [ ]cod
1 . 1 N © 2 . I N . N
bebida alcodlica? 0[ ]ndo __[]cod de bebida alcodlica? 0 [ ]ndo — prixima segio
Que idade vocé tinha quando Ha quanto tempo  parou  de Calcular depois Durante quanto tempo vocé
3 beber? 4 . . ,
patou de beber? __ __ anos foi consumidora de alcool?
______meses _______meses
5 [ Com que idade comegou a beber? | _____ anos

666 — Nio quis responder (NQR)

777= Missing
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6 [ Qual (era) o tipo de bebida alcodlica?
Tipo de bebida Quantidade Qual a freqiiéncia que vocé costuma beber?
1] ] sim ____copos ou
. L __garrafa 1[ ] mais de 2 vezes/dia 3 [ ] 4-6 vezes/semana 5[ ]1-3 vezes/més
Cerveja/ 0[ ]ndo &
ou 2[ 11 vez/dia 4 [ ]1-3 vezes/semana 6 [ ] nunca/quase __[ ] cod
Chopp _ | ]cod
___ longneck | nunca
___ latinhas
1] ]sim 1[ ] mais de 2 vezes/dia 3 [ ] 4-6 vezes/semana 5[ ]1-3 vezes/més
Cachaca/
Vodka 0 % }niz __ __copos 2[ ]1vez/dia 4 [ ]1-3 vezes/semana 6 [ ] nunca/quase __[ ] cod
__[]co nunca
1 sim 1[ ] mais de 2 vezes/dia 3 [ | 4-6 vezes/semana 5[ ]1-3 vezes/més
[] [] [] []
Vinho 0[ ]ndo ___ taca 2[ ]1vez/dia 4 [ ]1-3 vezes/semana 6 [ ] nunca/quase __[ ] cod
__ [ ]cod nunca
1 sim 1[ ] mais de 2 vezes/dia 3| | 4-6 vezes/semana 5[ ]1-3 vezes/més
[] [] [] []
Uisque 0[ ]ndo ____doses 2[ ]1 vez/dia 4 [ ]1-3 vezes/semana 6 [ ] nunca/quase __[ ] cod
__ [ ]cod nunca
1] ]sim 1[ ] mais de 2 vezes/dia 3 [ ] 4-6 vezes/semana 5[ ]1-3 vezes/més
0[ ]ndo I 2[ ]1vez/dia 4 [ ] 1-3 vezes/semana 6 [ ] nunca/quase __[ ] cod
__ [ ]cod - nunca

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 para informar o
que for perguntado.”

1 A casa em que 1[ ]prépria 3| ]|posse 5| |outra: 2 Quantas pessoas moram em L
vocé mora é: 2| ]alugada 4| ]emprestada _[]ecod sua casa incluindo vocé? L
3 Quantos co6modos ha em sua casa, 4 Quantos comodos s@o usados para
incluindo o banheiro? o dormir? o
5 [ Quantas pessoas que moram na sua casa possuem alguma fonte de renda, incluindo vocé? pessoas
6 Vocé faz algum trabalho remunerado fora | 1| |sim
de casa ou em casa? 0| | ndo. Pule para § __[]cod 7 | Qual?
Qual a remuneragio 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 nio trabalha) R$¢ , 00
8 8.5 Contribuinte 4: ( ) R$ , 00
8.2 Contribuinte 1: ( ) R$ , 00
8.6 EXTRA ( guestao abaixo): R$ , 00
8.3 Contribuinte 2: ( ) R$ ,00
8.7 Total (Somar depois): R$ , 00
A fanj]ha tem outra fon}e de. re.nda, po.r exemplo, bolsa familia, aluguel, O[ [Ndo 1] ] Sim __ [ ] cod > Quanto? R$_______ 00/ més
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 uso do REVISOR: A escala estd completa? 1] | Sim 0 ] Nao
Televisdo em cotes 0[ ] Nao Sim. Quantas? 1| Juma 2[ Jduas 3[ Jtrés 4 | quattoou+ __[ ]cod
Radio 0[ ] Nao Sim. Quantas? 1| Juma 2[ Jduas 3[ Jtrés 4 | quattoou+ __[ ]cod
Banheiro 0[ ] Nao Sim. Quantas? 4| Juma 5[ [duas 6[ Jtrés 7 [ | quattoou+ __[ ]cod
9 Automovel 0[ ] Nao Sim. Quantas? 4| Juma 7 [ Jduas 9[ Jtrés 9[ | quattoou+ __ [ ]cod
Quem faz o servigo doméstico na sua casa?
Empregada mensalista 0 [ ] Nao Sim. Quantas? 3| Juma 4| Jduas 4] Jtrés 4| Jquatroou+ _ [ ]cod
Maquina de lavar, sem ser tanquinho 0 | ] Nio Sim. Quantas? 2| Juma 2| |duas 2[ |trés 2| |quatroou+ __ [ ]cod
Videocassete e/ou DVD 0 ] Nao Sim. Quantas? 2| Juma 2[ |duas 2[ |trés 2| |quatroou+ __ [ | cod
Geladeira 0 ] Nao Sim. Quantas? 4| Juma 4| |duas 4] |trés 4| |quattoou+ __ [ ]cod
Freezer ou geladeira duplex 0 ] Nao Sim. Quantas? 2| Juma 2| |duas 2| Jtrés 2| |quatroou+ __ [ ]cod
1 [ Quem é o chefe da familia? (PARENTESCO com a gestante)
0

666 — Nio quis responder (NQR) ~ 777= Missing ~ 888 = Nio se aplica (NSA) 999= Nio sabe
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SE O CHEFE DA FAMILLA FOR A GESTANTE OU MARIDO, NAO PERGUNTE E CODIFIQUE DEPOIS.
Qual o ultimo ano de estudo do chefe da familia?
0] ] Nenhum ou até 3° sétie do ensino fundamental

i 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 supetior incompleto
8 [ ] Superior completo __[]cod

QUESTIONARIO EDINBURGH

IVocé tera um bebé e nds gostariamos de saber como vocé esta se sentindo. Para isso, vou ler algumas frases e lhe dar algumas opgdes. Peco
que vocé me responda a opgio que mais se aproxima de como vocé se sentiu NOS ULTIMOS SETE DIAS, e nido apenas como vocé se
sente hoje.

\Para uso do REVISOR: A escala estd completa? 1/ | Sim 0/ ] Nao
[Eu tenho sido capaz de rir e achar graca das 0| ] Como eu sempre fiz.
1 coisas. 1 [ ] Nao tanto quanto antes.
2| | Sem duvida, menos que antes.
3| ] De jeito nenhum. __[]cod
[Eu tenho pensado no futuro com alegria. 0[ ] Sim, como de costume.
2 1| ] Um pouco menos que de costume.
2 [ ] Muito menos que de costume.
3| ] Praticamente nio. __ [ ]cod
[Eu tenho me culpado sem razido quando as 0[ ] Nao, de jeito nenhum.
coisas dido errado. 1| ] Raramente.
3 L
2 [ | Sim, as vezes.
3 [ ] Sim, muito freqiientemente. __ [ ]cod
[Eu tenho ficado ansiosa ou preocupada sem uma [3 [ | Sim, muito seguido.
4 boa razio. 2 [ | Sim, as vezes.
1| ] De vez em quando.
0| ] N4o, de jeito nenhum. __ [ ]cod
[Eu tenho me sentido assustada ou em panico 3 [ ] Sim, muito seguido.
sem um bom motivo. 2 [ | Sim, as vezes.
5
1| ] Raramente.
0| ] N4o, de jeito nenhum. __ [ ]cod
[Eu tenho me sentido sobrecarregada pelas 3 [ ] Sim. Na maioria das vezes eu nao consigo lidar bem com eles.
6 tarefas e acontecimentos do meu dia-a-dia 2 [ ] Sim. Algumas vezes ndo consigo lidar bem como antes.
1| ] N&do. Na maioria das vezes consigo lidar bem com eles.
0 [ ] N4o. Eu consigo lidar com eles tdo bem quanto antes __ [ ] cod
[Eu tenho me sentido tdo infeliz que eu tenho tido [3 | | Sim, na maioria das vezes.
7 dificuldade de dormir. 2 [ ] Sim, algumas vezes.
1| ] Raramente.
0 [ ] N4o, nenhuma vez. __[ ] cod
[Eu tenho me sentido triste ou muito mal. 3 [ ] Sim, na maioria das vezes.
3 2 [ ] Sim, muitas vezes.
1| ] Raramente.
0[ ]N4o, de jeito nenhum. __[ ] cod
[Eu tenho me sentido tdo triste que tenho 3| ] Sim, a maior parte do tempo.
9 chorado. 2 [ | Sim, muitas vezes.
1] ]S6 de vez em quando.
0[ ] N4o, nunca. __ [ ]cod
[Eu tenho pensado em fazer alguma coisa contra 3 [ | Sim, muitas vezes.
1 mim mesma. 2[ ]Asvezes.
0
1| ] Raramente.
0[ ] Nunca. _ [ Jcod

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

“Agora vamos aplicar um questionario para saber que tipo de atividades fisicas a Sra. realiza no seu dia-a-dia. Por favor, responda as
questdes, mesmo que vocé nido se considere uma pessoa ativa. As perguntas que faremos se referem ao tempo gasto com atividades fisicas
em uma semana normal.”

Se mulber responden no questiondrio de REND.A que nao trabalha, siga para PARTE 2

PARTE 1: ATIVIDADES FiSICAS OCUPACIONAIS (RELACIONADAS AO TRABALHO)
“A primeira parte ¢ sobre trabalho. Isso inclui trabalho remunerado ou nio, trabalho voluntario, ou qualquer trabalho que vocé faga fora
as tarefas domésticas como: cuidar da prépria casa ou quintal e cuidados com a sua familia.”

1 Quz:ntos dias por semana 2 Quantas horas vocé trabalha pordia? __ __ h__ G .
vocé trabalha? dias. Total: __ __ _ min
3| Qual a atividade que vocé passa mais tempo fazendo no seu trabalho?
4| Das suas “ __ __” horas de trabalho, quanto tempo vocé gasta com esta atividade?
_ hs__  min
5[ Esta atividade é predominantemente: 1| Jem pé ou 2| | sentada __ | ] codificagio
1[]<30min 4] ]2-4h
6| Quanto tempo em média vocé gasta por dia andando no seu trabalho? 2 ] 30-60 min 5[ ]14-6h6 1]
3[]1-2h [ ]>6h cod
1[ ] <30 min 4] ]2-4h
7| Quanto tempo em média vocé gasta por dia sentada no seu trabalho? 2 [ ]30-60 min 5[ ]4-6h6 1]
3[]1-2h [ ]>6h cod
8 Voceé se abaixa/agacha ou é [[ ]] :{n []cod 9 Vocé carrega muito (1) [[ ]] :{n 1]
se curva muito no trabalho? a0 —Llco peso no trabalho? 0 cod
1| Vocé sobe muitos lances de 1] sim VO(.:e s¢ cansa muito 1] s 1]
0] ]ndo _ [ Jcod 11 | (fisicamente) no 0[ ]ndo
0| escadas no trabalho? cod
trabalho?

PARTE 2: ATIVIDADES FiSICAS DE DESLOCAMENTO (LOCOMOGAO)
Agora vou perguntar sobre como a Sra. vai de um lugar a outro, incluindo lugares como trabalho, mercado, escola, farmacia, banco, etc.

1 N - . 1[ ]sim
?
2 Vocé anda de bicicleta como meio de transporte? 0] | ndo > Pular para 15 [ ]cod
; Quantos DIAS vocé anda de bicicleta, em uma semana normal, como meio de transporte? dias
1 R . . . . 3[ ] 30-60 min
1| Quanto TEMPO em média vocé gasta por dia andando de bicicleta como meio de | 1] | <15 min 411> 1h
4| transporte? 2[ ] 15-30 min C([)J —11
1| Se gestante nio trabalba fora de casa => Pular para 17
5 Quantos DIAS vocé caminha para ir e voltar do trabalho em uma semana normal? _ dias.
1 10 1< 15 min 3[ ]30-60 min
Quanto TEMPO vocé gasta por dia caminhando para IR E VOLTAR do trabalho? L] . 4] 1> 1h 11
6 2[ ]15-30 min cod
L Vocé freqiienta ou leva seu(s) filho(s) a escola? L[ ] sim
7 “ u leva seu( ) 0 ]ndo 2> Pularpara 20 __[]cod
; Quantos DIAS vocé caminha para ir e voltar da escola em uma semana normal? dias
1 3[ ]30-60 min
9 Quanto TEMPO vocé gasta por dia caminhando para IR E VOLTAR da escola? 1] ] <15 min 4 1> 1h _ 1
2[ ] 15-30 min cod
2| Quantos DIAS vocé caminha para ir e voltar de outros lugares como: mercado, farmacia,
0 banco em uma semana normal? dias.
2 3[ ] 30-60 min
1 Quanto TEMPO vocé gasta por dia caminhando para ir e voltar desse(s) lugar(es) (nfo 1] ] <15 min 4] 1> 1h _ 11
incluir o tempo andando em casa e/ou no trabalho)? 2[ ] 15-30 min cod
Vocé sobe muitas escadas ou . Vocé se cansa muito .
2 . . 1[ ] sim . . 1[ ] sim
ladeiras, para ir de um lugar a < 23 | (fisicamente) para ir de um N
2 . 0[ ]ndo _ [ ]cod . 0] ]ndo 11
outro caminhando? lugar a outro caminhando? cod

666 — Nio quis responder (NQR) ~ 777= Missing ~ 888 = Nio se aplica (NSA) 999= Nio sabe
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PARTE 3: ATIVIDADES FiSICAS DOMESTICAS E CUIDADOS COM A FAMILIA
“Falaremos agora sobre as atividades fisicas que a Sra. faz dentro de casa e no quintal ou jardim; ou seja, tarefas domésticas como:
cozinhat, lavar passar, jardinagem, faxina em geral e cuidados com a familia.”

Em uma semana notmal, quantos dias vocé: Quanto tempo em média vocé gasta por dia com essa tarefa?
1) Varre a casa? _ 1[ ]<15min 2[ ]15-30min 3] ]>30-60m 4[ |>1h __[ ] cod
2) Faz limpeza leve (tirar p6, arrumar mesa e cama)? _ 1[ ]<15min 2[ ]15-30min 3[ ]>30-60m 4[ |>1h __[ ] cod
3) Faxina moderada (limpar janela, lavar banheiro)? _ 1] ]<15min 2[ ]15-30min 3[ ]>30-60m 4| |>1h __[ ] cod
4) Lava roupa a mio? _ 1] ]<15 min 2[ ]15-30min 3| ]>30-60m 4| |>1h __[ ] cod
5) Estende roupa no varal? _ 1] ]<15min 2[ ]15-30min 3[ ]>30-60m 4| |>1h __[ ] cod
6) Passa roupa? _ 1[ ]<15min 2[ ]15-30min 3[ ]>30-60m 4[ |>1h __[ ] cod
2| 7) Cozinha? _ 1] ]<15min 2[ ]15-30min 3[ ]>30-60m 4] |>1h __[ ] cod
4| 8) Lava louga? _ 1] ]<15min 2[ ]15-30min 3| ]>30-60m 4| |>1h __[ ] cod
Além dessas, alguma que nio tenhamos perguntado?
9)
10) _ 1] ]<15min 2[ ]15-30min 3[ ]>30-60m 4] |>1h __[ ] cod
11) _ 1] ]<15min 2[ ]15-30min 3[ ]>30-60m 4] |>1h __[ ] cod
12) _ 1] ]<15min 2[ ]15-30min 3[ ]>30-60m 4] |>1h __[ ] cod
13) _ 1] ]<15min 2[ ]15-30min 3[ ]>30-60m 4[ [>1h _ [ ] cod
_ 1] |<15min 2[ ]1530min 3[ |>30-60m 4[ |>1h __[ ] cod
2| Quanto tempo em média vocé passa por dia sentada ou deitada dentro de casa 111 <30 o 4[12-4h
5| (assistindo televisdo, lendo, descansando)? 2[]30-60 min 5[ ]4-6h []cod
’ » 3[]1-=2h 6[ | >6h
2| Vocé se abaixa/agacha ouse curva | 1[ ]sim Vocé carrega muito peso em R sim
. ~ 27 0] ]nado 1]
6| muito em casa? 0[ |ndo _ [ ]cod casa? cod
2| Vocé sobe muitos lances de | 1] ] sim 29 Vocé se cansa muito 1] ]sim
8| escadas em casa? 0[ ]ndo _ [ ]cod (fisicamente) em casa? 0] ]ndo _ [ ]cod
PARTE 4: ATIVIDADES FiSICAS DE LAZER (ATIVIDADES RECREACIONAIS, ESPORTES)
“Agora faremos perguntas sobre todas as atividades fisicas que a Sra. fez exclusivamente com o objetivo de se divertir,
exercitar-se, praticar algum esporte ou apenas por lazer.”
. A . . . _ 1[ ]sim
Antes de saber da gravidez, vocé estava praticando alguma atividade fisica N .
30 0[ ]ndo > Sigaa3s _
de lazer? ¢
[ ]cod
Qual a atividade? Quantos dias por semana? Quanto tempo por dia?
31 1) 32 __ dias por semana. 33 __horas ___ minutos.
2) __ dias por semana. __horas ___ minutos.
3) - dias por semana. _ _horas ______ minutos.
34 Ha quanto tempo vocé praticava esta(s) 0 ) ) 3)
atividade(s), antes de engravidar? ’
1[ ]Sim
35 | E agora, vocé estd/continua praticando alguma atividade fisica de lazer? | 0 [ | Nao => Sigz d Parte 5 _
[ ]cod
Qual a atividade? Quantos dias por semana? Quanto tempo por dia?
36 1) 37 ___dias por semana. 38 _ horas____ _ minutos.
2) - dias por semana. - horas ___ _ minutos.
3) ___dias por semana. _ _horas ______ minutos.
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PARTE 5: PERCEPCAO SOBRE ATIVIDADES FiSICA E ORIENTACAO NO PRE-NATAL

1[ ] diminuiu suas atividades no dia-a-dia.
De maneira geral, em relagio ao periodo 2[ ] ndo mudou suas atividades.
39 | antes de saber que estava gravida, vocé _ [ ]cod
considera que: 3[ ] aumentou ou passou a fazer mais atividades do que fazia
antes.
. A . . 3[ ] Moderadamente ativa
Na sua opinido, atualmente vocé se 1[ ] Muito pouco ativa . .
40 . . 4[ ] Muito ativa
considera: 2[ ] Pouco ativa
__[]cod
No seu atendimento pré-natal, vocé recebeu 1[ ]sim Se sim,
41 | alguma orientagio sobre a pratica de O[ ]nao 42 | quem a
atividades fisicas durante a gestagio? _ [ ]cod orientou?
43 | Que orientagio vocé recebeu?
Data: / [/
ANTROPOMETRIA

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

também.”

< Realizar a PRIMEIRA medida de pressao arterial

Qual a data da sua

1 Gltima menstruagio? / / 2 | Semana gestacional DUM: ______ semanas DUM
A Sra. fez Ultrassonografia? T
0[ | Nao —> Pular para 4. . . y .
1[ | Sim — Consulte on pergunte a semana gestacional da 3 Semana gestacional p e/.d USG (giustada
data em ane reals > para data desta entrevista)
q 00 0 exanie: ____ semanas USG
__ semanase _diasnodia__ [ __ ]
= Medidas antropométricas:
41| , cm .
4 | Estatura: 5 | Estatura MEDIA: __ s cm
42| s cm
6 Peso pré-gestacional ko | 7 Peso pré-gestacional |
RELATADO: — ¢ AFERIDO: — %
IME pre- Categoria IMC L[ ] baixo peso (< 18,5) ! [30] ebesidade
8 | gestacional (peso _ ,_ kg/m?| 9 ” gestacional' 2 [ ]normal (18,5 a 24,9) ) dificaci
AFERIDO): pre-g " 13 ]sobrepeso (225 ¢ <29,0) — L ] codificacio

= Passar medidas para o

CARTAO DA GESTANTE ©

10

Data afericio
(pressdo arterial):

Y S

Pressao arterial 1

u (PA1):

Sistélica:
Diastélica:
Batimentos cardiacos:

__mmHg
__mmHg
min

=" Realizar a SEGUNDA medida de pressao arterial

12

Pressao arterial 2

(PA2):

Sistélica: ___ _ mmHg
Diastolica: ___ _ mmHg

Batimentos cardiacos: ___ _ min
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2* Medida da pressio arterial — Dia do questionario geral

Sistélica: ____ mmHg
Data afericio Pressao arterial 1
14 N . Y A A 15 Digstdlica: ____ mmHg
(pressao arterial): (PA1);
Batimentos cardiacos: __ __ min

= Realizar a SEGUNDA medida de pressio arterial

Sistélica: __ _ _ mmHg
16 Pressao arterial 2 Didstoli u
i ica: mm
(PA) astolica: _ g
Batimentos cardiacos: ___ min

| 2 3 45 6 7 8 9 O
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Universidade Federal do Rio de Janeiro

Instituto de Nutricdo Josué de Castro

Nome:

Numero do questionario

Entrevistador: [ ] Data: /[
Horainicio____ h___ min Horafinal ____h___ min Local:
REVISOR DIG1 DATA DE DIGITACAO 1 DIG 2 DATA DE DIGITACAO 2

Questionario alimentar — 3° trimestre

“Hoje vamos conversar sobre a sua alimentagdo durante a gestagio, pense na sua alimentagdo desde o 4° més de gestacio até agora.”

1. Em uma semana normal, com que freqiiéncia vocé tem realizado as seguintes refeigdes?

5-6 X

semana

Todos os
dias

34X

semana

1-2X

semana

Nunca/Quase
Nunca

Café da manha?

Come algo no meio da manha?

Lanche no lugar de almogo?

Almogo?

Lanche da tarde?

Lanche no lugar de jantar?

Jantar?

el e e I e e
DN DN D DO D] D DN

Come algo mais tarde ou antes de dormir?

Q3| W] L L W] L L W

I Y N Y NS N N (NS

| oif oif ;| | L] L]

2. Em que local vocé geralmente realiza as refei¢des?

. . No trabalho, mas leva de Fornecida pelo Lanchonete, bar,
Nio realiza Casa Outros
casa trabalho restaurante
& 3?
Café da manhar 0 1 5 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
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- Agora vamos fazer algumas perguntas em relagio a sua alimentagio, iniciando com um questionario que contém uma lista de alimentos.

- Queremos saber se vocé consumiu cada um destes alimentos DESDE O 4° MES de gestagio.

- Para cada alimento que eu perguntar, responda SE VOCE CONSUMIU OU NAO ESTE ALIMENTO DURANTE ESSE PERIiODO,

de acordo com a seguinte escala de freqiiéncia (MOSTRAR ESCALA).

- Caso vocé nio tenha consumido o alimento que eu lhe perguntei, a Sra. responda “NUNCA ou QUASE NUNCA”.

- Para os alimentos que VOCE CONSUMIU, vou perguntar a QUANTIDADE ou TAMANHO DA PORGAO que vocé USUALMENTE

consome desse alimento.

OK? Vamos comegar! ©

VOCE CONSUMIU ...NOS ULTIMOS 6 MESES OU DURANTE A GESTACAO

mais

Freqiiéncia
eax | 223X | 1y [ 77" 2aax | Y% 123X | Nunca
QUANDO COMEU, QUAL FOI A QUANTIDADE POR REFEICAO (OU A CADA por por ou
or
VEZ)? di zia por seman por por | quase
ia dia ser:an a sergan més | nunca
1 colher de servir | 2 colh servir ou +
Arroz 1-2 C Sopa 1 2 3 5 6 7 8
3-4 CSopa 5 CSopa ou + 4
Miojo ou Macarrdo | 1 pegador 2 pegadores 3 pegamdaoisres ou 1 2 3 5 6 7 8
4
Farinha de 3 colh
mandioca ou 1 colher 2 colheres cofheres ou 1 2 3 5 6 - 3
mais 4
farofa
Pol 3 pedagos ou
olenta ou Angu 1 pedago 2 pedagos mais 1 ) 3 5 6 7 3
4
Batata Cozida ou 1 unidade 2 unidades 3 unidades
PUra ou 1 colher 1 ) 3 5 6 7 3
ure de sopa 2 CSopa 3 C Sopa ou mais 4
INSUMIU ... nos ultimos 6 meses OU durante a gestaciao?
Mandioca, Aipim 3 pedagos ou
ou Inhame 1 pedago 2 pedagos mais 1 2 3 . 5 6 7 8
Lasanha, Nhoque . n .
ou Ravidli Marque so a freqiiéncia 1 2 3 4 5 ] 7 3
Feijdo % concha 1 concha 2 conchas ou

1. Vocé costuma comer: 1[ ] gréo e caldo, ou somenteo 2 [ ] caldo? 8[ ] ndo come feijéo

Lentilha, Ervilha ou 1-2 3-4 colh Sopa 3 colheres ou +

= B 1 2 3 5 6 7 8
Gréo de bico colh Sopa ou % concha 1 conchaou + 4
Bolo 1 fatia 2 fatias 3 fatias ou mais
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VOCE CONSUMIU ...NOS ULTIMOS 6 MESES OU DURANTE A GESTACAO

Freqiiéncia
+3x | 2a3X 1X e 2a4X LR 1a3X | Nunca
QUANDO COMEU, QUAL FOI A QUANTIDADE POR REFEICAO (OU A CADA por por ou
VEZ)? POy por seman por uase
’ dia 8 dia | seman seman por |4
dia A a . meés nunca
L 1-2 . 6 unidades ou
Biscoito recheado unidades 3-5 unidades mais 1 ) 3 . 5 5 7 8
+3X 2a3X 1X DB 2a4Xx 2 1a3X | Nunca
or
QUANDO COMEU, QUAL FOI A QUANTIDADE POR REFEICAO (OU A CADA . 5 por por ser:g;n por por qt?:se
VEZ)? dia dia dia sergan g ser:an més | nunca
Biscoito doce, 1-2 . 6 unidades ou
maizena, maria unidades 3-5 unidades mais 1 2 3 . 5 6 7 8
Biscoito salgado, 1-2 . 6 unidades ou
cream cracker unidades 3-5 unidades mais 1 2 3 . 5 6 7 8
o~ N lunidade | 1%-2unidades | 3 unidadesou +
P3o, pao francés
= 1 2 3 5 6 7 8
ou pao de forma 2 fatias 3-4 fatias 5 fatias ou + 4
Margarina Marque s6 a freqiiéncia 1 2 3 . 5 6 7 3
Manteiga (Qual a . -
marca?) Marque so6 a freqiiéncia 1 2 3 \ 5 6 7 s
Queijo 1 fatia 2 fatias 3 fatias ou mais 1 ) 3 5 6 7 3
4
Requeijdo Marque so a freqiiéncia 1 ) 3 \ 5 6 7 s
Leite (em po ou 1 copo 2 copos ou +
café com leite, 1 2 3 5 6 7 8
pingado) 2CSpd 3-4CSpdou+ 4

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[ ] i-d do; 3[ ] d do; 8[ ]ndo toma leite
1 pote médio ou
logurte 2 potes 1 2 3 5 6 7 3
2 danoninhos 4
Alface 1-2 folhas 3-4 folhas 5 folhas ou mais 1 ) 3 5 6 7 s
a4
3 colheres ou
Couve 1 colher 2 colheres - 1 2 3 5 6 7 3
mais 4
3 colheres ou
Repolho 1 colher 2 colheres ) 1 2 3 5 6 ; s
mais 4
Couve-flor OU .
P 1 ramo 2 ramos 3 ramos ou mais 1 2 3 5 6 7 3
Brocolis 4
% unidade 1-2 unidades .
3 unidades ou
Tomate mais 1 2 3 5 6 7 8
5 rodelas 5-10 rodelas 4
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VOCE CONSUMIU ...NOS ULTIMOS 6 MESES OU DURANTE A GESTACAO

Freqiiéncia
+3x | 2a3X 1X SE 2a4X B 1a3X | Nunca
QUANDO COMEU, QUAL FOI A QUANTIDADE POR REFEICAO (OU A CADA por T por ou
VEZ)? . % por | seman | POr por | quase
dia dia 1a | seman a seman més | nunca
a a
. ~ 1-2 fatias 3-4 fatias
Pepino cru (ndo 5 fatias ou mais
1 2 3 5 6 7 8
enlatado) 1 colher 2 colheres 4
3 colheres ou
Chuchu 1 colher 2 colheres ; 1 ) 3 5 6 7 3
mais 4
. 3 colheres ou
Abobrinha verde 1 colher 2 colheres ) 1 ) 3 5 6 7 3
mais 4
. 3 pedagos ou
Abdbora 1 pedago 2 pedagos . 1 2 3 5 6 7 s
mais 4
3 colheres ou
Cenoura 1 colher 2 colheres - 1 2 3 5 6 7 s
mais 4
Beterraba 1-2 fatias 3-4 fatias 5 fatias ou mais 1 2 3 5 6 7 3
4
. 3 colheres ou
Quiabo 1 colher 2 colheres - 1 ) 3 S 6 ; s
mais 4
3 colheres ou
Vagem 1 colher 2 colheres - 1 2 3 5 6 7 s
mais 4
2a3X 236X 1 5aax | ® |1a3X |Nunca
«“ ~ . + 3X 1X
‘Agora vou perguntar sobre consumo de frutas, mas nédo considere por por ou
aqui suco de frutas, pois irei perguntar depois sobre sucos”. q por [el seman [t por quase
4 : dia dia dia | seman A seman | £ | nunca
a a
Laranja ou Ly - . .
- 1 média 2 médias 3 méd. ou mais
tangerina ! 2 3 4 5 6 7 8
Banana 1 média 2 médias 3 méd. ou mais 1 ) 3 5 6 7 3
a4
N 1 fatiaou % . . .
Mamao papaia 2 fatias ou 1 papaia ou mais 1 2 3 \ 5 6 7 3
Maga 1 unidade 2 unidades ou mais 1 ) 3 5 6 7 s
4
Melancia ou Meldo 1 fatia 2 fatias 1 2 3 5 6 7 3
4
Abacaxi 1 fatia 2 fatias 3 fatias ou mais 1 ) 3 5 6 7 s
a4
Manga 1 unidade 2 unidades ou mais 1 ) 3 5 6 7 s
a4
Uva 1/2 cacho 1 cacho 2 cachos ou mais 1 2 3 5 6 ; s
4
Pimentdo Marque s6 a freqiiéncia 1 2 3 5 6 7 8
a
Alho Marque s6 a freqiiéncia 1 ) 3 5 6 7 s
a
Cebola Marque s6 a freqiiéncia 1 2
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VOCE CONSUMIU ...NOS ULTIMOS 6 MESES OU DURANTE A GESTACAO

Freqiiéncia
5a6X 1X
) +3x | 2a3X 1X 2a4X 1a3X | Nunca
QUANDO COMEU, QUAL FOI A QUANTIDADE POR REFEICAO (OU A CADA por or por ou
VEZ)? di pia por | seman | POr por | quase
ia dia ser:r;an a ser:an més | nunca
Ovos 1 ovo 2 ovos 3 ovos ou mais 1 2 3 \ 5 5 7 8
Peixe (fresco, ndo 1 filé ou posta 2 filés ou 2 postas ou
enlatado) P mais 1 2 3 . 5 6 7 3
3. Como vocé geralmente consome o peixe? 1[ ] frito/emp lo; 2[ ] grelhado; 3[ ] pado/cozido; 4[ ] assado; 8[ ] néo come peixe
4. Qual o tipo de peixe (nome) que vocé costuma consumir (circule o mais o +freqiiente)?
Carne de porco, 1 ped 7 ped .
carré pedago pedagos ou mais 1 ) 3 5 6 7 3
4
Frango 1 pedago 2 pedagos ou mais 1 2 3 \ 5 6 7 3
Ih 1 bifeoul
Carne vermelha edago médio, 5 . L4
. ! pedag ¢ 2 bifes ou 2 pedacos médio, 6
bife, carne colheres de sopa h d d
ensopada ou de carne co erdes e (sjopa e carn’((-:f:| 1 2 3 . 5 6 7 3
n rne moi
moida ensopada ou de ensopada ou de carne moida
carne moida
Carne de , . .
, 1 hamburguer 2 hamburgueres ou mais
hamburguer g g ! 2 3 4 5 6 7 8
Sardinha ou
Marque so a freqiiéncia 1 2 3 5 6 7 3
Atum em lata N
Bucho, figado . A
» igado, Marque sé a freqiiéncia 1 2 3 5 6 7 3
moela, coragdo 4
Observe ATENTAMENTE a freqiiéncia de consumo semanal das carnes listadas acima; observe se hd consumo super ou subrelato.
Salsicha ou 1 unidade 2 unidades 3 unidades
Salsichdo média médias médias ou mais ! 2 3 4 5 6 7 8
Lingiiica 1 unidade 2 unidades 3 unidades
gui¢ média médias médias ou mais ! 2 3 4 5 6 7 8
5a6X 1X
i +3X 2a3X 1X 2a4X 1a3X | Nunca
QUANDO COMEU, QUAL FOI A QUANTIDADE POR REFEICAO (OU A CADA por . por ou
VEZ)? di ’t)iia por seman por por | quase
ia dia ser:an a ser:an més | nunca
Mortadela,
Presunto, Marque s6 a freqiiéncia
Apresuntado, ! 2 3 4 5 6 7 8
Salame
Bacon, toucinho ou . en .
Marque s6 a freqiiéncia
torresmo q q 1 2 3 . 5 6 7 8
Churrasco de carne
vermelha (NAO Marque s6 a freqiiéncia 1 ) 3 5 6 7 g
FGO 4
Carne seca ou 5 a freqiidnei
Marque so a freqiiéncia 1 2 3 5 6 7 3

bacalhau
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VOCE CONSUMIU ...NOS ULTIMOS 6 MESES OU DURANTE A GESTACAO

QUANDO COMEU, QUAL FOI A QUANTIDADE POR REFEICAO (OU A CADA

VEZ)?

Freqiiéncia
+3x | 233X | Ly 236X T 5aax | X [1a3X|Nunca
por or por ou
di ?iia por | seman | POr por | quase
ia dia sergan a ser:an més | nunca

Banha de porco
para cozinhar,
temperar ou fritar?

Marque s6 a freqiiéncia

Pizza 1 pedago 2 ou mais pedagos 1 ) 3 5 6 ; s
4
1 pacote 2 pacotes
pequeno de pequenos de | 1 pacote grande
Batata frita, Chips chips ou chips ou de chips ou
equivalentea 1 1 2 3 5 6 ; s
ou Palha =
1 porgao 1 porgao porgao grande 4
pequena do média do do McDonald’s
McDonald’s McDonald’s

Salgadinhos tipo
Cheetos, Fofura,
Torcida

Marque s6 a freqiiéncia

Pipoca (doce/salg,
arroz, milho)

Marque s6 a freqiiéncia

Salgados tipo risoli,
coxinha, pastel,
kibe

1 unidade média

2 unidades médias ou mais

Amendoim (saco)

Marque sé a freqiiéncia

Alimentos
enlatados: ervilha,
azeitona, palmito,

Marque s6 a freqiiéncia

picles, etc.

Maionese 1 cogteJO%ZChé 2 colheres sopa ou mais 1 ) 3 . 5 6 7 8
Sorvete 1 bola 2 bolas ou mais 1 2 3 . 5 6 7 3
Balas Marque s6 a freqiiéncia 1 2 3 5 6 7 8

Chocolate em pé

3 colheres ou

ou Nescau 1 colher 2 colheres mais 1 2 3 \ 5 6 7 8
Chocolate barra ou 1 unidade 2 unidades (30g) 3 unidades (30g)
; 1 2 3 5 6 7 8
Bombom (30g) ou mais 4
Doce a base de
leite, como pudim 3 pedagos ou
’ 3 7 1 2 A
doce leite, ou pedaco pedagos mais ! 2 3 4 5 6 7 8
outros
Doce a base de
fruta, como 3 ved
goiabada, 1 pedago 2 pedagos per;agitsns ou 1 ) 3 5 6 7 3
bananada, ou 4
outros
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VOCE CONSUMIU ...NOS ULTIMOS 6 MESES OU DURANTE A GESTACAO

Freqiiéncia
5a6X IX
) +3x | 2a3X 1X 2a4X 1a3X | Nunca
QUANDO COMEU, QUAL FOI A QUANTIDADE POR REFEICAO (OU A CADA por or por ou
VEZ)? di pia por | seman | POr por | quase
ia dia ser;an a ser:an més | nunca
Acticar para adocar 1 colher de 2 colheres de sobremesa ou
¢ P ¢ sobremesa mais ! 2 3 4 5 6 7 8
. , 1 xic pe 1 xic média 1 xic grande
Café (soluvel ou pea/ g
2. i 1 2 3 5 6 7 8
pd; puro ou leite) 1Cchapo 2-3 Ccha pdé 2 xicaras ou mais 4
5a6X IX
i +3x | 2a3X 1X 2a4Xx 1a3X | Nunca
QUANDO COMEU, QUAL FOI A QUANTIDADE POR REFEICAO (OU A CADA por T por ou
VEZ)? di R por | seman | _POr por | quase
ia dia sergan a ser:an més | nunca
Cha OU Mate 1 copo 2 copos 3 copos ou mais 1 2 3 \ 5 6 7 3
Refrigerantes a
base de cola, como .
. 1 copo 2 copos 3 copos ou mais 1 2 3 5 6 7 8
coca-cola ou pepsi- 4
cola
Outros
refrigerantes como 1 copo 2 copos 3 copos ou mais
guarana, fanta ou ! 2 3 4 5 6 7 8
Guaravita
Se frequéncia for didria ou semanal para ambos tipos de refrigerante, revisar com gestante para ndo supraestimar este consumo.
Suco da fruta ou 1 copo 2 copos 3 copos ou mais
da polpa (Ndo pé) ! 2 3 4 5 6 7 8
Vinho 1 copo 2 copos 3 copos ou mais 1 2 3 \ 5 6 7 3
Cerveja 1-2 copos 3-4 copos 5 copos ou mais 1 2 3 . 5 6 7 3
Outras bebidas .
e 1 dose 2 doses 3 doses ou mais 1 2 3 5 6 7 3
alcodlicas 4
Tem algum alimento que vocé consumiu ao longo da gestagéo que eu néo tenha perguntado?
Tem algum alimento que vocé passou a consumir em grande quantidade em algum momento na gestagéo?
1,23, 45,6, 7,8,
Porgdo usual: 9 1 2 3 \ 5 6 7 3
N 1,2 3,4,5,6,7,8,
Porgdo usual: 9 1 2 3 \ 5 6 7 3
Porgdo usual: 1,23 4,5,6, 7,8, 1 2 3 . 5 6 7 8
9
~ 11 2/ 3[ 4’ 5 7 6I 7[ 8I
Porgdo usual: 9 1 2 3 . 5 6 7 3
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VOCE CONSUMIU ...NOS ULTIMOS 6 MESES OU DURANTE A GESTACAO
Freqiiéncia
+3x | 233X | .y 236X | 5aax | ™ | 1a3X | Nunca
QUANDO COMEU, QUAL FOI A QUANTIDADE POR REFEICAO (OU A CADA por T por ou
VEZ)? di ?iia por | seman | POr por | quase
ia dia ser:r;an a ser:an iiaS nunca
Porgdo usual: 1,23, 45,6, 7,8, 1 2 3 5 6 - 3
4
9
Em algum momento na gestagdo, vocé teve desejo de comer algum alii ?0u le de comer al coisa que ndo fosse alil como terra, sab tijolo?
(Apenas cite) :
Alimentos que ENJOOU na Circule o més da gestagdo em que 1,2, 34,5,
gestagdo? enjoou? 6,7, 8 9
1,23 4,5,6,7,8 9 L2345,
’ 7 ’ 7 ’ 7 ’ ’ 6' 7’ 8' 9
1,23, 4,5,6,7,8 9 L2345,
’ 7 ’ 7 ’ 7 ’ ’ 6' 7’ 8' 9

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

3. Qual o tipo de 6leo ou gordura USUALMENTE vocés utilizam para cozinhar OU temperar os alimentos?

1| ]dleo de soja; 2| | 6leo de arroz; 3| | 6leo de milho; 4 [ | Sleo de girassol 5[ | 6leo de canola 6. [ | azeite de oliva; 7 [ | banha de
porco; 8 [ ] ndo usa 6leo

4. E para fritura? [se for o mesmo, remarque no quadro abaixo]
1[ ] dleo de soja; 2| ] 6leo de arroz; 3 [ | 6leo de milho; 4 [ | Sleo de girassol ;5 [ | 6leo de canola

6 [ ]azeite de oliva; 7 [ | banha de porco; 8 [ | margatina; 9 [ | manteiga; 10 [ | Nao faz frituras

Quanto tempo dura 1 garrafa ou lata de 6leo apos aberta?
[leo cozinbar] __ __ dias OU _ __ semanas OU __ __ meses

[outro dleo on azeite de oliva marcado no quadro] __ __ 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 s3o criangas < 5 anos? __ __ ; Demais (adultos/idosos ou adolescentes): __

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

E o JANTAR? __ _ pessoas no JANTAR |[total]
Quantas sio criangas < 5anos? ____ ; Demais (adultos/idosos ou adolescentes):

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

E nos sabados? __ __ pessoas no ALMOCO [total]

uantas sao criancas < 5anos? ____ ; Demais (adultos/idosos ou adolescentes): _
¢ 5

666 — Nio quis responder (NQR) ~ 777= Missing ~ 888 = Nio se aplica (NSA) 999= Nio sabe
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Vocé esta incluida? 0 [ | Nio 1| | Sim

E no jantar do sabado:

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

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

____ pessoas JANTAR [total]

E nos domingos? __ __ pessoas no ALMOCO [total]

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

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

E no jantar do domingo:

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

Vocé esta incluida? 0 [ | Nio 1| | Sim

____ pessoas JANTAR [total]

“Agora vamos conversar sobre o uso de suplementos, como de vitaminas e ferro.”

19. A Sra. fez uso de algum suplemento durante da gestagio?

0 [ | Nao, Se ndo, agradeca e encerre a entrevista 1| | Sim
« Meés da gestagio e antos
Acido félico? to dii i 5 com ?11:111 dos/dia? Sulfato ferroso? Més da gestagio e qtos Quantos
qros cias usou: P S ’ : dias usou? comprimidos/dia?
0[ ] Nio 1°Més: __ _ dias [ __ __ compr./dia 0[ ] Ndo 1°Més: __ __ dias | _ __ compr./dia
1[ ]Sim 2°Meés: ____dias| __ __ compr./dia 1] ] Sim 2°Més: ____dias [ ____ compr./dia
__ []1IGN 3°Més: ____dias | __ __ compr./dia —[]1IGN 3°Mes: ____ dias | ___ compr./dia
4°Més: ____ dias | ___ compr./dia 4°Meés: __ __ dias | _ __ compr./dia
Foi dado no posto? 5°Més: __ __ dias | _ __ compr./dia Foi dado no 50Més: ____dias | ___ compr./dia
posto?
0 [ Nao; 6°Més: ____dias | __ __ compr./dia 0 INio: 6°Més: ____dias | ___ compr./dia
1] ] Sim 7°Més: ____dias | ____ compr./dia . 7°Més: ____dias | ___ compr./dia
1[ ] Sim
[ Jcod 8> Més: __ __ dias|__ __ compr./dia 8°Més: __ __ dias|__ __ compr./dia
— ) _ [ Jcod.
9°Més: ____ dias |____ compr./dia 9°Meés: ____dias|__ __ compr./dia
1°Més: __ __ dias__ __ compr./dia
Multivitaminico/ Foi dado no posto? 6°Més: ____dias __ __ compr./dia
multimineral? 0 [ ] 2°Més: ____dias ____ compr./dia
Nio 0 [ ]Nio; 7°Més: ____dias ____ compr./dia
3°Més:____ dias ____ compr./dia
1[ ]Sim 1] ]Sim 8°Meés: __ _ dias ____ compr./dia
4°Meés: ____ dias __ __ compr./dia
9[ ]1IGN __ [ Jcod. 9°Més: ____dias __ __ compr./dia
5°Més: __ __ dias __ __ compr./dia

666 — Nio quis responder (NQR)

777= Missing

888 = Naio se aplica (NSA)

999= Nio sabe
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ANEXO 4
ANALISE EXPLORATORIA DE DADOS
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ANEXO 5
SINTAXES
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ARTIGO 1
*FXAFFSOFTWARE STATA SN

TABELA 1

*Variaveis continuas

sum vitdquest2 if sg_padrao~=. & status==1 & trimestre==1 & vitdquesttab_cat~=.

sum vitdquest2 if sg_padrao~=. & status==1 & trimestre==2 & vitdquesttab_cat~=.

sum vitdquest2 if sg_padrao~=. & status==1 & trimestre==3 & vitdquesttab_cat~=.

sum vitdativaquest? if sg_padrao~=. & status==1 & trimestre==1 & vitdquesttab_cat~=.

sum vitdativaquest? if sg_padrao~=. & status==1 & trimestre==2 & vitdquesttab_cat~=.

sum vitdativaquest2 if sg_padrao~=. & status==1 & trimestre==3 & vitdquesttab_cat~=.

sum idade if sg_padrao~=. & status==1 & trimestre==1 & vitdquesttab_cat~=.

sum renda_percapta if sg_padrao~=. & status==1 & trimestre==1 & vitdquesttab_cat~=.

sum Intake_vitD_IU3Tfixo if sg_padrao~=. & status==1 & trimestre==1 & vitdquesttab_cat~=.
sum CALCIUM_fixo3tri if sg_padrao~=. & status==1 & trimestre==1 & vitdquesttab_cat~=.

- Teste ANOVA

** Categoria Sociedade Americana de Endocrinologia
oneway vitdquest2 vitdquesttab_cat if trimestre==1 & sg_padrao~=. & status==1, bon
bysort vitdquesttab_cat: sum vitdquest2 if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1, d

oneway vitdquest2 vitdquesttab_cat_1tri if trimestre==2 & sg_padrao~=. & status==1, bon
bysort vitdquesttab_cat_1tri: sum vitdquest2 if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==2, d

oneway vitdquest2 vitdquesttab_cat_1tri if trimestre==3 & sg_padrao~=. & status==1, bon
bysort vitdquesttab_cat_1tri: sum vitdquest? if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==3, d

oneway vitdativaquest2 vitdquesttab_cat if trimestre==1 & sg_padrao~=. & status==1, bon
bysort vitdquesttab_cat: sum vitdativaquest2 if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1, d

oneway Vitdativaquest2 vitdquesttab_cat_1tri if trimestre==2 & sg_padrao~=. & status==1, bon
bysort vitdquesttab_cat_1tri: sum vitdativaquest2 if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==2, d

oneway vitdativaquest2 vitdquesttab_cat_1tri if trimestre==3 & sg_padrao~=. & status==1, bon
bysort vitdquesttab_cat_1tri: sum vitdativaquest2 if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==3, d

oneway idade vitdquesttab_cat if trimestre==1 & sg_padrao~=. & status==1
bysort vitdquesttab_cat: sum idade if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1, d

oneway renda_percapta vitdquesttab_cat if trimestre==1 & sg_padrao~=. & status==1
bysort vitdquesttab_cat: sum renda_percapta if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1, d

oneway paridade vitdquesttab_cat if trimestre==1 & sg_padrao~=. & status==1, bon
bysort vitdquesttab_cat: sum paridade if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1, d

oneway Intake vitD_lU3Tfixo vitdquesttab_cat if trimestre==1 & sg_padrao~=. & status==1
bysort vitdquesttab_cat: sum Intake_vitD_1U3Tfixo if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1, d

oneway CALCIUM_fixo3tri vitdquesttab_cat if trimestre==1 & sg_padrao~=. & status==1
bysort vitdquesttab_cat: sum CALCIUM_fixo3tri if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1, d

**categorias IOM**
oneway vitdquest2 vitd_catlOM_1tri if trimestre==1 & sg_padrao~=. & status==1, bon
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bysort vitd_catlOM_1tri: sum vitdquest2 if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1, d

oneway vitdquest2 vitd_catlOM_1tri if trimestre==2 & sg_padrao~=. & status==1, bon
bysort vitd_catlOM_1tri: sum vitdquest2 if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==2, d

oneway vitdquest2 vitd_catlOM_1tri if trimestre==3 & sg_padrao~=. & status==1, bon
bysort vitd_catlOM_1tri: sum vitdquest2 if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==3, d

oneway vitdativaquest2 vitd_catlOM if trimestre==1 & sg_padrao~=. & status==1, bon
bysort vitd_catlOM: sum vitdativaquest? if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1, d

oneway vitdativaquest2 vitd_catlOM_1tri if trimestre==2 & sg_padrao~=. & status==1, bon
bysort vitd_catlOM_1tri: sum vitdativaquest? if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==2, d

oneway vitdativaquest2 vitd_catlOM_1tri if trimestre==3 & sg_padrao~=. & status==1, bon
bysort vitd_catlOM_1tri: sum vitdativaquest2 if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==3, d

oneway idade vitd_catlOM if trimestre==1 & sg_padrao~=. & status==1, bon
bysort vitd_catlOM: sum idade if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1, d

oneway renda_percapta vitdquesttab_cat if trimestre==1 & sg_padrao~=. & status==1
bysort vitdquesttab_cat: sum renda_percapta if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1, d

oneway Intake vitD_lU3Tfixo vitd_catlOM_1tri if trimestre==1 & sg_padrao~=. & status==1
bysort vitd_catlOM_1tri: sum Intake_vitD_[U3Tfixo if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1, d

oneway CALCIUM_fixo3tri vitd_catlOM_1tri if trimestre==1 & sg_padrao~=. & status==1
bysort vitd_catlOM_1tri: sum CALCIUM _fixo3tri if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1, d

*variaveis categéricas*

tab estacaoanol if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1

tab new_imcpre_2cat if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1

tab consome_alcool_sim_nao if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1
tab fumo_atual if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1

tab escol_cat2 if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1

tab Branco_Outr_Negros if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1

tab faz_ativ_lazer_antes if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==

tab paridadecat? if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1

** Categorias Sociedade Americana de Endocrinologia

tab estacaoanoltrim_2cat vitdquesttab_cat if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1,row col chi2

tab new_imcpre_2cat vitdquesttab_cat if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1,row col chi2

tab consome_alcool_sim_nao vitdquesttab_cat if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1,row col chi2
tab fumo_atual vitdquesttab_cat if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1,row col chi2

tab escol_cat2 vitdquesttab_cat if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1,row col chi2

tab Branco_Outr_Negros vitdquesttab_cat if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1,row col chi2

tab faz_ativ_lazer_antes vitdquesttab_cat if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1,row col chi2

tab paridadecat2 vitdquesttab_cat if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1,row col chi2

**categorias IOM**

tab estacaoanoltrim_2cat vitd_catlOM_1tri if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1,row col chi2
tab new_imcpre_2cat vitd_catlOM_1tri if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1,row col chi2

tab consome_alcool_sim_nao vitd_catlOM_1tri if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1,row col chi2
tab fumo_atual vitd_catlOM_1tri if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==21,row col chi2

tab Branco_Outr_Negros vitd_catlOM_1tri if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1,row col chi2

tab faz_ativ_lazer_antes vitd_catlOM_1tri if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1,row col chi2

tab paridadecat2 vitd_catlOM_1tri if sg_padrao~=. & status==1 & trim~=4 & trim==1,row col chi2
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FIGURA 1

- Sociedade americana de endocrinologia

tab vitdquesttab_cat EstAno if trimestre==1 & sg_padrao~=. & status==1
tab vitdquesttab_cat EstAno if trimestre==2 & sg_padrao~=. & status==1
tab vitdquesttab_cat EstAnoif trimestre==3 & sg_padrao~=. & status==1

-1OM

tab vitd_catlOM_1tri EstAno if trimestre==1 & sg_padrao~=. & status==1
tab vitd_catlOM_1tri EstAno if trimestre==2 & sg_padrao~=. & status==1
tab vitd_catlOM_1tri EstAno if trimestre==3 & sg_padrao~=. & status==1

FIGURA 2

-A

xtmixed vitdquest2 sg_padrao if status==1 & trimestre~=4,]| id: sg_padrao , covariance(uns) variance
predict fitted_quest2

twoway (scatter vitdquest2 sg_padrao if status==1 & trimestre~=4)(line fitted_quest2 sg_padrao if status==1 &
trimestre~=4) , xtitle(Gestational age (weeks)) ytitle(25(OH)D concentrations (nmol/L))

-B

xtmixed vitdativaquest2 sg_padrao if status==1 & trimestre~=4,|| id: sg_padrao , covariance(uns) variance
predict fitted_ativaquest2

twoway (scatter vitdativaquest2 sg_padrao if status==1 & trimestre~=4)(line fitted_ativaquest2 sg_padrao if
status==1 & trimestre~=4) , xtitle(Gestational age (weeks)) ytitle(1,25(0OH)2D concentrations (pmol/L))

FIGURE 3

sum vitdquest2 if sg_padrao~=. & status==1 & trimestre==1 & id_inver==1
sum vitdquest2 if sg_padrao~=. & status==1 & trimestre==2 & id_inver==1
sum vitdquest2 if sg_padrao~=. & status==1 & trimestre==3 & id_inver==1

sum vitdquest2 if sg_padrao~=. & status==1 & trimestre==1 & id_primav==1
sum vitdquest2 if sg_padrao~=. & status==1 & trimestre==2 & id_primav==1
sum vitdquest2 if sg_padrao~=. & status==1 & trimestre==3 & id_primav==1

sum vitdquest2 if sg_padrao~=. & status==1 & trimestre==1 & id_out==1
sum vitdquest2 if sg_padrao~=. & status==1 & trimestre==2 & id_out==1
sum vitdquest2 if sg_padrao~=. & status==1 & trimestre==3 & id_out==1

sum vitdquest2 if sg_padrao~=. & status==1 & trimestre==1 & id_verao==1
sum vitdquest2 if sg_padrao~=. & status==1 & trimestre==2 & id_verao==1
sum vitdquest2 if sg_padrao~=. & status==1 & trimestre==3 & id_verao==1

FIGURA 4/ Tabela suplementar 1

ml<-fit<-Imer(vitdquest2~sg_padrao* EstAno_1Trimestre+(1+sg_padraolid), data=dados, REML=FALSE)
summary(m1l)

fit

efeito<- effect(""sg_padrao*EstAno_1Trimestre", fit)

plot(efeito, ylab="25(OH)D concentrations (hmol/L)", xlab="Gestional age (weeks)")

FIGURA 5/ Tabela suplementar 1
ml<-fit<-Imer(vitdativaquest2~sg_padrao*vitdquest2_adequacao+(1+sg_padraolid), data=dados,
REML=FALSE)

summary(m1)

fit

efeito<- effect("'sg_padrao*vitdquest2_adequacao”, fit)

plot(efeito, ylab="1,25(OH)D concentrations (pmol/L)", xlab="Gestional age (weeks)"

FIGURA SUPLEMENTAR 2

pwcorr vitdativaquest2 vitdquest2 if trimestre==1 & status==1, sig
pwcorr vitdativaquest2 vitdquest2 if trimestre==2 & status==1, sig
pwcorr vitdativaquest? vitdquest2 if trimestre==3 & status==1, sig
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ARTIGO 2
***************SOFTWAR E STATA***************
TABELA 1
*variaveis continuas
sum vitdquest2 if sg padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new cor_referida cat~=. &

anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=.

sum vitdativaquest2 if sg _padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida_cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & mé6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=.

sum pontos_epds if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_ cor referida cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=.

sum idade if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida_cat~=. & anos_escolaridade~=.
& fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & me6hist_depre~=. & trimestre==1 & status==1 &
mb5tratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=.

sum renda_percapta if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mb5tratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=.

Sum Intake_vitD_IU3Tfixo if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida_cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=.

sum CALCIUM fixo3tri if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida_cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=.

-Students t test

ttest vitdquest2 if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=., by (epdsl3cat)

ttest vitdativaquest2 if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=., by (epds13cat)

ttest pontos_epds if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new _cor_referida cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=., by (epds13cat)

ttest idade if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida_cat~=. & anos_escolaridade~=.
& fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & mé6hist_depre~=. & trimestre==1 & status==1 &
mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=., by (epds13cat)

ttest renda_percapta if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida_cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=., by (epds13cat)

ttest Intake vitD IU3Tfixo if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new _cor_referida_cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & mé6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=., by (epds13cat)

ttest CALCIUM _fixo3tri if sg padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida_cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
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& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=., by (epds13cat)

*Variaveis categoricas

tab m6hist_depre if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=.

tab consome_alcool if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new cor_referida cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & mé6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=.

tab fumo_atual if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new _cor_referida cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & mé6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=.

tab escolaridade 2cat if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor referida_cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=.

tab new_sitconj cat if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida_cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=.

tab Imc_obes if sg _padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & mé6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=.

tab faz_ativ_lazer_antes if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida_cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=.

tab paridade 2cat if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & mé6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mb5tratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=.

tab desejo_engravidar2cat if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida_cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=.

tab Branco_Outr_Negros if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida_cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=.

tab vitd_cat75 if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=.

tab vitd_cat50 if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=.

tab vitd_cat30 if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida_cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=.

-Teste quiquadrado

tab mé6hist_depre if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & mé6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=., row chi2
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tab consome_alcool if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida_cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & mé6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=., row chi2

tab escolaridade 2cat if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=., row chi2

tab new_sitconj _cat if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida_cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & mé6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=., row chi2

tab Imc_obes if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida_cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=., row chi2

tab faz_ativ_lazer_antes if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida_cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=., row chi2

tab paridade 2cat if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & mé6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=., row chi2

tab desejo_engravidar2cat if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida_cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=., row chi2

tab Branco_Outr_Negros if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida_cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=., row chi2

tab vitd_cat75 if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=., row chi2

-Teste exato de fischer

tab fumo_atual if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida _cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=., row exact

tab vitd_cat50 if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida_cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=., row exact

tab vitd_cat30 if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=., row exact

FIGURA SUPLEMENTAR 1

tab epdsl3cat if sg padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida_cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==1
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=.

tab epdsl3cat if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist_depre~=. & trimestre==2
& status==1 & mb5tratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=.
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tab epdsl3cat if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida_cat~=. &
anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & mé6hist_depre~=. & trimestre==
& status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=.

Calculo do intervalo de confianca da figura 1

cii numero total nimero de observacao encontrada, level(95)
cii 179 36, level(95)
cii 156 23, level(95)
cii 128 10, level(95)

- test de Mcnemar

tab epdsl3cat 1tri epdsl3cat 2tri if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida_cat~=.
& anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist depre~=. &
trimestre==1 & status==1 & mbtratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=.

mcci 111132211

tab epdsl3cat_1tri epdsl3cat_3tri if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida_cat~=.
& anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist depre~=. &
trimestre==1 & status==1 & mb5tratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=.

mcci 123720 11

tab epdsl3cat_2tri epdsl3cat 3tri if sg_padrao~=. & epdsl3cat~=. & Imc_obes~=. & new_cor_referida_cat~=.
& anos_escolaridade~=. & fumo_atual~=. & consome_alcool~=. & idade~=. & m6hist depre~=. &
trimestre==1 & status==1 & mb5tratamento_depre~=1 & filtro_ensaio~=. & vitdquest_1tri~=.

mcci 120 8 13 10

*kk*k * * k% bOFTWARE R***************
dados <- read.dta("banco_completo_longSEMabortos_VitD_hormonios_27-01-16.dta",convert.factors=F)

dim(dados)
head(dados)
names(dados)

#i#colocando os filtros#t
dados<-dados[dados$trimestre!=4,]
dim(dados)

dados<-dados[dados$status==1,]

dim(dados)
dados<-dados[dados$tratdepre_r==2,]
dim(dados)
dados<-dados['is.na(dados$filtro_ensaio),]
dim(dados)
dados<-dados['is.na(dados$idade),]
dim(dados)
dados<-dados['is.na(dados$Imc_obes),]
dim(dados)
dados<-dados[!is.na(dados$new_cor_referida_cat),]
dim(dados)
dados<-dados['is.na(dados$fumo_atual),]
dim(dados)
dados<-dados[!is.na(dados$consome_alcool),]
dim(dados)
dados<-dados['is.na(dados$mé6hist_depre),]
dim(dados)

dados<-dados[!is.na(dados$ anos_escolaridade),]
dim(dados)
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####colocando as variaveis categoricast#tt
dados$epds13cat<-as.factor(dados$epds13cat)
dados$new_cor_referida_cat<-as.factor(dados$new_cor_referida_cat)
dados$consome_alcool<-as.factor(dados$consome_alcool)
dados$fumo_atual<-as.factor(dados$fumo_atual)
dados$me6hist_depre<-as.factor(dados$mehist_depre)
dados$me6hist_depre<-as.factor(dados$ new_idade catl)

TABELA1
modelol<-glm(epdsl3cat~vitdquest_1tri+sg_padrao, data = dados, family = 'binomial’)

summary(modelol)

modelo2<glm(epds13cat~vitdquest_1tri+sg_padrao+new_cor_referida_cat+fumo_atual+consome_alcool+m6his
t depre+Imc_obes+new_idade_catl+anos_escolaridade, data = dados, family = 'binomial’)
summary(modelo2)

modelo3<-glm(epdsl3cat~vitdativaquest_1tri+ sg_padrao,, data = dados, family = 'binomial’)
summary(modelo3)

modelo4<glm(epds13cat~vitdativaquest_1tri+sg_padrao+new_cor_referida_cat+fumo_atual+consome_alcool+
méhist_depre+Imc_obes+new_idade_catl+anos_escolaridade, data = dados, family = 'binomial’)

summary(modelo4)

TABELA?2
Modelo5<-glm(epdsl3cat~vitdquest2 +sg_padrao, data = dados, family = ‘binomial’)
summary(modelo5)

modelo6<glm(epds13cat~vitdquest2+sg_padrao+new_cor_referida_cat+fumo_atual+consome_alcool+méhist_d
epre+Imc_obes+new_idade_catl+anos_escolaridade, data = dados, family = 'binomial’)
summary(modelo6)

modelo7<-glm(epds13cat~ vitdativaquest2+ sg_padrao,, data = dados, family = 'binomial’)
summary(modelo7)

modelo8<glm(epdsl3cat~vitdativaquest2+sg_padrao+new_cor_referida_cat+fumo_atual+consome_alcool+m6h
ist_depre+Imc_obes+new_idade_catl+anos_escolaridade, data = dados, family = 'binomial’)

summary(modelo8)

FIGURE 1

Modelo9<-glm(epdsl3cat~sg_padrao, data = dados, family = 'binomial’)
summary(modelo9)

visreg (modelo9, "sg_padrao”, scale = "response™,

xlab = "Gestational age (weeks)", ylab = "Probability depressive symptoms")

FIGURE 2
Modelo10<glm(epds13cat~vitdquest_1tri+sg_padrao+new_cor_referida_cat+fumo_atual+consome_alcool+m6h
ist_depre+Imc_obes+new_idade catl+anos_escolaridade, data = dados, family = 'binomial’)

summary(modelo10)

visreg (modelol0, "vitdquest_1tri", scale = "response",
xlab = "25(OH)D concentrations", ylab = "Probability (depressive symptoms)")
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_ ANEXO6
APROVAGAO DO COMITE DE ETICA
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Comité de Etica em Pesquisa

Paracer 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 Sadde e Defesa Civil - CEP SMSDC-RJ, constituido nos Termos ‘da
Resolucio CNS n? 196/96 ¢, devidamente registrado na Comissao Nacional de Etica
em Pesquisa, recebeu, analisou € emitiu parecer sobre a documentagao refarente ao
Protocolo de Pesquisa, conforme abaixo discriminado:

Coordenadora:

Salesia Felpe de Otivaira PROTOCOLO DE PESQUISA N® 121/09
Vica-C cordenadors: CAAE: 0139.0.314.000-09
Suzana Aves da Siva A ;
TITULO: Salkde menta! e estado nutricional na
Membros: 3 : A ;
; gestacdo e no pos-parto: estudo prospectivo com
S v oo ensaio clinico randomizado aninhado.

Braulio dos Santos Junior

Carles Alberto Pereira da Oliveira
<5

e e PESQUISADOR RESPONSAVEL: Gilberto Kac.
Jucarma Fabricko Viera

Marcia Constancia P, A. Gomes
Maria Alice Gun

e e ey UNIDADE (S) ONDE SE REALIZARA A PESQUISA:
Nara Sarana CMS Heitor Belirao,

Padro Paule Magalhaos Chrispim
Rafaed Aron Abitool

Rondinsii Mendes da Silva

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

Secretarias Executivas:
Cana Costa Vianna

Renata Guedss Farmira PARECER: APROVADO.

Ressaltamos que o pesquisador responsavel por este Protocolo de
Pesquisa devera apresentar a este Comitd de Etica um relatério das atividades
desenvolvidas no pericdo de 12 meses a contar da data de sua aprovacao (ifem Vil
13.d., da Resolupdo CNS/MS N* 196/96).

Esclaracemos, ainda, com relagao acs Protocolos, que 0 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 nao sejam publicadps.

I J | =T .
s‘aﬂi%%a;{d‘ﬁek A

Coordenadora
Comité de Etica em Pesquisa

Comite de Elica am Pasquisa da Sscretaria Muricioal de Saude o Delesa Chil
Aua Alonso Cavalcans, 455 sala 715 - Cdade Nova - Rio da Junero
CEF: 202111901

E-mal: coppma o nogube - Ste: yrw I IR o BULeE

FWA N Qo107
IRB 1. 000CEST?
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ANEXO 7
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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UNIVERSIDADE

DO BRASIL
UFR]

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPAR
DA PESQUISA

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

Vocé esta sendo convidada a fazer parte de uma pesquisa que tem por objetivo entender melhor a
relacdo entre a alimentagdo e a ocorréncia de problemas como a ansiedade e o estresse durante a gestagao
e apo6s o parto. Neste estudo, também avaliaremos se o 6mega-3 (um composto natural presente em
varios alimentos, como peixes e alguns vegetais) protege as gestantes de tais problemas.

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

Como irei participar?

Vocé fara uma avaliagdo completa e detalhada sobre sua saude. No total, vocé terd 4 consultas com
nossa equipe: 4 durante o pré-natal (com até 13 semanas, na 24* ¢ 36" semanas) ¢ uma de 30 a 45 dias
apos 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 ¢ de 45 minutos.

Durante as consultas, vocé ird responder a perguntas e preencher questionarios para obtermos
informag¢bes como: sua identificagdo (endereco e telefone), dados demograficos (nome, estado civil,
idade), situacido social e economica, historia obstétrica, uso de alcool, fumo e outras drogas, violéncia
familiar, estresse e ansiedade, atividade fisica e como vocé se alimenta. Em todas as 5 consultas iremos
também avaliar seu peso e altura e coletar amostras de sangue para 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 freqtiéncia cardiaca (batimentos do coraco) e o
outro “pedoémetro” que conta o numero de passos que vocé dard durante este dia. No dia seguinte, um
pesquisador do projeto ira até a sua casa recolher esses equipamentos, ndo 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 participando 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 refeicoes (almoco), todos os dias até 30 dias apos o parto. Vocé
nao precisard comprar ou pagar por este suplemento, ou seja, vocé vai recebé-lo de graga.

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 suplementagido durante a gestagiao
ndo traz nenhum risco ou efeito colateral para a sua satide e a do bebé&. No entanto, ja foram
relatados a ocorténcia passageira de diarréia, regurgitacio e refluxo. Consumir o 6leo na forma de
capsula torna apenas mais pratico.

Todas as informagdes que vocé fornecer serdo mantidas em segredo e utilizadas apenas para a
pesquisa. Nenhuma outra pessoa ou profissional terd acesso a suas informacles, somente Os
pesquisadores que trabalham para esta pesquisa. Quando divulgarmos os resultados deste trabalho, seu
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nome em momento algum ira aparecer, bem como qualquer outra informacao 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 avaliagoes durante as consultas. Por ocasiao da coleta
de sangue, vocé podera observar a formacdo pequeno hematoma na regiao 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 habitos durante a gesta¢do, como o seu ganho
de peso e sua alimentacio, s3o medidas importantes para garantir a saide 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 desejar.

HEste termo de consentimento é um documento importante e vocé ira receber uma cépia na qual
consta o telefone e o endereco do pesquisador principal, podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e
sua participagdo, agora ou a qualquer momento.

Meu consentimento:

Minha participacio ¢é de livre e espontanea vontade, ou seja, ndo 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 maternidade ndo serd, 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 lé-lo antes de assinar.

data
Nome e assinatura do pesquisador
Nome do sujeito da pesquisa
data
Assinatura do sujeito da pesquisa
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: 25626595 / 94012077

E-mail: juliana.vaz@gmail.com

Secretaria Municipal de Satide e Defesa Civil / Comité de Etica em PesquisaRua Afonso Cavalcanti, 455
Bloco 1 - Sala 715

Email: cepsms@tio.tj.gov.br
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