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APRESENTAÇÃO 

 

Esta tese faz parte de um estudo de coorte maior intitulado “Compostos bioativos do leite 

humano e associação com a saúde materna e o desenvolvimento infantil”. Trata-se de uma coorte 

prospectiva de acompanhamento de gestantes e seus filhos, com início no terceiro trimestre da 

gestação (entre 28ª e 35ª semanas gestacionais - SG) e acompanhamento até o primeiro ano de vida 

da criança. A coleta de dados foi realizada entre 2017 e 2020, em uma Clínica da Família, 

localizada na zona norte do Rio de Janeiro. 

O estudo de coorte foi financiado pelo edital 46/2014 do Programa de Apoio aos Núcleos 

de Excelência (PRONEX) da Fundação Carlos Chagas Filho de Amparo à Pesquisa do Estado do 

Rio de Janeiro (FAPERJ), pelo edital 01/2016 da chamada Universal do Conselho Nacional de 

Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq), pela chamada 12/2017 de Bolsa de 

Produtividade em Pesquisa (PQ) do CNPq e pelo edital 02/2017 do Programa Cientista do Nosso 

Estado da FAPERJ. A doutoranda recebeu bolsa de estudos financiada pela Coordenação de 

Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) para participação em todas as etapas da 

coleta deste estudo e elaboração desta tese. 

Os dados utilizados nesta tese foram coletados por pesquisadores do Observatório de 

Epidemiologia Nutricional, do Instituto de Nutrição Josué de Castro (INJC), da Universidade 

Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). As concentrações das vitaminas do complexo B e colina do leite 

humano foram analisadas pela pesquisadora Daniela Hampel, com apoio de recursos financeiros 
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A seção de resultados/discussão foi apresentada no formato de dois artigos científicos. O 

primeiro artigo já foi aprovado e publicado na revista The American Journal of Clinical Nutrition, 

porém, devido aos direitos autorais desta revista, apenas a primeira página da publicação está 

disponível em anexo. O segundo manuscrito está em fase de finalização para submissão na revista 

The Journal of Nutrition.  

Os manuscritos foram elaborados no formato exigido pelas revistas. As referências da tese 

obedecem ao estilo da Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT). Devido ao grande 

número de páginas dos questionários utilizados na coleta de dados, optou-se por disponibilizar tais 

documentos de forma online. 
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RESUMO 

BATALHA, Mônica Araujo. Fatores associados às concentrações das vitaminas do complexo 

B e colina no leite humano: um estudo prospectivo no Rio de Janeiro. Rio de Janeiro, 2021. 

Tese (Doutorado em Ciências Nutricionais) - Instituto de Nutrição Josué de Castro, Universidade 

Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021 

 

Introdução: Pouco se sabe sobre como características maternas e as concentrações das vitaminas 

do complexo B e colina do leite humano (LH) nos primeiros dias pós-parto podem estar 

relacionadas às mudanças de suas concentrações ao longo da lactação. Paralelamente, existe 

evidência limitada sobre a relação de alterações na saúde mental materna e o estado nutricional 

materno de vitamina B12, e, até o momento, não existe evidência sobre como tais fatores podem 

alterar as concentrações de B-12 no LH. Objetivo: Avaliar fatores associados às trajetórias das 

concentrações das vitaminas do complexo B e colina no LH e investigar associação entre sintomas 

depressivos e de ansiedade, estado nutricional materno de vitamina B-12 e concentrações de B-12 

no LH. Métodos: Coorte prospectiva com linha de base entre 28ª e 35ª semanas gestacionais e com 

amostras de LH coletadas em pelo menos uma das três entrevistas: 2-8 (1), 28-50 (2) e 88-119 (3) 

dias pós-parto. Modelos lineares longitudinais de efeitos mistos com termos de interação foram 

usados para avaliar as mudanças nas concentrações das vitaminas do complexo B e colina do LH 

ao longo do tempo. Modelos de regressão linear foram usados para avaliar a associação entre saúde 

mental materna e concentrações séricas de vitamina B-12 e de homocisteína; e a associação entre 

saúde mental materna e concentrações de B-12 no LH. Resultados: Participantes com maiores 

concentrações de niacina, ácido pantotênico, vitamina B-12 e colina nos primeiros dias de lactação 

(2-8 dias pós-parto) apresentaram menores concentrações destes micronutrientes ao longo da 

lactação. As participantes com sobrepeso e obesidade pré-gestacional apresentaram maiores 

concentrações de B-12 no LH ao longo do tempo quando comparadas com as participantes com 

baixo peso e eutrofia. Em contraste, menores concentrações de B-12 no LH foram observadas entre 

as mulheres com ingestão de B-12 abaixo da ingestão dietética diária recomendada (RDA) durante 

a gestação. As mulheres com ingestão de niacina abaixo da RDA durante a lactação 

experimentaram um aumento nas concentrações desta vitamina no LH ao longo do tempo. 

Participantes com idade gestacional no parto >40 semanas apresentaram maior concentração de 
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colina no LH ao longo da lactação. O aumento no escore de ansiedade na linha de base foi associado 

às maiores concentrações de homocisteína sérica maternas e menores concentrações de B-12 no 

LH na entrevista 2. Conclusões: As concentrações dos micronutrientes do LH nos primeiros dias 

pós-parto, o IMC pré-gestacional, a ingestão alimentar na gestação e lactação e a idade gestacional 

no parto podem estar associados às mudanças nas trajetórias dos micronutrientes do LH. 

Adicionalmente, sintomas de ansiedade materna, no final gestação, podem estar associados às 

concentrações séricas maternas de homocisteína e de B-12 no LH no primeiro mês pós-parto. 

 

Palavras-chave: Gravidez; Lactação; Leite humano; Complexo Vitamínico B; Colina; Estado 

Nutricional; Depressão; Ansiedade. 
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ABSTRACT 

BATALHA, Mônica Araujo. Factors associated with B vitamins and choline milk 

concentrations: a prospective study in Rio de Janeiro. Rio de Janeiro, 2021. Tese (PhD degree 

in Nutrition Science) - Josué de Castro Institute of Nutrition, Federal University Rio de Janeiro, 

Rio de Janeiro, 2021 

 

Background: Little is known regarding how maternal characteristics and milk B-vitamin and 

choline concentrations in the first postpartum days could be related to changes in their 

concentrations throughout lactation. Additionally, there is still limited evidence on the relationship 

between maternal mental health and maternal vitamin B-12 status, and, to our knowledge, no study 

investigated how these factors could be related to milk B-12 concentrations. Objective: To 

evaluate factors associated with the trajectories of B-vitamin and choline concentrations in human 

milk and to assess the association between depressive and anxiety symptoms, maternal nutritional 

status of vitamin B-12 and B-12 milk concentration. Methods: Prospective cohort with baseline 

between 28th and 35th gestational weeks and milk samples collected at least one of several time 

point (TP) follow-up visits at: 2-8 (TP1), 28-50 (TP2), and 88-119 (TP3) days postpartum. 

Longitudinal linear mixed-effects models with interaction terms were used to evaluate changes in 

B-vitamin and choline concentrations in milk over time. Linear regression analyses assessed the 

association of maternal mental health and serum B-12 and homocysteine concentration; and the 

association between maternal mental health and B-12 milk concentrations. Results: The women 

with higher early postpartum milk concentrations of niacin, pantothenic acid, B-12, and choline 

exhibited a decrease in their concentrations throughout lactation. The participants with overweight 

and obesity prepregnancy experienced an increase in milk B-12 concentrations over time. In 

contrast, a decrease in B-12 concentration was observed among women with B-12 intake below 

the recommended daily allowance (RDA) during pregnancy. The women with niacin intake below 

the RDA during lactation experienced an increase in milk concentrations over time. A gestational 

age at birth >40 weeks was associated with an increase in milk choline concentration throughout 

lactation. Each unit higher in anxiety state score at baseline were associated with higher serum 

homocysteine concentrations, and lower milk B-12 concentration at TP2. Conclusions: Early days 

concentrations of milk micronutrients, maternal prepregnancy BMI, dietary intake during 
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pregnancy and lactation, gestational age at delivery could be associated with changes in trajectories 

of B-vitamin and choline milk concentrations during lactation. Maternal anxiety in the end of 

pregnancy could be associated with maternal serum homocysteine concentrations and B-12 milk 

concentrations.  

 

Keywords: Pregnancy, Lactation, Human milk, B vitamin, Choline, Nutritional Status, 

Depression, Anxiety. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Há um crescente interesse pelo entendimento da composição do leite humano (LH), 

considerando a recomendação referente ao aleitamento materno exclusivo (AME) até o 6º mês de 

vida, proposta pela Organização Mundial de Saúde (OMS), e tendo em vista que o LH deveria ser 

a única fonte de nutrientes para muitas crianças nestes primeiros meses de vida (CASAVALE et 

al., 2019; PÉREZ-ESCAMILLA et al., 2019; RASMUSSEN, 2019). 

Os benefícios da amamentação para o grupo materno-infantil são inúmeros e estão bem 

descritos na literatura (DIETERICH et al., 2013; CHOWDHURY et al., 2015; VICTORA et al., 

2016). Esses benefícios podem ser explicados por diversos mecanismos e, atualmente, um dos mais 

estudados é referente a composição do LH. Os macronutrientes, micronutrientes, células, bactérias 

e compostos bioativos do LH têm sido investigados no que diz respeito a este papel protetor 

(ANDREAS; KAMPMANN; LE-DOARE, 2015; PRENTICE et al., 2016; DONOVAN, 2019).  

As vitaminas do complexo B e colina são classificadas como micronutrientes pertencentes 

ao grupo I do LH, de grande relevância para saúde pública, visto que são diretamente impactados 

pelo estado nutricional materno (ALLEN, 1994a). Estes micronutrientes agem como cofatores e 

coenzimas em várias reações metabólicas, incluindo aquelas que envolvem transferência de 

unidade de carbono, sendo necessárias para a saúde e o desenvolvimento infantil (BLACK, 2008; 

ZEMPLENI et al., 2013; KENNEDY, 2016; VENKATRAMANAN et al., 2016). 

As concentrações das vitaminas do complexo B e colina no LH variam ao longo da lactação. 

Algumas aumentam, enquanto outras diminuem ou permanecem estáveis, e para algumas, a 

concentração pode aumentar em alguns períodos, mas diminuir durante outros (DROR; ALLEN, 

2018). O estado nutricional materno, avaliado por meio de marcadores bioquímicos, dieta e 

ingestão de suplementos, tem sido investigado em relação às concentrações de vitaminas do 

complexo B e colina no LH (DANIELS et al., 2019; DONOHUE et al., 2020; GIBSON et al., 

2020). Entretanto, ainda existem lacunas sobre como fatores maternos estariam associados às 

mudanças nas trajetórias das concentrações destas vitaminas ao longo da lactação. 

Paralelamente, evidências sugerem o envolvimento das vitaminas do complexo B que 

participam das reações de transferência de uma unidade de carbono, principalmente B-12 e folato, 
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na ocorrência de alterações da saúde mental, incluindo sintomas de ansiedade e depressão 

(TIEMEIER et al., 2002; MIKKELSEN et al., 2016). Tal fato é relevante, principalmente, 

considerando que o período perinatal é caracterizado por elevadas prevalências de alterações na 

saúde mental (HOWARD et al., 2014; HOWARD et al., 2020).   

Por um lado, as deficiências destes micronutrientes podem resultar em alterações nas 

concentrações de homocisteína e, consequentemente, serem relacionadas com sintomas de 

ansiedade e depressão (FOLSTEIN et al., 2007; MORADI et al., 2021). Por outro lado, a presença 

de alteração na saúde mental pode representar um risco para deficiência destes nutrientes, ao 

promover mudanças no comportamento e estilo de vida não saudável (BARKER et al., 2013; 

SAEED et al., 2015; BOUTTÉ et al., 2021). Alguns estudos investigaram a relação entre a 

ocorrência de sintomas de ansiedade e depressão perinatal e alterações na composição do LH (DI 

BENEDETTO et al., 2020). Porém, pouco se sabe sobre como alterações na saúde mental perinatal 

podem gerar deficiências maternas, especialmente de vitamina B-12, e impactar nas concentrações 

desta vitamina no LH. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Aleitamento materno 

 

O LH é considerado o alimento preferencial para alimentação das crianças nos seus 

primeiros seis meses de vida (WALKER et al., 2010; KRAMER; KAKUMA, 2012; VICTORA et 

al., 2016). O aleitamento materno (AM) é incentivado tanto por organizações quanto por 

profissionais de saúde por possuir benefícios nutricionais, psicológicos, econômicos e 

imunológicos (DIAS; FIGUEIREDO, 2015; HANSEN, 2016; VICTORA et al., 2016; PÉREZ-

ESCAMILLA et al., 2019; WALTERS; PHAN; MATHISEN, 2019). 

O AM é fundamental para o adequado crescimento e desenvolvimento infantil e contribui 

para a redução da mortalidade por infecções, diabetes mellitus tipo 2, para maiores escores de 

inteligência e para proteção contra sobrepeso e obesidade na adolescência e idade adulta (HORTA; 

LORET DE MOLA; VICTORA, 2015a; HORTA; LORET DE MOLA; VICTORA, 2015b; 

SMITHERS; KRAMER; LYNCH, 2015; VICTORA et al., 2016). Os benefícios do AM para a 

mãe incluem prevenção do câncer de mama, menor risco de diabetes mellitus tipo 2 e câncer de 

ovário (VICTORA et al., 2016), além de contribuir para redução da retenção de peso no pós-parto 

(KAC et al., 2004). A regulação hormonal (HANDLIN et al., 2009; NEELON et al., 2015), 

alterações vasculares (como redução da espessura e lúmen arterial) (GUNDERSON et al., 2015) e 

melhorias no metabolismo da glicose materno (MCMANUS et al., 2001; YASUHI et al., 2017), 

além da composição do próprio LH (DAVIS et al., 2017; BOIX-AMOROS et al., 2019; 

MAZZOCCHI et al.,2019; BINIA et al., 2021) estão entre alguns dos mecanismos que explicam o 

papel protetor do LH. 

No que diz respeito à composição, o LH não é fonte apenas de nutrientes considerados 

essenciais, mas também de importantes compostos bioativos (DONOVAN et al., 2019). Existem 

inúmeras evidências sobre o papel protetor desempenhado pelos macronutrientes e micronutrientes 

e pelos compostos bioativos, como imunoglobulinas, hormônios e oligossacarídeos (ANDREAS; 

KAMPMANN; LE-DOARE, 2015; BALLARD; MORROW, 2013; DAVIS et al., 2017). As 

proteínas presentes no LH, por exemplo, servem como fonte de aminoácidos, melhoram a 

biodisponibilidade de micronutrientes, participam da defesa imunológica, da maturação intestinal, 

modulam a microbiota e têm papel na cognição (DONOVAN, 2019). Os oligossacarídeos têm sido 

relacionados à prevenção de infecções, ao influenciar a microbiota e a imunidade no início da vida 
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(SPRENGER; BINIA; AUSTIN, 2019). 

A OMS recomenda o AME até o 6º mês de vida, desde 2001 (OMS, 2001). Nos meses 

subsequentes, e até o 2º ano de vida da criança, recomenda-se a amamentação complementada com 

outros alimentos (OMS/UNICEF, 2021). Esta recomendação é reforçada pelo “Guia Alimentar 

para crianças brasileiras menores de 2 anos” (BRASIL, 2019). O Quadro 1 apresenta a 

classificação do AM segundo a recomendação do Ministério da Saúde (BRASIL, 2009).  

 

 Quadro 1. Classificação do aleitamento materno. 

Tipos de  

Aleitamento Materno 

Definição 

 

Aleitamento materno exclusivo 

Somente leite humano, direto da mama ou ordenhado, ou 

leite humano de outras fontes, sem outros líquidos ou 

sólidos, com exceção de gotas ou xaropes contendo 

vitaminas, sais de reidratação oral, suplementos minerais 

ou medicamentos 

Aleitamento materno predominante Além do leite humano, água ou outras bebidas à base de 

água (água adocicada, chás, infusões), sucos de frutas e 

fluídos rituais1,2 

Aleitamento materno Leite humano (direto da mama ou ordenhado), 

independente de receber outros alimentos 

Aleitamento materno complementado Além do leite humano, qualquer alimento sólido ou 

semissólido com a finalidade de complementá-lo, e não de 

substituí-lo. O recebimento de outro tipo de leite, como o 

leite de vaca, por exemplo, não é classificado como 

alimento complementar 

Aleitamento materno misto ou parcial Leite materno e outros tipos de leite 

Fonte: Brasil (2009) 

Notas:  
1Fluídos rituais=líquidos ou misturas utilizadas em ritos místicos ou religiosos. 
2A OMS não considera os fluídos rituais como pertencente ao grupo dos alimentos considerados como 

exceção para o AME. Por outro lado, o Ministério da Saúde apoia a inclusão destes alimentos na 

definição de AME, desde que utilizados em volumes reduzidos, de forma a não concorrer com o LH. 
 

A promoção e proteção do AM é alvo de diversas políticas mundiais. Em 1991, foi lançada 

a “Iniciativa Hospital Amigo da Criança” que consiste em um programa para incentivar 
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maternidades em todo o mundo a adotar os “Dez Passos para o Sucesso do Aleitamento Materno” 

e, desta forma, melhorar as taxas de AM na primeira hora de vida, AME, AM predominante e 

qualquer tipo de AM (SINHA et al., 2015; PÉREZ‐ESCAMILLA; MARTINEZ; SEGURA‐

PÉREZ, 2016). 

Apesar das diversas evidências relacionadas aos benefícios do AME, as prevalências 

mundiais e nacionais ainda permanecem abaixo de 50% e de 70%, metas estabelecidas pela OMS 

para serem alcançadas até 2025 e 2030, respectivamente (VICTORA et al., 2016; OMS, 2017; 

NEVES et al., 2021). A prevalência de AME, em crianças menores de seis meses, nos países de 

baixa e média renda é de apenas 37%. A manutenção do AM até os 12 meses e 24 meses de idade 

da criança é mais comum nos países de baixa renda, nos quais as prevalências são maiores do que 

90% e 60%, respectivamente. Nos países de alta renda, até os seis meses, as prevalências de AME 

e de qualquer tipo de AM foram de 18% e 45%, respectivamente; aos 12 meses, a mediana da 

prevalência de AM continuado foi de 29% (VAZ et al., 2021). No Brasil, as prevalências dos 

indicadores de AM foram obtidas a partir de inquéritos nacionais nos anos de 1986, 1996, 2006, 

2013 e 2019. A prevalência de AME em menores de seis meses aumentou de 2,9% para 45,7%, 

entre os anos de 1986 e 2019 (Quadro 2).  

 

Quadro 2. Prevalência de indicadores de aleitamento materno entre 1986 e 2019 no Brasil. 

Indicador de AM Prevalência 

19861 19962 20063 20134 20195 

Aleitamento materno exclusivo em <6 meses  2,9 23,9 37,1 36,6 45,7 

Aleitamento materno total em <2 anos 37,4 44,8 56,3 52,1 60,9 

Aleitamento materno continuado com um ano 22,7 37,5 47,2 45,4 53,1 

Aleitamento materno continuado aos dois anos 24,5 24,7 23,3 31,8 - 

Fonte: Adaptado de Boccolini et al. (2017) e dos resultados preliminares ENANI-2019 (UFRJ, 2020). 

Notas: 

1Dados provenientes da Pesquisa Nacional sobre Saúde Materno-Infantil e Planejamento Familiar de 

1986. 
2Dados provenientes da Pesquisa Nacional sobre Demografia e Saúde de 1996. 
3Dados provenientes da Pesquisa Nacional de Demografia e Saúde da Criança e da Mulher. 
4Dados provenientes da Pesquisa Nacional de Saúde de 2013. 
5Estudo Nacional de Alimentação e Nutrição Infantil-ENANI-2019 (UFRJ, 2020). 
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Os aumentos nas prevalências do AM estão relacionados às várias políticas de promoção e 

proteção ao AM, como o Programa Nacional de Aleitamento Materno, iniciadas a partir da década 

de 80 no Brasil (BOCCOLINI et al., 2017). Dentre as políticas nacionais, além da Iniciativa 

Hospital Amigos da Criança implementada em 1992, houve a criação de extensa Rede Brasileira 

de Bancos de Leite Humano (RBLH), desde 1998 (BRASIL, 2006; MAIA et al., 2006), e a inclusão 

do direito a 120 dias de licença maternidade (180 dias, em caso de servidora pública), na 

Constituição Federal (BRASIL, 2008; MONTEIRO et al., 2019).  

 

2.2 Composição do leite humano 

 

O LH é considerado um fluido complexo, composto por inúmeros constituintes que podem 

ser categorizados de acordo com suas propriedades físicas ou fisiológicas em macronutrientes 

(proteínas, carboidratos e lipídeos), micronutrientes (vitaminas, minerais e elementos traços), 

células, bactérias e compostos bioativos (oligossacarídeos, hormônios, imunoglobulinas, citocinas, 

entre outros) (PICCIANO, 2001; BALLARD; MORROW, 2013; CHRISTIAN et al., 2021). As 

três fontes principais que dão origem aos componentes nutricionais do LH são a síntese nas células 

epiteliais, a dieta e as reservas maternas (BALLARD; MORROW, 2013; DE VRIES et al., 2018).  

Evidências demonstram que a composição do LH é dinâmica, variável entre as mulheres, e 

pode ser modificada ao longo do período pós-parto, para atender as necessidades nutricionais e 

imunológicas da criança (BALLARD; MORROW, 2013; ANDREAS; KAMPMANN; LE-

DOARE, 2015). De acordo com o estágio de lactação, o LH é classificado em colostro, leite de 

transição e leite maduro (JENNES, 1979). 

 O colostro é secretado nos primeiros dias pós-parto pela mãe, em pequenas quantidades, e 

é caracterizado pela quantidade elevada de componentes imunológicos e fatores de crescimento e 

baixa concentração de lactose e gordura (OKADA et al., 1991; SAITO et al., 1993; PANG et al., 

2007; CASTELLOTE et al., 2011). No colostro, as concentrações de sódio, cloreto e magnésio são 

altas e as de cálcio e potássio são baixas quando comparadas com LH em estágios posteriores da 

lactação (KULSKI; HARTMANN, 1981; PANG; HARTMANN, 2007). O leite de transição é 

secretado pela mãe entre o 5º dia até a segunda semana pós-parto e possui algumas características 

do colostro. No entanto, a produção do leite de transição pela mulher tende a ser mais abundante, 

a fim de garantir e atender as necessidades nutricionais e de desenvolvimento, em uma fase de 
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rápido crescimento infantil (BALLARD; MORROW, 2013). O leite maduro é secretado após a 

segunda semana do pós-parto e é caracterizado por maiores concentrações de lipídeos e menores 

de fatores imunológicos, proteínas e lactose, que decrescem ao longo da lactação (KADER et al., 

1972; BALLARD; MORROW, 2013). 

Na mesma época em que a OMS divulgou as recomendações de AM foi lançado um 

documento de revisão sobre adequação de nutrientes (energia, proteína, cálcio, ferro, zinco e 

vitaminas A, D, B6) para crianças exclusivamente amamentadas até o 6º mês de vida, com a 

finalidade de fortalecer o papel protetor conferido pelo AME (ALLEN, 2012). Entretanto, dentre 

os nutrientes avaliados, este documento demonstrou que apenas as deficiências maternas das 

vitaminas A e B6 poderiam alterar as concentrações destas vitaminas no LH e, consequentemente, 

afetar a saúde da criança (BUTTE; LOPEZ-ALARCON; GARZA, 2002). Uma limitação é que 

esse documento não avaliou como a deficiência de outras vitaminas maternas poderia influenciar 

em suas respectivas concentrações no LH (ALLEN, 2012).   

Erick (2018) sugeriu a utilização do termo “condicionalmente perfeito” para definir o LH, 

visto que sua composição pode ser condicionada, por exemplo, à dieta materna. Estudos sugerem 

que os nutrientes do LH podem ter suas concentrações influenciadas por diversos fatores maternos 

e infantis, sejam eles modificáveis ou não, o que torna difícil a avaliação desta composição. 

Adicionalmente, aspectos metodológicos, incluindo coleta, manuseio, armazenamento e pré-

processamento das amostras também podem ter importantes impactos na composição do LH 

(BALLARD; MORROW, 2013; DROR; ALLEN, 2018; ERIKSEN et al., 2018; ALLEN; 

HAMPEL, 2019; CHRISTIAN et al., 2021). 

A composição de macronutrientes do LH parece variar durante os estágios de lactação, 

conforme citado anteriormente, na própria lactante, de acordo com o volume de LH produzido e 

entre os diferentes estados nutricionais maternos (BALLARD; MORROW, 2013; LEGHI et al., 

2020; DANIEL et al., 2021). Por outro lado, os micronutrientes do LH são classificados em dois 

grupos principais (ALLEN, 1994a). O grupo I é composto por aqueles cujas concentrações são 

afetadas rapidamente pela depleção das concentrações maternas, portanto, são considerados de 

maior interesse para a saúde pública. Neste grupo estão incluídas as vitaminas do complexo B, a 

vitamina A, a vitamina D, o selênio e o iodo. O grupo II é composto por nutrientes cujas 
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concentrações no LH são pouco ou não são afetadas pela ingestão dietética e estado nutricional 

materno. Nesse grupo estão incluídos o folato, cálcio, ferro e zinco (ALLEN, 1994a). 

 

2.3 Aspectos gerais das vitaminas do complexo B e colina  

 

As vitaminas são compostos orgânicos necessários para o crescimento e desenvolvimento 

saudável (KENNEDY, 2016). A atuação destas vitaminas varia desde cofatores para inúmeras 

enzimas até reguladores de expressão gênica e função antioxidante (DE VRIES et al., 2018). 

As vitaminas do complexo B incluem a tiamina (ou vitamina B1), riboflavina (ou vitamina 

B2), niacina (ou vitamina B3), ácido pantotênico (ou vitamina B5), piridoxina (ou vitamina B6), 

biotina (ou vitamina B7), ácido fólico (ou vitamina B9), cobalamina (ou vitamina B12). 

De forma geral, estas vitaminas não são sintetizadas no organismo, portanto, são fornecidas 

principalmente pela ingestão alimentar (KENNEDY, 2016). No entanto, evidências sugerem que 

estas vitaminas também podem ser sintetizadas em quantidades limitadas pela microbiota do trato 

gastrointestinal (MAGNÚSDÓTTIR et al., 2015). A niacina é uma das exceções a esta regra, pois 

pode ser sintetizada a partir do triptofano (KIRKLAND, 2014; MEYER-FICCA; KIRKLAND, 

2016). A colina é um nutriente essencial, mas que pode ser produzido em pequenas quantidades no 

fígado (IOM,1998). As principais fontes de vitaminas do complexo B, exceto folato, e colina 

incluem os alimentos de origem animal conforme apresentados no Quadro 3 (KENNEDY, 2016). 

Estes micronutrientes participam de diversas vias metabólicas, como metabolismo dos 

carboidratos, dos aminoácidos e dos ácidos graxos, síntese de ácidos nucleicos e 

neurotransmissores, atuando de forma sinérgica em muitas destas vias (SECHI et al., 2016). A 

cobalamina, piridoxina, riboflavina, o folato e a colina atuam nas reações de transferência de uma 

unidade de carbono, de modo que, deficiências destes micronutrientes, assim como polimorfismos 

genéticos e fatores ambientais, alteram tal via metabólica e têm sido relacionadas aos eventos 

adversos de saúde, como doenças degenerativas, cardiovasculares, psiquiátricas e disfunções 

cognitivas (BOTTIGLIERI et al., 1996; ANDERSON et al., 2012, SECHI et al., 2016; MCNULTY 

et al., 2019). Evidências também sugerem que as deficiências desses nutrientes no período da 

gestação e lactação estejam relacionadas aos impactos na programação fetal intrauterina, nos 

desfechos gestacionais e na saúde e desenvolvimento cognitivo infantil (SINCLAIR et al., 2007; 

MURPHY et al., 2007; MOLLOY et al., 2008; CHRISTIAN; STEWART, 2010; BENTON, 2012; 
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STEEGERS-THEUNISSEN et al., 2013; RUSH; KATRE; YAJNIK, 2014; GERNAND et al., 

2016; ALLEN et al., 2018; BALA et al., 2021; KORSMO; JIANG, 2021). 

 

Quadro 3. Fontes dietéticas de vitaminas do complexo B e colina. 

Vitaminas Principais fontes dietéticas 

Tiamina 
Cereais (especialmente grãos integrais), vegetais verdes, 

batatas, macarrão, fígado, carne de porco, ovo 

Riboflavina 
Lacticínios, vegetais folhosos, legumes, fígado, rins, 

cogumelos 

Niacina 
Carne bovina, peixe, cereais integrais, 

legumes, cogumelos, oleaginosas 

Ácido pantotênico Carne bovina, cereais integrais, brócolis 

Piridoxina Carne bovina, peixe, legumes, oleaginosas, banana, batata 

Biotina Ovos, fígado, carne suína, folhas verdes 

Folato/ ácido fólico Folhas verdes, legumes e frutas cítricas 

Cobalamina  Carne bovina, peixe e outros produtos de origem animal 

Colina 
Gérmen de trigo, carne bovina, ovos, leite de vaca e outros 

produtos de origem animal 

Fonte: adaptado de Kennedy (2016) 

 

 

As prevalências das deficiências desses micronutrientes na população não estão bem 

descritas na literatura, porém quatro grupos de risco têm sido mais estudados: idosos, indivíduos 

com insuficiência cardíaca, vegetarianos/veganos e indivíduos após cirurgia bariátrica (SECHI et 

al., 2016). Tais prevalências são ainda mais difíceis de serem quantificadas durante a gestação e 

lactação, visto que com as alterações fisiológicas e anatômicas destes períodos ocorrem mudanças 

no estado nutricional destas vitaminas, principalmente de cobalamina, devido à transferência para 

o feto e a criança (MURPHY et al., 2007). Ao longo da gestação é esperada uma queda nas 

concentrações séricas de cobalamina em torno de 25-30% (HURE et al., 2012; VISENTIN et al., 

2016; BAE et al., 2015). No pós-parto, as concentrações de cobalamina podem ser maiores do que 

em mulheres não-gestantes, o que pode ser explicado por uma possível adaptação para transferência 

desta vitamina dos estoques maternos para a criança via LH (BAE et al., 2015). 
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2.4 Vitaminas do complexo B e colina no leite humano 

 

As vitaminas do complexo B fazem parte do grupo I de micronutrientes do LH por serem 

diretamente influenciadas pelo estado nutricional e consumo materno. A única exceção é o folato. 

O estudo destas vitaminas no LH é de grande relevância para a saúde pública, principalmente em 

países com elevada prevalência de deficiência, visto que suas baixas concentrações no LH podem 

contribuir para o atraso no crescimento e impactos na saúde da criança no primeiro ano de vida 

(ALLEN et al., 2012; ALLEN et al., 2018).  

Alguns estudos encontraram relação entre concentrações séricas, ingestão alimentar e/ou 

uso de suplementos maternos de vitaminas do complexo B e colina e as respectivas concentrações 

destes micronutrientes no LH (PRATT et al., 1951; WEST; KIRKSEY, 1976; PRENTICE et al., 

1983; SONG et al., 1984; CHANG; KIRKSEY, 1990; SPECKER et al., 1990; KODENTSOVA; 

VRZHESINSKAYA, 2006, DAGNELIEL  et al., 1992; ALLEN, 2012; GREIBE et al., 2013; 

NEUMANN et al., 2013; DUGGAN et al., 2014). O Quadro 4 apresenta breve descrição de 

vitaminas do complexo B e colina presentes no LH.
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 Quadro 4. Resumo das características das vitaminas do complexo B e colina no leite humano¹. 

 

Micronutrientes 

 

Formas  

no LH1 

 

Concentrações 

no LH ao longo 

do período de 

lactação1 

Fatores maternos associados às 

concentrações dos micronutrientes no LH1 

 

Consequências da 

deficiência 

 

 

AI² 

 
Concentração 

sérica materna 

Dieta  

Materna 

Uso de 

suplemento 

materno 

 

Tiamina 

 

Tiamina 

monofosfato, 

tiamina livre e 

tiamina trifosfato 

 

Aumenta nos 

primeiros meses 

 

Associação 

positiva 

 

Associação 

positiva 

 

Associação 

positiva 

 

Beribéri, edema, 

fadiga, sintomas 

gastrointestinais, 

convulsões, 

disfunção auditiva, 

atrasos no 

desenvolvimento3 

 

0,2 mg/d 

 

Riboflavina 

 

Flavina adenina 

dinucleotideo 

(FAD), riboflavina 

livre e outros 

derivados de 

flavina 

 

Alcança o pico 

entre 2 a 4 meses 

e depois diminui. 

Alguns estudos 

observaram 

estabilidade nos 

três primeiros 

meses 

 

Resultados 

conflitantes 

 

Associação 

positiva 

 

Associação 

positiva 

 

Fraqueza, 

dermatite, anemia, 

fadiga, mudanças 

de personalidade, 

disfunções 

cerebrais4 

 

0,3 mg/d 
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Micronutrientes 

 

Formas  

no LH1 

 

Concentrações 

no LH ao longo 

do período de 

lactação1 

Fatores maternos associados às 

concentrações dos micronutrientes no LH1 

 

Consequências da 

deficiência 

 

 

AI² 

 
Concentração 

sérica materna 

Dieta  

Materna 

Uso de 

suplemento 

materno 

 

Niacina 

 

Nicotinamida e 

suas formas 

coenzimáticas, a 

nicotinamida 

riboside e 

nicotinamida 

mononucleotideo 

 

Aumenta nos 

primeiros meses 

 

Pouca evidência 

 

Associação 

positiva 

 

Pouca 

evidência 

 

Pelagra, depressão, 

ansiedade, 

vertigem, perda de 

memória, paranoia, 

sintomas 

psicóticos, 

agressividade5 

 

2 mg/d 

 

Ácido 

pantotênico 

 

Ácido pantotênico 

 

Aumenta nos 

primeiros meses 

 

Pouca evidência 

 

Associação 

positiva 

 

Associação 

positiva 

 

Dermatite, diarreia, 

dormência, 

mudanças no 

comportamento, 

encefalopatia, 

desmielinização6 

 

1,7 mg/d 

 

Piridoxina 

 

Piridoxal, piridoxal 

fosfato, 

piridoxamina e 

piridoxina 

 

Aumenta nas 

primeiras 

semanas pós-

parto e depois 

diminui 

 

Associação 

positiva 

 

Associação 

positiva 

 

Associação 

positiva 

 

Anemia, alterações 

neurológicas e 

comportamentais, 

irritabilidade e 

convulsões. Atraso 

no crescimento e 

desenvolvimento7 

 

0,1 mg/d 
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Micronutrientes 

 

Formas  

no LH1 

 

Concentrações no 

LH ao longo do 

período de 

lactação1 

Fatores maternos associados às 

concentrações dos micronutrientes no 

LH1 

 

Consequências da 

deficiência 

 

 

AI² 

 Concentra

ção sérica 

materna 

Dieta  

materna 

Uso de 

suplemento 

materno 

 

Cobalamina 

 

Metilcobalamina, 

5’-de-

oxyadenosylco-

balamina, 

hidroxocobalamina 

e cyanocobalamina 

Alta concentração 

no colostro diminui 

nas primeiras 

semanas do pós-

parto e depois se 

estabiliza 

 

Associação 

positiva 

 

Associação 

positiva 

 

Associação 

positiva 

Anemia megaloblástica, 

alterações metabólicas e no 

comportamento8, restrição no 

crescimento e no perímetro 

cefálico, atraso no 

desenvolvimento1 

 

0,4 µg/d 

 

Colina 

 

Colina livre, 

fosfocolina e 

glicerofosfocolina 

 

Aumenta de 7 a 22 

dias pós-parto e 

depois permanece 

estável 

 

Associação 

positiva 

 

Associação 

positiva 

 

Associação 

positiva 

 

Atraso no desenvolvimento 

infantil1 

 

125 mg/d 

Notas:  
1Adaptado de ALLEN; DROR (2018) e ALLEN; HAMPEL (2019). 
2Valores de referência para crianças de 0-6 meses (IOM, 1988). 
3BATES, 2007; MIMOUNI-BLOCH et al., 2014  
4RIVLIN, 2007  
5KIRKLAND, 2013 
6RUCKER; BAUERLY, 2013  
7DAKSHINAMURTI; DAKSHINAMURTI, 2013 
8REYNOLDS, 2006; GREEN; MILLER, 2007 

Abreviatura: AI: Ingestão Adequada (do inglês, Adequate Intake) 
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2.5 Fatores que alteram a composição do leite humano 

 

A maior parte dos estudos sobre a composição do LH (ex. macronutrientes e 

micronutrientes) foi publicada até a década de noventa, devido ao pouco incentivo a esta temática 

(RASMUSSEN, 2019). Em geral, estes estudos foram desenvolvidos com pequenas amostras e 

possuem limitações metodológicas importantes (ALLEN; DROR, 2018; WU et al., 2018). 

Entretanto, nos últimos anos, os fatores que estariam relacionados às concentrações dos nutrientes 

do LH, e como concentrações inadequadas poderiam afetar a saúde da criança voltaram a ser tema 

de grande interesse das investigações científicas (ALLEN; DROR, 2018). O aumento do número 

de estudos com esta temática se justifica considerando as mudanças na alimentação materna e a 

escassez de dados sobre a ingestão de referência para crianças que recebem fórmulas infantis, visto 

que tais recomendações seriam baseadas na composição do LH (RASMUSSEN, 2019).  

O LH deve ser entendido como um sistema biológico, em que fatores maternos, infantis e 

fisiológicos podem influenciar a sua composição (ANDREAS; KAMPMANN; LE-DOARE, 2015; 

HAMPEL et al., 2017; CHRISTIAN et al., 2021). As variações ao longo de um dia, durante a 

própria amamentação (leite anterior e posterior) e o estágio da lactação estão entre os fatores mais 

estudados (MITOULAS et al., 2002; KENT et al., 2006; CHANG et al., 2015; WU et al., 2018). 

Todavia, outros fatores como idade materna, paridade, idade gestacional no parto ainda são pouco 

estudados e o estado nutricional materno e a composição corporal ainda não têm seus efeitos bem 

estabelecidos (PRENTICE, 1996; BZIKOWSKA-JURA et al., 2018; DROR; ALLEN, 2018). Em 

uma revisão sistemática com meta-regressão recente, incluindo 66 estudos, com o objetivo de 

avaliar a relação entre o IMC materno e a composição de energia e macronutrientes do LH, foi 

observada associação positiva entre o IMC materno e a quantidade de gordura, mas não com a 

quantidade de proteína e energia do LH (DANIEL et al., 2021). 

Allen e Hampel (2019) observaram que as concentrações de vitaminas hidrossolúveis no 

LH (vitaminas C e do complexo B) variam fisiologicamente ao longo do período de lactação e 

podem ser influenciadas pelo uso de suplemento dietético pela mãe. Adicionalmente, determinadas 

vitaminas deste grupo poderiam ser influenciadas pela paridade, nascimento pré-termo, tabagismo 

e doenças maternas, mas estes fatores ainda não foram adequadamente estudados e os resultados 

são muito conflitantes (ALLEN; HAMPEL, 2019). 
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Ren et al. (2015), em estudo com 1.778 amostras provenientes de um banco de LH, 

fornecidas por mulheres chinesas saudáveis em diferentes estágios de lactação, observaram 

variação nas concentrações de cinco vitaminas do complexo B (tiamina, riboflavina, niacina, ácido 

pantotênico e piridoxina), de acordo com o estágio de lactação e a área geográfica do estudo. As 

concentrações das vitaminas foram mais baixas no colostro quando comparado ao leite de transição 

e o leite maduro. Os autores observaram que as concentrações foram mais baixas nas áreas rurais 

quando comparadas às áreas urbanas e mais altas nas áreas litorâneas quando comparadas às áreas 

não litorâneas (REN et al., 2015). Uma possível explicação dada pelos autores seria que alguns 

peixes e crustáceos, fontes de riboflavina e niacina, estariam mais disponíveis para as lactantes 

residentes nas áreas litorâneas, justificando as maiores concentrações no LH nestas áreas, 

entretanto, tal estudo não investigou a ingestão dietética das participantes. Adicionalmente, 

participantes com maior renda e escolaridade poderiam fazer melhores escolhas alimentares e, 

nesse estudo, essas participantes residiam nas áreas urbanas e litorâneas.  

 

2.5.1 Ingestão dietética materna 

Alguns estudos têm investigado a ingestão dietética materna e sua relação com as 

concentrações de ácidos graxos (TIAN et al., 2019), carotenoides (ZIELINSKA et al., 2019) e as 

vitaminas hidrossolúveis no LH (NEUMANN et al., 2013; ALLEN; HAMPEL, 2019; DANIELS 

et al., 2019). Entretanto, a relação entre a dieta insuficiente e/ou inadequação das concentrações 

séricas maternas e a deficiência de micronutrientes e outros compostos bioativos do LH ainda é 

pouco clara (LÖNNERDAL, 1986; CASAVALE et al., 2019), devido aos resultados conflitantes 

existentes. 

As necessidades maternas de tiamina aumentam durante a gestação e lactação e no terceiro 

trimestre gestacional parece ser absorvida preferencialmente pelo feto (BUTTERWORTH, 2001). 

Somado a este fato, Ortega et al. (2004), em estudo realizado na Espanha, observaram que as 

participantes com ingestão de tiamina acima das recomendações dietéticas espanholas (mínimo de 

1 mg/dia), no terceiro trimestre gestacional, apresentaram maiores concentrações de tiamina no LH 

maduro (~40 dias de lactação) quando comparadas às participantes com ingestão abaixo destas 

recomendações no mesmo período. Deste modo, uma deficiência clínica de tiamina no período 

gestacional poderia ter consequências em longo prazo para o funcionamento cognitivo infantil 

(BENTON, 2012).  
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A cobalamina consiste em excelente exemplo de como o estado nutricional pré e pós-natal 

são importantes. Em um estudo realizado com 183 lactantes na Guatemala, Deegan et al. (2011) 

observaram correlação positiva entre a ingestão dietética de cobalamina, obtida a partir de um 

questionário de frequência alimentar (QFA), e as concentrações desta vitamina no LH. Em 

mulheres saudáveis e com adequada ingestão de cobalamina durante a gestação, a criança nasce 

com uma reserva hepática de aproximadamente 25 µg que parece ser adequada para o primeiro ano 

de vida (VAZ-PINTO et al., 1975; ALLEN, 1994b). Entretanto, em situações de ingestão 

insuficiente de cobalamina durante a gestação, a criança parece nascer com uma reserva mais baixa 

e o fornecimento de cobalamina, proveniente do LH, é necessário para a manutenção do estado 

adequado desta vitamina no período de AME. No caso de deficiência materna pós-natal, é provável 

que a composição do LH seja inadequada para suprir as demandas da criança, especialmente 

aquelas que apresentarem reserva hepática inicial baixa, como consequência de uma deficiência 

pré-natal materna (ALLEN, 1994b). 

Daniels et al. (2019), em um estudo transversal realizado na Indonésia com 113 lactantes e 

seus filhos, observaram uma associação positiva entre a ingestão dietética materna de niacina e 

riboflavina e as concentrações de nicotinamida e riboflavina livre no LH. Este mesmo estudo 

também avaliou a ingestão de outras vitaminas do complexo B (tiamina, ácido pantotênico, 

piridoxina e cobalamina) pelas lactantes e não encontrou associação destas vitaminas com suas 

respectivas concentrações no LH. Estes achados foram confirmados em um estudo realizado 

posteriormente, também na Indonésia, em que apenas o consumo materno de niacina foi associado 

às concentrações de niacina (sob forma de nicotinamida) do LH, no segundo mês pós-parto 

(GIBSON et al., 2020). Williams et al. (2016), em estudo realizado com 286 mulheres quenianas, 

não observaram relação entre as concentrações de cobalamina no LH e o escore de alimentos de 

origem animal ou ingestão de cobalamina dietética materna. O Quadro 5 apresenta um resumo de 

alguns estudos que relacionaram ingestão dietética e as concentrações de vitaminas do complexo 

B e colina no LH.
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Quadro 5. Principais resultados dos estudos que avaliaram a associação entre a ingestão dietética e as concentrações das vitaminas do 

complexo B no leite humano. 

Autor (ano) País Amostra Avaliação do 

consumo alimentar 

Amostras dos micronutrientes 

do leite humano 

Resultados 

West & Kirksey 

(1976) 

Estados 

Unidos 

19 Registro alimentar 

(RA) de 3 dias 

consecutivos durante a 

1ªsemana de coleta de 

leite. 

 

Amostra: 3 dias consecutivos na 

1ª semana e 1 dia em cada uma 

das 2 semanas seguintes.   

Micronutriente no LH: B6 

Estágios de lactação: 3 semanas 

a 30 meses 

Os indivíduos que consumiram 

<2,5 mg/dia de B6 tiveram menor 

média desta vitamina no LH (129 

mg/L) do que os grupos que 

consumiram 2,5 a 5,0 mg/dia ou 

>5,0 mg/dia (239 e 314 mg/L). 

Boylan et al. 

(2002) 

Estados 

Unidos 

25 1 Recordatório de 24 

horas (R24h) no pós-

parto 

 

Amostra: 1  

Micronutriente no LH: B6 

Estágios de lactação: 8 a 11 dias 

após o parto 

Mães com ingestão de B6 superior 

ao valor mediano de 2,9 mg/dia 

apresentaram concentração de B6 

mais alta no LH (0,65 µmol/L) do 

que as mães com ingestão abaixo 

de 2,9 mg/dia (0,18 µmol/L). 

Ortega et al. 

(2004) 

Espanha 82 

 

RA de 5 dias durante o 

3º trimestre 

gestacional 

(entre 32ª e 36ª 

semana gestacional) 

 

Amostra de LH: 1  

Micronutriente no LH: tiamina 

Estágios de lactação: 13-14 dias 

(leite de transição, n=20) e 40 

dias (leite maduro, n =21)  

As concentrações de tiamina no 

LH maduro foram maiores nas 

gestantes com ingestão de tiamina 

acima das recomendações 

espanholas de no mínimo de 1 

mg/d (0,59 µmol/L) do que 

naquelas com ingestões abaixo 

(0,25 µmol/L). 
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Autor (ano) País Amostra Avaliação do 

consumo alimentar 

Amostras dos 

micronutrientes do leite 

humano 

Resultados 

Fischer et al. 

(2010) 

Estados 

Unidos 

103 RA de 3 dias 

imediatamente antes 

da visita pós-parto 

de 45 dias 

Amostra de LH: 1  

Micronutriente no LH: 

colina 

Estágios de lactação: 45 

dias após o parto 

A ingestão de colina proveniente da dieta 

(sem uso de suplemento) não foi 

associada à concentração de colina no 

LH, exceto por uma associação com o 

metabólito fosfatidilcolina.  

Deegan et al. 

(2012) 

Guatemala 183  Questionário de 

frequência alimentar 

(QFA) aos 12 meses 

pós-parto 

Amostra de LH: 1  

Micronutriente no LH: 

B12 

Estágios de lactação: 12 

meses pós-parto 

Correlação positiva entre a ingestão de 

B12 e as concentrações B12 no LH. 

Neumann et al. 

(2013) 

Quênia 98 

 

Método de pesagem 

e R24h (2 dias 

consecutivos/mês).  

 

Amostra de LH: 3  

Micronutriente no LH: 

B12 

Estágios de lactação: 1ª 

semana até 6º mês  

A ingestão materna de B12 de 0-1 mês 

pós-parto não foi preditora de B12 no 

LH. Entretanto, a ingestão materna de 

B12 de 1 a 4 meses e de 4 a 6 meses 

pós-parto foi preditora de 20% e 26% 

da variação do teor de B12 no LH neste 

período, respectivamente. 
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Autor (ano) País Amostra Avaliação do 

consumo alimentar 

Amostras dos 

micronutrientes do leite 

humano 

Resultados 

Davenport et al. 

(2015) 

Estados 

Unidos 

28 lactantes  

(5 semanas pós-

parto) e 21 não 

gestantes/ 

lactantes 

(controle) 

Estudo controlado 

sobre alimentação 

(fornecida) em que 

lactantes e controle 

consumiram 480 ou 

930 mg/dia de colina 

por 10 semanas 

(lactantes) ou 12 

semanas (controle).  

Amostra de LH: 2  

Micronutriente no LH: colina 

Estágios de lactação: início 

(semana 0) e final (semana 10) 

do estudo 

A ingestão materna de colina 

influenciou a composição da colina 

no LH com concentrações 

significativamente maiores de 

fosfocolina e glicerofosfocolina no 

grupo de 930 vs. 480mg de 

colina/dia.  

Whitfield et al. 

(2016) 

Camboja 90 

(n=30, em cada 

grupo) 

 

3 grupos de consumo 

de molho de peixe: 

controle (sem 

tiamina), baixa 

concentração (2 g/L) 

ou alta concentração 

(8 g/ L) de tiamina.  

Amostra de LH: 1  

Micronutriente no LH: 

tiamina 

Estágios de lactação: 3-28 

semanas pós-parto 

Mulheres que consumiram molho 

de peixe fortificado com tiamina 

apresentaram maiores 

concentrações de tiamina no LH 

comparadas ao grupo controle. 

Williams et al. 

(2016) 

Zona 

rural do 

Quênia 

286 QFA e R24h 

 

Amostra de LH: 1  

Micronutriente no LH: B12 

Estágios de lactação: 1-6 

meses pós-parto 

Não houve associação entre o 

escore de alimentos de origem 

animal ou ingestão de B12 nas 24h 

anteriores e B12 no LH. 
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Autor (ano) País Amostra Avaliação do consumo 

alimentar 

Amostras dos 

micronutrientes do 

leite humano 

Resultados 

Pawlak et al. 

(2018) 

Estados 

Unidos 

74 -Veganas: sem carne, mas 

ingestão de produtos de 

origem animal <1 vez/mês. 

-Vegetarianas: sem carne, 

mas ingestão regular de 

produtos de origem animal 

-Não vegetarianas: com carne 

Amostra de LH: 1  

Micronutriente no LH: 

B12 

Estágios de lactação: 

após a 2ª semana pós-

parto 

Alta prevalência do uso de 

suplementos de B12 entre 

veganas, sem diferenças nas 

concentrações de B12 do LH 

 por padrão de dieta materna.  

Wiedeman et al. 

(2018) 

Camboja e 

Canadá 

n=301 no 

Canadá e 

n=67 no 

Camboja. 

QFA entre a 16ª e 36ª 

semanas gestacionais, apenas 

em uma subamostra do 

Canadá (n=143). 

 

Amostra de LH: 1  

Micronutriente no LH: 

colina 

Estágios de lactação: 

8 semanas pós-parto no 

Canadá. 

Após o ajuste para múltiplas 

comparações, a ingestão de colina 

total, colina livre e formas 

hidrossolúveis de colina na dieta 

deixaram de ser correlacionadas 

com formas de colina no LH. 

Daniels et al. 

(2019) 

Indonésia 113 RA com pesagem dos 

alimentos de 12h (6h-18h)  

combinado com recordatórios 

de 12h (18h- 6h), para estimar 

ingestão total de alimentos 

24h/dia, durante 3 dias não 

consecutivos. 

Amostra de LH: 1  

Micronutriente no LH: 

tiamina, riboflavina, 

niacina, B6, B12. 

Estágios de lactação: 

entre 2 e 5,5 meses pós-

parto 

Associações positivas entre as 

ingestões dietéticas maternas de 

riboflavina e niacina e 

concentrações de nicotinamida e 

de riboflavina livre no LH. 
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Autor (ano) País Amostra Avaliação do consumo 

alimentar 

Amostras dos micronutrientes 

do leite humano 

Resultados 

Perrin et al. 

(2019) 

Estados 

Unidos 

74 -Veganas: sem carne, mas 

ingestão de produtos de origem 

animal <1 vez/mês. 

-Vegetarianas: sem carne, mas 

ingestão regular de produtos de 

origem animal 

-Não vegetarianas: com carne 

Amostra de LH: 1  

Micronutriente no LH: colina 

Estágios de lactação: após a 2ª 

semana pós-parto 

As concentrações totais 

de colina no LH não 

diferiram entre os 

padrões alimentares 

vegano, vegetariano e 

não vegetariano. 

Henjum et al. 

(2020) 

Noruega 175 Frequência média de consumo 

de 31 grupos de alimentos 

durante as últimas 4 semanas. 

 

Amostra de LH: 4 em um único 

dia, (n=2) manhã e (n=2) tarde 

Micronutriente no LH:  B12 

Estágios de lactação: entre 1º e 

6º mês pós-parto 

Não houve associação 

entre a ingestão total de 

B12 e a concentração de 

B12 no LH. 

Gibson et al. 

(2020) 

Indonésia 212 RA com pesagem dos alimentos 

e recordatórios de 12h para 

estimar ingestão total, durante 3 

dias não consecutivos. Coleta no 

2º e no 5º mês pós-parto. 

Amostra de LH: 2  

Micronutriente no LH: tiamina, 

riboflavina, niacina, B6, B12.  

Estágios de lactação: no 2º e no 

5º mês pós-parto 

Associação positiva 

entre consumo materno 

de niacina e sua 

concentração (sob forma 

de nicotinamida) no LH 

apenas no 2º mês pós-

parto. 

Abreviaturas: L: litro; LH: Leite Humano; QFA: Questionário de frequência alimentar; RA: registro alimentar; R24h: recordatório de 24h 
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2.5.2 Indicadores antropométricos maternos 

Foram identificados estudos relacionando o IMC materno e/ou o ganho de peso gestacional 

com as concentrações de ácidos graxos (MÄKELÄ et al., 2013), hormônios (KUGANANTHAN 

et al., 2017; SADR DADRES et al., 2019; SIMS et al., 2020), citocinas (WHITAKER et al., 2017) 

e microbiota do LH (CORTÉS-MACÍAS et al., 2021). 

Há poucas evidências sobre a relação entre o IMC pré-gestacional ou durante a lactação e 

as concentrações das vitaminas do complexo B no LH. Xue et al. (2017) observaram que o IMC 

durante a lactação em mulheres chinesas foi inversamente associado às concentrações de vitamina 

B6, tiamina e folato. Estes autores justificaram a presença desta associação inversa com o fato de 

que a elevada retenção de peso pós-parto pode ser um forte fator de risco para várias doenças 

crônicas não transmissíveis (DCNT), e levaria mulheres com sobrepeso e obesidade à maior 

preocupação com a dieta, com finalidade de controlar o peso corporal, porém resultando em 

menores concentrações destas vitaminas. Entretanto, esta explicação dada é conflituosa, visto que 

não foi observada correlação entre as vitaminas provenientes da ingestão dietética e as vitaminas 

do LH neste estudo.  

Um estudo realizado na Tanzânia com 500 participantes revelou que o IMC>22 kg/m2 

durante a gestação dobrou as chances destas participantes terem baixas concentrações de vitamina 

B-12 no LH (< 310 pmol/L) (LWENO et al., 2020). Embora os mecanismos que relacionem a 

presença de sobrepeso ou obesidade e as concentrações das vitaminas do complexo B ainda não 

estejam bem elucidados (GARCÍA; LONG; ROSADO, 2009), especula-se que inadequações no 

peso corporal poderiam alterar a absorção, distribuição, metabolismo e excreção de micronutrientes 

e, consequentemente, causar deficiência de algumas vitaminas (PATRINI; GRIZIOTTI; 

RICCIARDI, 2004; MENSINK et al., 2013). Portanto, mais estudos são necessários para diminuir 

as lacunas existentes na relação entre o consumo dietético e indicadores antropométricos maternos 

e as concentrações destas vitaminas no LH. 

 

2.6 Saúde mental materna  

 

A OMS define saúde mental como um estado de bem-estar no qual um indivíduo percebe 

suas próprias habilidades, pode lidar com estresses normais da vida, pode trabalhar de forma 
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produtiva e é capaz de contribuir para sua comunidade (OMS, 2005). A depressão e a ansiedade 

são os principais transtornos mentais comuns (OMS, 2017). Os transtornos depressivos são 

caracterizados pela presença de tristeza, perda de interesse ou prazer, sentimento de culpa ou baixa 

autoestima, sono ou apetite perturbados, sensação de cansaço e falta de concentração. Por outro 

lado, os transtornos de ansiedade caracterizam-se por sentimentos de ansiedade e medo (OMS, 

2017). Segundo as estimativas globais para 2015, aproximadamente 322 milhões (4,4%) de pessoas 

sofriam com transtornos depressivos e 264 milhões (3,6%) sofriam com transtornos de ansiedade, 

sendo ambos mais prevalentes nas mulheres quando comparadas aos homens (OMS, 2017). 

Alterações na saúde mental estão entre as principais comorbidades durante o período 

perinatal (WOODS et al., 2010; HOWARD et al., 2014). Algumas mulheres percebem a gestação 

como uma fonte de alegria, satisfação e autorrealização, porém outras podem experienciar 

sentimentos de estresse (DOIS et al., 2012; RALLIS et al., 2014; YUKSEL; AKIN; DURNA, 

2014). Algumas mudanças hormonais, sociais e emocionais decorrentes deste período podem 

tornar as mulheres mais propensas às desordens afetivas, como a ansiedade e depressão (RALLIS 

et al., 2014; SUNDAY; OKOLI; DINWOKE, 2018). Existem evidências de maior prevalência de 

sintomas depressivos no período gestacional quando comparado ao pós-parto (HERON et al., 

2004). Paralelamente, estudos sugerem que a depressão pós-parto pode iniciar no período pré-

gestacional ou gestacional (PARSONS et al., 2012; WISNER et al., 2013; HOWARD et al., 2014)  

Alterações na saúde mental materna no período perinatal parecem ser mais prevalentes nos 

países de baixa e média renda quando comparados aos países de alta renda (PARSONS et al., 2012; 

DENNIS; FALAH-HASSANI; SHIRI, 2017; WOODY et al., 2017). A prevalência de sintomas 

depressivos varia de 7 a 20% em países de alta renda e pode ser superior a 20% em países de baixa 

renda (GELAYE et al., 2016). Ademais, estudos sugerem que a prevalência de ansiedade é maior 

do que a prevalência de depressão, embora estas comorbidades possam coexistir (LEE et al., 2007; 

FIGUEIREDO; CONDE, 2011). Uma revisão sistemática realizada com 102 estudos provenientes 

de 34 países, revelou prevalência de 18,2%, 19,1% e 24,6% de sintomas de ansiedade no primeiro, 

segundo e terceiro trimestre gestacional, além de uma prevalência de 15% na ocorrência de 

sintomas de ansiedade entre a primeira e vigésima quarta semana pós-parto, respectivamente 

(DENNIS; FALAH-HASSANI; SHIRI, 2017). 
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Fatores biológicos (idade, DCNT, paridade, complicações da gestação), psicológicos 

(histórico de psicopatologias próprio e familiar) e sociais (ausência de suporte social, eventos 

estressantes e negativos durante a vida, violência doméstica, ausência de intenção de engravidar, 

baixo status socioeconômico) têm sido relacionados a ocorrência de alterações na saúde mental 

materna no período perinatal (HOWARD et al., 2014; HAHN-HOLBROOK; CORNWELL-

HINRICHS; ANAYA, 2018).  

A nutrição é um importante determinante biológico da saúde mental e merece destaque. 

Existe um crescente interesse de estudos sobre a relação entre a nutrição e a saúde mental, incluindo 

a investigação do estado nutricional do indivíduo, a partir de marcadores bioquímicos, e da dieta 

como importantes fatores de risco modificáveis de tais condições (BODNAR; WISNER, 2005; 

LEYSE-WALLACE, 2013; MARX et al., 2017; TRUJILLO et al., 2018; FIRTH et al., 2020). 

Paralelamente, a relação entre nutrição e saúde mental parece ser bidirecional. A outra direção 

desta relação inclui evidências de que a presença de alterações da saúde mental pode ser 

responsável por promover mudanças comportamentais e estilos de vida não saudáveis, o que pode 

contribuir para deficiências nutricionais (BARKER et al., 2013; SAEED et al., 2015; BOUTTÉ et 

al., 2021). 

Alguns estudos têm investigado a relação entre qualidade e padrões da dieta, deficiência de 

alguns nutrientes, o uso de suplementos nutricionais e a ocorrência de alterações na saúde mental 

no período perinatal (VAZ et al., 2013; VILELA et al., 2014; BASKIN et al., 2015; VILELA et 

al., 2015; BASKIN et al., 2017; VAZ et al., 2017; GALBALLY et al., 2021). As vitaminas do 

complexo B e o ácido docosahexaenóico (DHA), por exemplo, têm sido estudados por serem 

fundamentais para a síntese de neurotransmissores e, consequentemente, afetarem o humor e o 

comportamento (RECHENBERG; HUMPHRIES, 2013; VERLY-MIGUEL et al., 2015). 

Alterações na saúde mental materna no período perinatal têm implicações a curto e longo 

prazo para saúde materno-infantil. Tais alterações vêm sendo relacionadas às mudanças no estilo 

de vida e redução da qualidade de vida materna, ao ganho de peso gestacional insuficiente, aos 

desfechos gestacionais adversos, atrasos no desenvolvimento emocional e cognitivo infantil, além 

do aumento do risco de depressão no final da infância e adolescência (PAGOTO et al., 2009; 

PEARSON et al., 2013; KINGSTON; TOUGH et al., 2014; STEIN et al., 2014; GELAYE et al., 

2016; REES; CHANNON; WATERS, 2019; FARIAS et al., 2021). Estudos revelaram maior risco 
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de má nutrição, aleitamento materno não-exclusivo e de doenças comuns na infância em crianças 

nascidas de mulheres com depressão no pós-parto (DADI; MILLER, MWANRI, 2020; FARÍAS-

ANTÚNEZ et al., 2020; DOS SANTOS MORAES et al., 2021).  

 

2.6.1 Saúde mental materna e vitaminas do complexo B 

Evidências sugerem a existência da relação entre as concentrações sanguíneas e/ou ingestão 

dietética das vitaminas do complexo B e alterações na saúde mental, entretanto, os resultados ainda 

não são consistentes. Uma revisão sistemática seguida de metanálise, com 18 estudos referente a 

população geral, revelou que a ingestão dietética de tiamina, riboflavina, piridoxina e cobalamina 

foi inversamente associada ao risco de depressão, porém esta associação foi significativa apenas 

para as mulheres (WU et al., 2021). Em um estudo transversal com 7.387 adultos iranianos, entre 

20 e 70 anos, foi observado que uma maior ingestão dietética de vitaminas do complexo B foi 

associada a uma menor prevalência de sintomas de depressão, ansiedade e estresse 

(MAHDAVIFAR et al., 2021).   

A riboflavina, piridoxina, cobalamina, o folato e a colina são mais estudadas por 

participarem das vias metabólicas da homocisteína (Figura 1) relacionadas às reações de 

transferência de unidade de carbono (KALHAN, 2016; CLARE et al., 2019). A homocisteína é um 

aminoácido que participa de dois processos metabólicos: remetilação e transulfuração (SELHUB, 

1999; SELHUB, 2008).  

Na via de remetilação da homocisteína, a cobalamina desempenha papel importante na 

formação da S-adenosilmetionina (SAM), que é um doador universal de grupamento metil 

(FRANKENBURG, 2007; SANCHEZ-VILLEGAS et al., 2009; BOTTIGLIERI, 2013). A 

diminuição da síntese da SAM pode limitar a síntese dos neurotransmissores e já existem 

evidências sobre os seus efeitos antidepressivos (MISCHOULON; FAVA, 2002). A SAM, após a 

doação do grupo metil, origina a S-adenosilhomocisteína (SAH) que é posteriormente hidrolisada, 

originando a homocisteína. A homocisteína fica disponível para remetilação ou para via de 

transulfuração (SELHUB, 1999; KALHAN, 2016). Na via de transulfuração, a piridoxina é cofator 

da enzima que converte a homocisteína em cistationina e da enzima que converte a cistationina em 

cisteína e α-cetobutirato (DALTO; MATTE, 2017) (Figura 1).   
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Figura 1. Metabolismo da homocisteína. 

A deficiência de piridoxina, cobalamina, folato e condições adversas de saúde, tal como a 

insuficiência renal, podem elevar as concentrações de homocisteína (ALLEN et al., 2018). Estas 

altas concentrações podem ter efeitos neurotóxicos ao promover a ativação dos receptores N-metil-

D-aspartato (NMDA) e, consequentemente, aumentar o risco de depressão (MORETTI et al., 

2017). Entretanto, em populações com nutrição adequada e em países com programas de 

fortificação com ácido fólico, a deficiência de B12 parece ser a principal causa das concentrações 

elevadas de homocisteína (GREEN; MILLER, 2005).  

As evidências para o período perinatal ainda são escassas. As vitaminas D, cobalamina e o 

folato são as mais estudadas em relação ao possível efeito na saúde mental neste período, mas os 

resultados ainda não estão bem estabelecidos (SPARLING et al., 2017).  
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Em um estudo transversal realizado com 86 gestantes japonesas não foi observada 

associação significativa entre a presença de sintomas depressivos no primeiro trimestre, avaliada 

pela escala do Center for Epidemiologic Studies-Depression (CES-D), e concentrações elevadas de 

homocisteína, deficiências de folato sérico ou ingestão de folato, piridoxina e cobalamina 

(WATANABE et al., 2010). Outro estudo, transversal, realizado com 365 gestantes indianas 

também não observou diferença entre a ingestão de cobalamina e folato dietético e nem das 

concentrações sanguíneas de cobalamina, homocisteína e folato entre participantes com ou sem 

sintomas depressivos no primeiro trimestre gestacional, avaliado pela escala Kessler Psychological 

Distress Scale (K-10) (LUKOSE et al., 2014). Por outro lado, dados secundários de 174 mulheres 

grávidas, provenientes do National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES), referente 

aos anos de 2005–2006, revelou que gestantes com concentrações séricas baixas e normais de 

cobalamina apresentaram 3,8 vezes mais chances de sofrer de depressão, avaliada pelo questionário 

Patient Health Questionnaire-9 (PHQ-9), após ajuste para potenciais confundidores (PEPPARD 

et al., 2019). 

 Em uma coorte inglesa com 2.856 participantes, Blunden et al. (2012) observaram que 

apresentar histórico de alteração na saúde mental foi positivamente associado aos sintomas 

depressivos no pós-parto, avaliado pela escala Edinburgh Postnatal Depression Scale (EPDS), 

porém, amamentar até 6 meses foi um fator negativamente associado a estes sintomas. 

Adicionalmente, não foram observadas associações da ocorrência de sintomas depressivos no pós-

parto com o status de folato e a ingestão dietética de folato, piridoxina e cobalamina antes ou 

durante a gestação (BLUNDEN et al., 2012). Em um estudo transversal, realizado com 217 

mulheres indianas, na sexta semana após o parto, foi observado que a probabilidade de depressão 

pós-parto, avaliada pela escala EPDS, diminuiu em 0,39 vezes para cada aumento de unidade nas 

concentrações sanguíneas de cobalamina (OR = 0,394; IC 95%: 0,189-0,822) e em 0,29 vezes (OR 

= 0,293; IC 95%: 0182–0,470) para combinação de biomarcadores de status de cobalamina (B12 

total, holotranscobalamina, homocisteína e ácido metilmalônico), após o ajuste para características 

sociodemográficas e nutricionais (DHIMAN et al., 2021). 

Chong et al. (2014), em um estudo com dados de 635 mulheres pertencentes a coorte 

GUSTO, realizada em Cingapura, avaliaram a relação entre as concentrações plasmáticas de folato 

e cobalamina, e sintomas depressivos, ambos medidos entre 26 e 28 semanas gestacionais (SG), e 
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sintomas depressivos aos três meses após o parto, avaliados usando a escala EPDS. As 

concentrações plasmáticas de cobalamina não foram associadas à depressão perinatal, entretanto, 

menores concentrações de folato foram associadas a presença de sintomas depressivos na gestação, 

mas não aos três meses pós-parto (CHONG et al., 2014).  Estes autores chamam atenção para o 

fato de que esta foi uma associação transversal e ainda não existe clareza se o folato é causa ou 

consequência da depressão. 

Neste contexto, ainda existem lacunas que impossibilitam o completo entendimento da 

direcionalidade da relação entre as vitaminas do complexo B e a ocorrência de sintomas de 

ansiedade e depressão. É preciso destacar que muitos estudos nesta temática são transversais e 

apresentam a causalidade reversa como limitação. É possível que existam dois caminhos que 

expliquem esta relação. O mais estudado é explicado pela deficiência de um nutriente (exemplo: 

folato, cobalamina) que gera alterações na saúde mental, via mecanismos fisiológicos de elevação 

das concentrações de homocisteína e prejuízos na síntese de neurotransmissores (CHONG et al., 

2014; PEPPARD et al., 2019; DHIMAN et al., 2021). O segundo caminho, menos estudado, seria 

explicado pelo fato de que a presença de sintomas depressivos e de ansiedade provoca alterações 

comportamentais, incluindo modificações nos hábitos alimentares, que colocam os indivíduos em 

maior risco para o desenvolvimento de deficiência de nutrientes (BARKER et al., 2013; SAEED 

et al., 2015; BOUTTÉ et al., 2021). Um estudo experimental, por exemplo, sugeriu que as 

concentrações elevadas de homocisteína parecem ser um resultado da depressão induzida pelo 

estresse em ratos e não a causa desta depressão (CHENGFENG et al., 2014). 

 

2.6.2 Saúde mental materna e composição do leite humano 

Os estudos que avaliaram possíveis associações entre estresse e alterações na saúde mental 

materna e a composição do LH têm foco direcionado, principalmente, para a saúde mental materna 

no pós-parto e para os componentes imunológicos do LH (DI BENEDETTO et al., 2020; 

APARICIO et al., 2020; ZIOMKIEWICZ et al., 2021; ZIOMKIEWICZ et al., 2021). 

Poucos estudos avaliaram a saúde mental materna pré-natal e a composição do LH. Um 

estudo com 287 participantes, realizado nos Estados Unidos, avaliou sintomas depressivos 

utilizando a escala CES-D durante a 20ª e entre a 24ª e 29ª semana gestacional e observou que os 

sintomas depressivos na 20ª semana gestacional foram negativamente associados às concentrações 
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de ácidos graxos polinsaturados de cadeia longa no LH no quarto mês pós-parto (KEIM et al., 

2012). Estudo realizado com 120 mulheres finlandesas, com o objetivo de avaliar se os sintomas 

de depressão (avaliado pelo EPDS) e ansiedade (avaliado pelas escalas Symptom Checklist‐90 

anxiety subscale- SCL-90 e Pregnancy Anxieties Questionnaire-PRAQ)  pré-natais estão 

associados ao metaboloma do LH, observou que o estresse psicológico pré-natal, incluindo 

avaliação de sintomas de ansiedade e depressão, foi positivamente associado às concentrações de 

dez metabólitos do LH aos 2,5 meses pós-parto (KORTESNIEMI et al., 2021).   

No pós-parto, o estresse materno (avaliado pelo Recent Life Changes Questionnaire) foi 

negativamente associado à densidade energética, gordura e ácidos graxos no LH (ZIOMKIEWICZ 

et al., 2021). Apenas um estudo avaliou a associação entre saúde mental materna no pós-parto e 

concentração de vitaminas no LH. Este estudo transversal avaliou a associação entre os sintomas 

depressivos maternos no pós-parto (avaliado pelas escala CES-D) e a concentração de vitamina B6 

no LH em uma amostra de 25 lactantes e não encontrou nenhuma associação estatisticamente 

significativa (BOYLAN, 2002). 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

Alterações na composição do LH colocam a criança em estado de vulnerabilidade, 

especialmente no período de AME, quando o LH é a única fonte de nutrição. Neste contexto, as 

vitaminas do complexo B e colina são nutrientes essenciais que participam de diversas reações 

metabólicas no nosso organismo. Além disso, fazem parte de um grupo de micronutrientes do LH 

que é diretamente impactado pelo estado nutricional materno. Portanto, alterações na saúde 

materna podem resultar em deficiência maternas destas vitaminas e, consequentemente, em um 

estado nutricional infantil inadequado, por meio das baixas concentrações no LH. 

Outra questão relevante que justifica a realização desta tese diz respeito à expressiva 

prevalência de alterações na saúde mental materna no período perinatal e seus impactos na saúde 

da mãe e da criança. Entender como sintomas depressivos e de ansiedade durante este período 

podem alterar a composição do LH é fundamental, tendo em vista as possíveis implicações de uma 

composição inadequada no estado nutricional infantil.  

Diversas evidências científicas ratificam a importância do AM para saúde materno-infantil. 

No entanto, ainda existem importantes aspectos a serem investigadas no tocante à composição do 

LH, visto que os estudos nesta área são escassos e existem importantes limitações metodológicas 

naqueles que avaliaram os micronutrientes do LH. Adicionalmente, existem evidências limitadas 

e conflitantes sobre a relação entre estado nutricional materno e a composição do LH. Portanto, o 

IMC e a alimentação materna merecem ser investigados, considerando que o estado nutricional 

materno inadequado tem associação com importantes desfechos adversos à saúde materno-infantil, 

que estes são fatores modificáveis e que podem interferir nas concentrações de micronutrientes do 

LH. Deste modo, a melhor compreensão dos fatores que afetam a composição do LH poderá 

auxiliar em ações voltadas para a melhoria das concentrações circulantes destes micronutrientes 

nas mulheres em idade reprodutiva, no LH e na infância, além de reforçar políticas públicas 

voltadas ao incentivo do AM no país. 
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4 HIPÓTESES 

 

Artigo 1 

- A presença de sobrepeso e obesidade pré-gestacional, o consumo alimentar abaixo das 

recomendações durante a gestação e no pós-parto e menores concentrações das vitaminas do 

complexo B e colina do leite humano nos primeiros dias de lactação estão associados às menores 

concentrações destes micronutrientes do leite humano nos três primeiros meses de lactação. 

 

Artigo 2 

-A presença de sintomas depressivos e de ansiedade na gestação estão relacionadas às 

maiores concentrações séricas de homocisteína e menores concentrações de vitamina B12 sérica e 

no leite humano. 

-As concentrações de vitamina B12 no leite humano são positivamente associadas às 

concentrações de vitamina B12 e negativamente associadas às concentrações de homocisteína no 

soro materno. 
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5 OBJETIVOS 

5.1 Objetivo geral 

 

Avaliar fatores associados às trajetórias das concentrações das vitaminas do complexo B e 

colina no leite humano e investigar associação entre sintomas depressivos e de ansiedade, estado 

nutricional materno de vitamina B-12 e concentrações de B-12 no leite humano. 

 

5.2 Objetivos específicos 

 

 Artigo 1 

i. Descrever as concentrações de vitaminas do complexo B e colina do leite humano nos 

três primeiros meses pós-parto. 

ii. Estimar a associação entre os fatores maternos, as concentrações das vitaminas do 

complexo B e colina do leite humano entre 2-8 dias de lactação e as mudanças nas trajetórias das 

concentrações das vitaminas do complexo B e colina no leite humano nos três primeiros meses 

pós-parto. 

 

Artigo 2 

i. Descrever as correlações entre as concentrações séricas de B12 e de homocisteína materna 

e as concentrações de B12 no leite humano até o primeiro mês pós-parto. 

ii. Verificar a associação entre os sintomas de depressão e de ansiedade e as concentrações 

séricas de homocisteína e de vitamina B12 até o primeiro mês pós-parto. 

iii. Verificar a associação entre os sintomas de depressão e de ansiedade e as concentrações 

de vitamina B12 no leite humano até o primeiro mês pós-parto. 
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6 MÉTODOS 

6.1 Delineamento, local e população-alvo do estudo 

 

O presente estudo contempla um delineamento longitudinal com uma linha de base e cinco 

visitas de acompanhamento. A linha de base do estudo ocorreu no pré-natal, no intervalo entre a 

28ª e 35ª SG. A entrevista 1 ocorreu no puerpério imediato, no intervalo de 2 a 8 dias pós-parto; a 

entrevista 2 ocorreu no intervalo de 28 –50 dias pós-parto (~1 mês pós-parto); a entrevista 3 ocorreu 

no intervalo de 88- 119 dias (~3º mês pós-parto); a entrevista 4 ocorreu no intervalo de 180 a 216 

dias pós-parto (~ 6º mês pós-parto); a entrevista 5 ocorreu no intervalo de 365 a 404 dias pós-parto 

(~12º mês pós-parto) (Figura 2). 

Este estudo foi constituído por uma amostra de conveniência de gestantes e seus filhos, 

usuários de uma Clínica da Família localizada em uma comunidade de baixa renda na Zona Norte 

da cidade do Rio de Janeiro. Esta clínica funciona de acordo com o Programa Estratégia de Saúde 

da Família, no âmbito do Sistema Único de Saúde (SUS).  
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Figura 2. Fluxograma da coorte e informações coletadas em cada entrevista. 

Abreviaturas: EPDS: Escala de depressão de Edimburgo, IDATE: Inventário de ansiedade traço-estado, QFA: Questionário de frequência alimentar; 

SG: semanas gestacionais. 
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6.2 Participantes 

 

6.2.1 Critérios de elegibilidade 

As gestantes que atenderam aos seguintes critérios de elegibilidade foram convidadas para 

participar do estudo: idade entre 18 e 40 anos; realizar o acompanhamento pré-natal no local de 

estudo; idade gestacional entre 28a e 35a semanas gestacionais; ser livre de DCNT (exceto 

obesidade, IMC ≥ 30 kg/m2) e de doenças infecciosas; não apresentar gestação gemelar e residir 

na área programática do estudo. 

 

6.2.2 Critérios de exclusão 

Para a definição da amostra final do estudo foram adotados os seguintes critérios de 

exclusão: mulheres que não estavam amamentando ou que não coletaram amostras de LH durante 

as entrevistas 1, 2 e 3 do pós-parto; gestantes que desenvolveram DCNT (exceto obesidade) ou 

doenças infecciosas, após o ingresso no estudo; crianças nascidas pré-termo (nascimento < 37 SG). 

Para cada artigo foram feitas exclusões específicas conforme as Figuras 3 e 4. 

 

6.2.3 Captação das participantes 

As gestantes foram abordadas sobre o interesse em participar da pesquisa durante o período 

de espera para as consultas de pré-natal. Após este contato inicial, foi realizada a aplicação de um 

questionário de rastreamento, incluindo as seguintes questões: nome, idade, intenção em 

permanecer residindo na área programática do estudo após o parto, idade gestacional (informação 

posteriormente confirmada a partir da ultrassonografia), diagnóstico de DCNT ou doenças 

sexualmente transmissíveis, uso de medicamentos para tratamento de doença psiquiátrica, interesse 

em amamentar, peso pré-gestacional e telefone de contato.  

As gestantes elegíveis eram contatadas por telefone e a primeira visita era agendada. A 

gestante era convidada a participar do estudo durante a visita 1, e assinava o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) quando confirmasse o interesse. 
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Figura 3. Fluxograma do recrutamento e seleção das participantes incluídas no artigo 1. 
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Figura 4. Fluxograma do recrutamento e seleção das participantes incluídas no artigo 2. 
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6.3 Procedimentos de coleta de dados e amostras biológicas 

 

6.3.1 Coleta e entrada de dados 

O Research Eletronic Data Capture (REDCap) foi utilizado para a coleta de dados. Trata-

se de um software que permite a geração do banco de dados em sua plataforma online. Os 

questionários foram aplicados em um tablet, de forma offline e diariamente enviados para a 

plataforma online. Essa ferramenta tem sido considerada segura para a gerenciamento de bancos 

de dados (http://project-redcap.org/).  

O controle de qualidade na coleta de dados foi realizado diariamente por meio da utilização 

de valores limites nos campos de resposta dos questionários definidos previamente, possibilitando 

a redução de erros no preenchimento dos formulários pelo entrevistador, e revisão dos 

questionários aplicados.  

 

6.3.2 Antropometria materna 

Os pesos pré-gestacional e da última consulta antes do parto foram coletados da caderneta 

da gestante utilizada no acompanhamento pré-natal da Clínica da Família.  O peso e a estatura 

foram aferidos em cada visita de acompanhamento. Esse procedimento foi realizado por um 

pesquisador treinado, de acordo com o protocolo proposto por Lohman et al. (1988). O peso foi 

aferido em todas as visitas de acompanhamento com o auxílio da Balança Seca 704 (Seca, 

Hamburg, Alemanha) e a estatura foi medida na segunda entrevista do pós-parto com o auxílio do 

Estadiômetro Alturexata® (Belo Horizonte, Brasil), com escala bilateral em milímetros e campo 

de uso de 0,35 até 2,13 metros. 

Os índices de massa corporal (IMC) pré-gestacional e em cada visita foram obtidos por 

meio da divisão do peso (em quilogramas) pela estatura ao quadrado (em metros). A classificação 

do IMC foi realizada de acordo com a OMS: baixo peso (<18,5 kg/m2), eutrofia (18,5-24,9 kg/m2), 

sobrepeso (25,0-29,9 kg/m2) e obesidade (≥30,0 kg/m2) (OMS, 1995). 

 

6.3.3 Sintomas depressivos e de ansiedade 

Os sintomas depressivos e de ansiedade foram avaliados na linha de base e na entrevista 2. 

Os sintomas depressivos foram avaliados com a escala EPDS, uma das ferramentas de triagem 
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mais comuns usada no período perinatal (HEWITT et al., 2010; O’CONNOR et al., 2015). A EPDS 

é uma escala de triagem composto por 10 itens que avaliam a ocorrência de sintomas depressivos 

ao longo dos últimos sete dias (COX; HOLDEN; SAGOVSKY, 1987; MURRAY; COX, 1990). 

Cada item dessa escala possui quatro possibilidades de resposta cuja pontuação varia de 0 a 3, com 

pontuação máxima de 30. Nesta tese optamos por utilizar o ponto de corte ≥11 para avaliar a 

prevalência de sintomas depressivos (LEVIS et al., 2020). 

Os sintomas de ansiedade foram avaliados com o Inventário de Ansiedade Traço-estado 

(IDATE) que investiga dois tipos de ansiedade: ansiedade traço e estado (SPIELBERGER et al., 

1983). A ansiedade-traço refere-se às características de personalidade estáveis e relativamente 

permanentes. A ansiedade-estado refere-se a um estado emocional transitório relativo a um período 

específico. O inventário consiste em 40 itens divididos em duas subescalas distintas de 20 itens 

cada, com opções de resposta variando de 1 a 4 pontos. A pontuação total do IDATE para cada 

subescala (ansiedade-estado e ansiedade-traço) varia de 20 a 80 (SPIELBERGER et al., 1983). No 

presente estudo, usamos apenas a ansiedade-estado, visto que a ansiedade-traço foi avaliada apenas 

na linha de base. Foi considerado o ponto de corte ≥40 para avaliar a prevalência de sintomas de 

ansiedade-estado (BIAGGIO et al., 1979). 

Tanto o EPDS quanto o IDATE foram validados para serem utilizados no período 

gestacional e pós-parto (MURRAY; COX, 1990; TENDAIS et al., 2014) e foram traduzidos e 

adaptados para uso no Brasil (BIAGGIO; NATALIACIO, SPIELBERGUER, 1977; BIAGGIO; 

NATALIACIO, 1979; SANTOS et al., 2007). Maiores pontuações no EPDS e no IDATE 

representam maior severidade na ocorrência de sintomas depressivos e de ansiedade, 

respectivamente. 

 

6.3.4 Concentrações séricas de vitamina B-12 e homocisteína 

Após jejum de 8-12 horas, amostras de sangue materno foram coletadas na linha de base e 

nas entrevistas 1, 2 e 3. Estas amostras foram coletadas em tubos contendo gel separador e 

centrifugadas em até 1 hora após a coleta. O soro foi separado em alíquotas de 1 mL e armazenado 

a −80 ° C até a análise. As concentrações séricas de vitamina B-12 foram analisadas utilizando 

imunoensaios por quimioluminescência em um sistema automatizado UniCel DxI 800 (Beckman 

Coulter, Brea, EUA). As concentrações séricas de homocisteína foram determinadas por meio de 
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imunoensaios por quimioluminescência no sistema Abbott Alinity i (Abbott Diagnostics, Chicago, 

EUA). Os estados deficiente e marginal de vitamina B-12 foram definidos quando a concentração 

sérica foi <148 pmol/L e entre 148-221 pmol/L, respectivamente (IOM, 1998); as concentrações 

séricas de homocisteína >12µmol/L foram definas como hiperhomocisteínemia (BAE et al., 2015). 

Estas classificações foram usadas apenas no período pós-parto, considerando que eles 

superestimam a prevalência de deficiência de B-12 na gestação (ALLEN et al., 2018).  

 

6.3.5 Consumo alimentar materno 

O consumo alimentar das participantes foi avaliado durante a gestação e no pós-parto. O 

primeiro questionário de frequência alimentar (QFA) foi administrado entre a 28ª e 35ª semanas 

gestacionais. Esse instrumento era composto por 85 itens alimentares e foi previamente validado 

no Brasil para estimar a ingestão de nutrientes ao longo da gestação (BARBIERI et al., 2013; 

BARBIERI et al., 2015). O segundo QFA foi administrado seis meses após o parto para avaliar a 

ingestão materna usual ao longo destes seis meses. Este instrumento consistia em 114 itens 

alimentares e foi validado para estimar a ingestão de nutrientes entre mulheres brasileiras adultas 

(BENSEÑOR et al., 2013; MOLINA et al., 2013). 

A estimativa da quantidade de consumo diário foi obtida pela multiplicação da frequência 

diária e a gramatura referente a cada alimento. O consumo energético total e os macronutrientes e 

micronutrientes foram calculados com o auxílio de informações da Tabela Brasileira de 

Composição de Alimentos (TACO) (NEPA–UNICAMP, 2011) e Tabelas de Composição 

Nutricional dos Alimentos Consumidos no Brasil do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 

(IBGE), gerada a partir da Pesquisa de Orçamento Familiar (2008-2009) (BRASIL, 2011). A tabela 

americana do United States Department of Agriculture foi usada (USDA, 2011) na ausência de 

algum alimento nestas tabelas nacionais. As participantes que tiveram ingestão de energia 

implausível (< 600 e > 6.000 kcal / dia) durante a gestação (n = 5) e pós-parto (n = 1) foram 

excluídas das análises de consumo alimentar (ALVES-SANTOS et al., 2016). 

A gramatura dos itens do QFA relacionados ao consumo de carne bovina, peixe, frango, 

ovos e leite (integral e desnatado) foram somadas para criar estes respectivos grupos de alimentos, 

visto que são fontes alimentares primária das vitaminas do complexo B.   
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Os nutrientes (cada vitamina do complexo B e colina) e os grupos dos alimentos de origem 

animal (carne bovina, peixe, frango, ovos e leite) estimados foram ajustados para a ingestão 

energética diária total por meio do método do resíduo (WILLET et al., 1997). Neste método, são 

coletados os resíduos provenientes de uma regressão linear simples, tendo o consumo energético 

total como variável independente e o nutriente ou grupo de alimento de origem animal como 

variável dependente. Estes resíduos representam a parte dos nutrientes ou grupo de alimento que 

não são explicadas pelo consumo energético total e devem ser somados a uma constante. Esta 

constante representa o consumo do nutriente para a média de energia total consumida pela 

população do estudo. A soma do resíduo com a constante resulta no nutriente ajustado (WILLET 

et al., 1997). 

As necessidades médias harmonizadas (do inglês, Harmonized Average Requirements - H-

ARs) (ALLEN; CARRIQUIRY; MURPHY, 2020) e a ingestão dietética diária recomendada (do 

inglês, Recommended Daily Allowances- RDAs) (IOM, 1998) foram usadas como referências para 

avaliação do consumo alimentar. Os H-ARs são recomendados para avaliar a inadequação da 

ingestão alimentar nas populações. Em contraste, as RDAs são usadas para avaliar a ingestão e o 

planejamento das refeições para indivíduos. A ingestão adequada (do inglês, Adequate Intake - AI)  

é utilizada na avaliação e planejamento dietético individual para nutrientes que não dispõe de 

valores de RDA (por exemplo, ácido pantotênico e colina). As H-ARs foram usadas para estimar 

a prevalência de ingestão inadequada de micronutrientes durante a gestação e o pós-parto. As 

RDAs/AIs foram usadas nos modelos que avaliaram as mudanças longitudinais nas concentrações 

das vitaminas do complexo B e colina no LH e que tinham o consumo alimentar durante a gestação 

e o pós-parto como exposição. As H-ARs foram inicialmente consideradas nesta abordagem, 

devido ao seu uso recomendado na avaliação da prevalência de inadequação do consumo. No 

entanto, a baixa frequência de ingestões inadequadas inibiu a convergência dos modelos. Dada a 

escassez de evidência avaliando a ingestão dietética materna associada às mudanças longitudinais 

nas concentrações de nutrientes do leite humano, apresentamos comparações em relação às 

RDAs/AIs para estimular futuras evidências experimentais neste campo (Quadro 6). 
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Quadro 6. Recomendações de ingestão dietética de vitaminas do complexo B durante a gestação 

e lactação. 

 

Vitaminas 

Gestação Lactação 

RDA/AI 

(mg/dia)a 

H-ARs 

(mg/dia)b 

RDA/AI 

(mg/dia)a 

H-ARs 

(mg/dia)b 

Tiamina 1,4c 1,2 1,4c 1,2 

Riboflavina 1,4c 1,5 1,6c 1,7 

Niacina 18c 14 17c 13 

Ácido pantotênico 6d 4 7d 5,6 

B6  1,9c 1,5 2,0c 1,4 

B12  2,6c,e 2,2 2,8c,e 2,4 

Colina 450d 384 550d 416 

Notas:  
aInstitute of Medicine, 1998 
bALLEN; CARRIQUIRY; MURPHY, 2020 
cRDA 
dAI 
eA RDA para vitamina B12 é dada em micrograma/dia. 

Abreviaturas: RDA= Ingestão dietética diária recomendada (do inglês, Recommended Dietary 

Allowances; AI= Ingestão Adequada (do inglês, Adequate Intake; H-ARs= Necessidade média 

harmonizada (do inglês, Harmonized Average Requirements). 

 

6.3.6 Coleta de leite humano 

Para a coleta de LH foi elaborado um protocolo (ANEXO 1) baseado nas recomendações 

da Resolução da Diretoria Colegiada (RDC) nº 171 (BRASIL, 2006) e nas determinações da RBLH 

(BRASIL, 2008). Mulheres em aleitamento materno sob livre demanda foram orientadas a coletar 

amostras de leite nas entrevistas 1, 2 e 3, seguindo procedimentos estabelecidos pelo protocolo. 

As participantes coletaram leite, preferencialmente pela manhã, após o café da manhã (até 

~ 10h). As amostras de leite foram coletadas de uma mesma mama por meio de ordenha manual. 

Antes de iniciar a coleta, as participantes foram orientadas a lavar as mãos e colocar máscaras para 

proteção do rosto e touca com a finalidade de evitar contaminação da amostra durante o processo. 
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O entrevistador treinado também realizava os mesmos procedimentos de higiene, pois, se 

necessário, poderia auxiliar o participante na extração da amostra de leite utilizando luvas nitrílicas 

(FERREIRA et al., 2020). 

Foram coletados 5 mL de leite de cada participante na entrevista 1, e 17 mL nas entrevistas 

2 e 3. Embora a mama não tenha sido totalmente esvaziada, estudos anteriores mostraram que as 

concentrações de vitaminas hidrossolúveis no leite permanecem relativamente estáveis durante o 

episódio de amamentação (leite anterior e posterior) (ALLEN; HAMPEL, 2019). 

As amostras foram coletadas diretamente em tubos cônicos tipo Falcon® de 50 mL, 

estéreis, sem ribonuclease (RNase), sem desoxirribonuclease (DNase) e não pirogênicos. As 

amostras foram homogeneizadas e aliquotadas assepticamente imediatamente após a coleta. Neste 

contexto, uma alíquota de 1 mL de leite foi separada em cada uma das entrevistas para análises de 

vitaminas do complexo B e colina. As amostras foram congeladas a -20°C e transportadas em caixa 

com temperatura controlada (-1°C a -5°C) até a Universidade Federal do Rio de Janeiro e 

armazenadas a -80°C. As amostras congeladas foram enviadas em gelo seco para análise no 

USDA/ARS-Western Human Nutrition Research Center, Davis, Califórnia, Estados Unidos. 

 

6.3.7 Análise das vitaminas do complexo B no LH 

Um resumo dos métodos utilizados para avaliação das vitaminas do complexo B e colina 

do LH estão descritos no Quadro 7.   
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Quadro 7. Métodos para avaliação das vitaminas do complexo B e colina no leite humano. 

Vitaminas Método Referência 

Tiamina livre,  

Tiamina monofosfato e 

tiamina difosfato 

Cromatografia líquida de alta-eficiência acoplada com detecção de fluorescência 

(HPLC-FLD) série 1200 Agilent® (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), 

após a derivatização da pré-coluna em seus ésteres de tiocromo.  Apenas 100 µL de 

cada amostra foi usado, e desoxipiridina foi adicionada como um padrão interno 

para quantificação melhorada. 

Hampel et al.  

(2016) 

Riboflavina, FAD, FMN, 

nicotinamida, NAD,  

ácido pantotênico, piridoxal, 

piridoxina  

Cromatografia líquida de ultra-eficiência associada à espectrometria de massas 

sequencial (UPLC-MS/MS).  O sistema de classe UPLC I (Waters, Milford, MA, 

EUA) acoplado com um espectrômetro de massa SCIEX 4500TQ (AB Sciex, 

Foster City, CA, EUA) no modo de monitoramento de reação múltipla.  

Hampel; York; 

Allen (2012) 

Vitamina B12 Imunoensaio enzimático quimioluminiscente competitivo Siemens IMMULITE 

(Siemens Healthcare, Duluth, GA, EUA) 

Hampel et al. 

(2014) 

Frações totais da colina solúvel 

em água (colina livre, fosfocolina, 

glicerofosfocolina) 

UPLC-MS /MS Hampel et al. 

(2020) 

Abreviaturas: FAD: Dinucleótideo de flavina e adenina (do inglês, Flavin Adenine Dinucleotide); FMN: Flavina mononucleotídeo (do inglês, 

flavin mononucleotide); HPLC-FLD: High-Performance Liquid Chromatography Fluorescence Detection; UPLC-MS/MS: Ultra-

performance liquid chromatography tandem mass-spectrometry; NAD: Dinucleótideo de adenina e nicotinamida (do inglês, Nicotinamide 

adenine dinucleotideo). 
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Uma amostra de leite agrupada foi analisada como controle de qualidade (QC) com cada 

lote e análise. Os coeficientes de variação (CV) variaram de 3,3 a 7,9% para análises de tiamina, 

5,4 a 26,5% para a análise simultânea de múltiplas vitaminas do complexo B, 1,3 a 5,9% para 

frações hidrossolúveis da colina e 8,5% para vitamina B12. Este estudo estimou o conteúdo total 

de tiamina, riboflavina, niacina, B6 e fração hidrossolúvel da colina e calculou a soma molar de 

suas respectivas frações. Nesta tese não foram avaliadas as concentrações das vitaminas biotina 

(B7) e folato (B9) no LH. 

Foram avaliados valores implausíveis para micronutrientes do LH, adotando um critério 

que considerava o desenho do estudo longitudinal e a plausibilidade das concentrações observadas 

em cada visita durante a lactação (YANG; HUTCHEON, 2016). Especificamente, valores 

equivalentes a ± 4 desvios-padrão (DP) da média condicional esperada foram considerados 

outliers. Identificamos e excluímos outliers para riboflavina (entrevista 1, n = 1; entrevista 2, n = 

1), niacina (entrevista 2, n = 1; entrevista 3, n = 2) e B6 (entrevista 2, n = 1). 

 

6.4 Procedimentos de controle de qualidade dos dados 

 

Diversos treinamentos foram realizados para a equipe de entrevistadores e um estudo piloto 

com o objetivo de garantir a qualidade dos dados coletados no estudo. Entre julho e outubro de 

2016 foram realizados os treinamentos iniciais para a coleta de dados (com a finalidade de 

padronizar as entrevistas e reduzir o viés de informação), abordagem das participantes e coleta das 

amostras de LH (realizados em bancos de LH).  

O estudo piloto ocorreu de novembro de 2016 a janeiro de 2017. Neste período, foram 

acompanhadas12 participantes, realizadas adequações/ correções nos procedimentos e protocolos 

e estabelecidos os fluxos de rotina. A coleta de dados foi iniciada em fevereiro de 2017 e concluída 

em janeiro de 2020.  

Os questionários foram revisados diariamente, após sua aplicação, por outro entrevistador. 

Os dados eram enviados para o Redcap® somente após essa checagem. A cada quinze dias, o banco 

de dados era exportado do sistema com a finalidade de avaliação da qualidade dos dados e 

identificação de possíveis erros. 
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6.5 Covariáveis 

 

Artigo 1 

Um questionário estruturado foi administrado no início do estudo para coletar informações 

sociodemográficas e de saúde, incluindo: idade materna (anos), escolaridade (anos de estudo), cor 

da pele autorreferida (branca, negra, parda e outros), paridade (primíparas/multíparas), uso de 

suplementos contendo vitaminas do complexo B ou colina durante a gravidez (sim/não), tabagismo 

(sim/não) e ingestão de álcool (sim/não). O tipo de parto foi categorizado como vaginal ou cesáreo 

e a idade gestacional estimada pela primeira ultrassonografia realizada antes de 24a semana de 

gestação ou, na sua ausência, pela data da última menstruação (n= 2). O aleitamento materno foi 

classificado em exclusivo e predominante, de acordo com as definições da OMS (OMS, 2008) 

(Quadro 8). 

 

Quadro 8. Definição de aleitamento materno exclusivo e predominante 

Tipos de  

Aleitamento Materno 

Definição 

 

Aleitamento materno exclusivo 

Oferta somente leite humano, direto da mama ou ordenhado, 

ou leite humano de outras fontes, sem outros líquidos ou 

sólidos, com exceção de gotas ou xaropes (vitaminas, 

minerais ou medicamentos) 

Aleitamento materno predominante Oferta de leite humano predominantemente, além de água ou 

outras bebidas à base de água, sucos de frutas, fluídos rituais 

e gotas ou xaropes (vitaminas, minerais ou medicamentos) 

Fonte: Organização Mundial de Saúde (2008) 

 

O peso pré-gestacional autorrelatado e a altura medida na entrevista 2 foram usados para 

calcular o IMC pré-gestacional (em kg/m2). As participantes foram classificadas de acordo com os 

pontos de corte da OMS (OMS, 1995). 
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Artigo 2 

Um questionário estruturado foi administrado no início do estudo para coletar dados como 

idade materna (anos), escolaridade (anos de escolaridade), estado civil (com e sem parceiro) e 

paridade (primíparas / multíparas). O tipo de amamentação foi classificado de acordo com as 

definições da OMS (OMS, 2021). As concentrações séricas de folato (ng/mL) foram analisadas por 

ensaio imunoenzimático quimioluminescente em sistema automatizado UniCel DxI 800 (Beckman 

Coulter, Brea, EUA). 

Os entrevistadores foram treinados para medir a altura em duplicata por meio de um 

estadiômetro (Altura Exata, Belo Horizonte, Brasil) na entrevista 2. Quando as medidas de altura 

diferiam em mais de 0,5 cm, uma terceira medida era realizada e a média das duas medidas mais 

semelhantes era usada. O peso pré-gestacional autorreferido foi utilizado para calcular o IMC pré-

gestacional (kg/m²) e a classificação foi realizada de acordo com os pontos de corte estabelecidos 

pela OMS (OMS, 1995). 

 

6.6 Análise estatística  

 

Artigo 1 

A distribuição das variáveis contínuas foi avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk, 

histogramas, medidas de assimetria e curtose. As variáveis categóricas foram avaliadas usado 

frequências absolutas e relativas e as variáveis contínuas com mediana e intervalo interquartil com 

a finalidade de descrever características maternas e as concentrações de vitaminas do complexo B 

e colina. A avaliação da plausibilidade da suposição de que os dados eram faltantes completamente 

ao acaso, foi realizada comparando as características das participantes com e sem amostras de leite 

usando os testes de Mann-Whitney, Qui-quadrado e exato de Fisher. 

As concentrações das vitaminas do complexo B e colina no leite no período de 2-8 dias 

foram descritas diariamente pois esses dados são escassos. Além disso, estratificamos as 

concentrações destes micronutrientes nesta entrevista 1 em tercis derivados da distribuição da 

amostra do estudo. 
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As concentrações de vitaminas do complexo B e colina no leite nas entrevistas 1, 2 e 3 

foram comparadas usando o teste de Skillings-Mack, pois a maioria dos micronutrientes no LH 

possuem distribuição assimétrica. Esta é uma alternativa ao teste de Friedman quando há dados 

ausentes (CHATFIELD; MANDER, 2009). As medianas de concentração dos micronutrientes no 

leite para cada par de entrevista no pós-parto e para comparar as medianas da ingestão alimentar 

materna desses micronutrientes e do consumo de alimentos de origem animal durante a gestação e 

a lactação foram comparadas com o teste dos postos sinalizados de Wilcoxon. 

As correlações entre as variáveis maternas [IMC pré-gestacional, IMC atual nas entrevistas 

de seguimento e ingestão materna de alimentos de origem animal (carne bovina, peixe, frango, 

ovos e leite) durante a gestação e lactação] e as concentrações de vitaminas do complexo B e colina 

nas entrevistas 1, 2 e 3 foram investigadas usando o teste de correlação de Spearman. 

As mudanças longitudinais nas concentrações das vitaminas do complexo B e colina do LH 

com base nos fatores maternos e nas concentrações de 2-8 dias pós-parto destas vitaminas foram 

avaliadas usando modelos lineares longitudinais de efeitos mistos. Estes modelos foram utilizados 

para estimar os coeficientes β e para fornecer uma estimativa combinada das associações entre os 

participantes ao longo do tempo. Para atender às suposições de normalidade nos modelos, as 

variáveis com distribuição assimétrica foram transformadas: inverso da raiz quadrada (riboflavina), 

log (niacina) e raiz quadrada (B6, B12). Nenhuma transformação foi necessária para tiamina, ácido 

pantotênico ou colina. No entanto, um termo linear e outro quadrático para o tempo (dias pós-parto) 

foram incluídos nos modelos da tiamina e colina para melhorar o ajuste. Para o ácido pantotênico, 

além dos termos linear e quadrático, também foi incluído um termo cúbico. Todos os modelos 

foram ajustados por fatores de confusão específicos (por exemplo, paridade, IMC pré-gestacional, 

consumo alimentar materno e uso de suplementos). Os efeitos principais foram considerados 

estatisticamente significativos quando p<0,05. Além disso, foram realizados gráficos de 

diagnóstico para verificar se houve alguma violação dos pressupostos dos modelos; gráficos de 

resíduos para avaliar a linearidade e homoscedasticidade; e gráficos quantil-quantil para verificar 

a normalidade dos resíduos. 

Interações entre os fatores maternos e o tempo (dias pós-parto) foram testadas para avaliar 

se as mudanças nas concentrações das vitaminas do complexo B e colina do leite ao longo do tempo 

diferiam com base nos fatores maternos (IMC pré-gestacional, uso de suplementos de vitamina B 
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e colina durante a gestação, consumo alimentar materno durante a gestação e pós-parto, paridade, 

idade gestacional no parto e tipo de parto). A significância estatística dos termos de interação foi 

fixada em p<0,10, considerando o limitado poder para detectar interações em amostra de tamanho 

pequeno conforme recomendado anteriormente (ALTMAN; BLAND, 2003). Gráficos de interação 

contendo a predição longitudinal e intervalos de confiança de 95% (IC) foram construídos para 

ilustrar as trajetórias das vitaminas do complexo B e colina no leite, de acordo com o tercil das 

concentrações desses micronutrientes na entrevista 1 e fatores maternos. As análises estatísticas 

foram realizadas com o software Stata Data Analysis and Statistical Software (STATA, StataCorp, 

College Station, TX, EUA), versão 15.0 e pacote de software estatístico R, versão 3.6.0 (The R 

Foundation, Viena, Áustria). 

Artigo 2 

A distribuição das variáveis contínuas foi avaliada por meio de histogramas e medidas de 

assimetria e curtose.  As características maternas, biomarcadores sanguíneos e concentração de B-

12 no LH foram descritas por meio de frequências absolutas e relativas (variáveis categóricas) e 

mediana e intervalo interquartílico (variáveis contínuas). As características das participantes com 

e sem amostras de leite foram comparadas usando os testes de Mann-Whitney, Qui-quadrado e 

exato de Fisher. 

O teste de correlação de Spearman foi usado para investigar as correlações entre as 

concentrações séricas de vitamina B-12 e homocisteína durante a gestação e lactação e as 

concentrações de vitamina B-12 do LH nas entrevistas 1 e 2. O teste de Mann-Whitney foi usado 

para comparar as concentrações de B-12 no LH entre participantes com ou sem sintomas 

depressivos e de ansiedade. 

Modelos de regressão linear não ajustados e ajustados foram realizados para avaliar a 

associação entre os escores de sintomas depressivos e de ansiedade na linha de base (exposição) e 

concentrações séricas de vitamina B-12 e homocisteína (desfechos) nas entrevistas 1 e 2. A outra 

direção dessa relação também foi investigada com uma regressão linear para estimar a associação 

entre as concentrações séricas de vitamina B-12 e de homocisteína na linha de base (exposição) e 

os escores de sintomas depressivos e ansiedade na entrevista 2 (desfecho). Adicionalmente, um 

modelo de regressão linear foi usado para estimar a associação entre os escores de sintomas 

depressivos e de ansiedade (exposição) e as concentrações de vitamina B-12 no LH (desfecho). 
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Considerando que as concentrações séricas de B-12 e homocisteína materna e as concentrações de 

B-12 no LH apresentaram distribuição assimétrica, os modelos de regressão foram conduzidos 

usando transformação logarítmica natural e, em seguida, expressos como uma diferença percentual. 

Para avaliar a homogeneidade de variância e normalidade, os resíduos de todos os modelos de 

regressão foram plotados e avaliados. Além disso, realizamos análises de sensibilidade incluindo 

apenas bebês amamentados exclusivamente para avaliar a associação entre os escores de sintomas 

depressivos e de ansiedade e as concentrações de vitamina B-12 no LH, considerando que 

alterações na saúde mental podem afetar o modo de amamentar. 

Todos os modelos foram ajustados por fatores de confusão específicos, selecionados de 

acordo com a plausibilidade biológica e conhecimento prévio. As associações foram consideradas 

estatisticamente significativas quando p-valor <0,05. As análises estatísticas foram realizadas 

usando software STATA versão 15.0 (StataCorp, College Station, TX, EUA) e o R versão 4.0.3 

(The R Foundation, Viena, Áustria). 

 

6.7 Aspectos éticos 

 

O estudo de coorte ao qual esta tese está vinculada foi previamente aprovado no Comitê de 

Ética em Pesquisa (CEP) da Maternidade Escola da UFRJ (CAAE: 49218115.0.0000.5275) e pelo 

CEP da Secretaria Municipal de Saúde e Defesa Civil do Rio de Janeiro (CAAE: 

49218115.0.3001.5279). O estudo encontra-se de acordo com o que está disposto na Resolução nº 

466/2012 (ANEXOS 2 e 3).    

O TCLE foi explicado para a participante no momento da captação (ANEXO 4). Aquelas 

que aceitaram participar do estudo assinaram uma via desse documento que foi entregue ao 

entrevistador e receberam outra via para si, com informações sobre a pesquisa e contato do 

pesquisador principal.  

O projeto ofereceu para todas as gestantes em atendimento pré-natal na Clínica da Família, 

independente da participação ou não na pesquisa, atividades de orientação para AM e alimentação 

complementar. 
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7 RESULTADOS 

 

7.1 Artigo 1 (publicado) (ANEXO 5) 

 

 

BATALHA MA. et al. Fatores associados às mudanças longitudinais nas concentrações das 

vitaminas do complexo B e colina do leite humano, The American Journal of Clinical Nutrition, 

2021. 

 

BATALHA MA. et al. Factors associated with longitudinal changes in B-vitamin and choline 

concentrations of human milk, The American Journal of Clinical Nutrition, 2021.  
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RESUMO 

Introdução: Pouco se sabe sobre as associações entre os fatores maternos e as concentrações de 

vitaminas do complexo B e colina precoces no leite e as trajetórias dessas vitaminas durante a 

lactação. Objetivos: Neste estudo gerador de hipóteses, modelamos a associação entre fatores 

maternos e infantis e mudanças longitudinais nas concentrações de vitaminas do complexo B e 

colina no leite ao longo da lactação. Métodos: Cem mulheres foram estudadas em uma coorte de 

nascimentos prospectiva e amostras de leite de 52 mulheres foram coletadas aos 2–8 dias, 76 

mulheres aos 28–50 dias e 42 mulheres aos 88–119 dias pós-parto. A ingestão alimentar materna 

durante a gestação e a lactação foi avaliada por um QFA. Modelos lineares de efeitos mistos com 

termos de interação foram usados para avaliar as mudanças nas concentrações das vitaminas do 

complexo B e colina no leite ao longo do tempo, com base em fatores maternos e nas concentrações 

precoces do pós-parto destes micronutrientes. Resultados: As mulheres com maiores 

concentrações no leite no pós-parto precoce de niacina (βinteração = −0,02; EP = 0,00; p-valor 

<0,001), ácido pantotênico (βinteração = −0,10; EP = 2,56; p-valor <0,001), vitamina B-12 (βinteração 

= −0,10; EP = 0,03; p-valor <0,001) e colina (βinteração = −0,90; EP = 0,18; p-valor <0,001) exibiram 

uma diminuição em suas concentrações ao longo da lactação. As participantes com sobrepeso e 

obesidade pré-gestacional experimentaram aumento nas concentrações de vitamina B-12 no leite 

ao longo do tempo (βinteração = 0,04; EP = 0,02; p-valor = 0,06). Em contraste, uma diminuição na 

concentração de vitamina B-12 foi observada entre mulheres com ingestão de vitamina B-12 abaixo 

da RDA durante a gestação (βinteração = −0,08; EP = 0,05; p-valor= 0,07). As mulheres com ingestão 

de niacina abaixo da RDA durante a lactação experimentaram aumento nas concentrações de leite 

ao longo do tempo (βinteração = 0,01; EP = 0,01; p-valor= 0,03). A idade gestacional ao nascimento 

> 40 semanas foi associada ao aumento na concentração de colina no leite durante a lactação 

(βinteração = 0,54; EP = 0,16; p-valor <0,01). Conclusões: Mudanças nas concentrações de vitaminas 

do complexo B e colina no leite humano ao longo do tempo podem estar associadas às 

concentrações iniciais desses micronutrientes no leite, IMC pré-gestacional materno, ingestão 

alimentar e idade gestacional no parto. 

Palavras-chave: ingestão materna de micronutrientes, concentrações de micronutrientes do leite 

humano, mudanças nas concentrações de micronutrientes do leite humano, vitaminas B, colina, 

gravidez, lactação. 
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ABSTRACT 

Background: Little is known regarding the associations between maternal factors and B-vitamin 

and choline concentrations in early milk and the trajectories of these vitamins during lactation. 

Objectives: In this hypothesis-generating study, we modeled the association between maternal and 

offspring factors and longitudinal changes in milk B-vitamin and choline concentrations 

throughout lactation. Methods: A hundred women were studied in a prospective birth cohort and 

milk samples from 52 women were collected at 2–8 d, 76 women at 28–50 d, and 42 women at 88–

119 d postpartum. Maternal dietary intake during pregnancy and lactation was assessed by an FFQ. 

Linear mixed-effects models with interaction terms were used to evaluate changes in milk B-

vitamin and choline concentrations over time based on maternal factors and the early postpartum 

concentrations of these micronutrients. Results: The women with higher early postpartum milk 

concentrations of niacin (βinteraction= −0.02; SE = 0.00; P < 0.001), pantothenic acid (βinteraction= 

−0.10; SE=2.56; P<0.001), vitamin B-12 (βinteraction = −0.10; SE = 0.03; P< 0.001), and choline 

(βinteraction= −0.90; SE = 0.18; P< 0.001) exhibited a decrease in their concentrations throughout 

lactation. The participants with overweight and obesity prepregnancy experienced an increase in 

milk vitamin B-12 concentrations over time (βinteraction= 0.04; SE = 0.02; P= 0.06). In contrast, a 

decrease in vitamin B-12 concentration was observed among women with vitamin B-12 intake 

below the RDA during pregnancy (βinteraction= −0.08; SE = 0.05; P= 0.07). The women with niacin 

intake below the RDA during lactation experienced an increase in milk concentrations over time 

(βinteraction= 0.01; SE = 0.01; P = 0.03). A gestational age at birth >40 wk was associated with an 

increase in milk choline concentration throughout lactation (βinteraction= 0.54; SE = 0.16; P < 0.01). 

Conclusions: Changes in B-vitamin and choline concentrations in human milk over time may be 

associated with the early concentrations of these micronutrients in milk, maternal prepregnancy 

BMI, dietary intake, and gestational age at delivery. 

 

Keywords: maternal micronutrient intakes, human milk micronutrient concentrations, changes in 

human milk micronutrient concentrations, B vitamins, choline, pregnancy, lactation. 
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Introduction 

 

The benefits of breastfeeding for both mothers and infants are well described in the 

literature (1). One of the key breastfeeding recommendations of the WHO is for infants to be 

exclusively breastfed for the first 6 mo of life (2, 3). Consequently, there is a need to understand 

the adequacy of human milk composition because it serves as the only source of nutrients for many 

children in their first 6 mo of life (4).  

B vitamins and choline are classified as group I micronutrients in human milk because they 

are all affected by maternal status. Therefore, they are subject to decreased concentrations in 

maternal deficiency cases. Thus, they are of great public health interest. Folate, on the other hand, 

is classified as a group II micronutrient and is unaffected by maternal status or intake (5). 

B vitamins are organic compounds not synthesized by the human body and must be 

provided mainly by dietary intake (6); these compounds can also be biosynthesized by microbiota 

living in the gastrointestinal tract in limited amounts (7). Exceptions are niacin, which can be 

synthesized from tryptophan (8, 9), and choline, which is produced in small quantities in the liver 

(10). B vitamins and choline act as cofactors and coenzymes in several metabolic reactions, such 

as the citric acid cycle and one-carbon metabolism. They are involved in brain function and are 

required for an infant’s health and development (6, 11, 12).  

For some micronutrients, the concentrations increase during lactation, whereas others 

decrease or remain stable, and for some, the concentration may increase in some periods but 

decrease during others (13). Studies have documented low B-vitamin concentrations in milk based 

on maternal biomarkers of its status or inadequate maternal dietary intake (14, 15). These studies 

have concluded that maternal deficiency of these vitamins (especially riboflavin and vitamin B-12) 

appears to be higher in populations where the consumption of animal-source foods (ASFs) tends 

to be lower or where women consume a diet of poor quality (14). In addition to maternal biomarker 

indicators of vitamin status, diet, and supplementation intake, preterm delivery has been associated 

with milk B-vitamin and choline concentrations (16), but the reported results are still inconclusive. 

There are very few longitudinal studies and none that have assessed how maternal factors, 

including the mother’s nutritional status and milk. B-vitamin concentrations during the early stages 

of lactation, could modify their time-related changes throughout lactation. 
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The primary aim of this study was to assess the association between maternal nutritional 

status and milk B-vitamin and choline concentrations throughout lactation. The topic is relevant 

considering the lack of longitudinal studies combined with a dearth of investigations that have used 

proper human milk sampling procedures and analytical methods. The second aim was to determine 

whether the concentrations of these nutrients in milk during early lactation and maternal dietary 

intake and other factors could change their time-dependent trajectories during lactation. 

 

Methods 

Study design and participants 

This study was part of a prospective birth cohort with a baseline between 28 and 35 weeks 

of gestation and 5 follow-up visits at several time points (TPs) postpartum: 2–8 d (TP1), 28–50 d 

(TP2), 88–119 d (TP3), 6 mo (TP4), and 12 mo (TP5). A nonprobabilistic sample of 147 women 

and their infants was followed. We analyzed data from a subsample of 100 women who provided 

milk samples for ≥1 of the following TPs: TP1, TP2, or TP3 (Figure 1). 

The women were recruited from a public health care center located in a lower-income 

community in Rio de Janeiro, Brazil, and were followed between January 2017 and January 2020. 

Eligibility criteria comprised recruitment between 28 and 35 weeks of gestation, 18–40 y of age, 

singleton pregnancy, no known infectious or chronic noncommunicable diseases (except obesity), 

and residence in the catchment area of the public health center. The women were excluded if they 

developed gestational diabetes or pre-eclampsia or had a stillbirth (n = 3). 

Ethics 

The Research Ethics Committee of the Municipal Health Secretary and Civil Defense of 

the State of Rio de Janeiro (Protocol number: 49218115.0.0000.5275) and the Maternity School 

of Rio de Janeiro Federal University (Protocol number: 49218115.0.0000.5275) approved the 

present study. Written informed consent from all the participants was obtained freely and 

spontaneously.  

 

Human milk collection and B vitamin and choline analysis 

Women breastfeeding on demand were instructed to collect milk samples at the TP1, TP2, 

and TP3 visits in a public health care center following procedures established by the Brazilian 
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Network of Human Milk Banks protocol (17). Briefly, the participants collected milk, preferably 

in the morning after breakfast (until ∼10:00), because the concentrations of these vitamins in 

milk exhibit little or no diurnal variation (16). The milk samples were collected from the same 

breast through hand expression, considering that a pump could represent a potential risk of 

contamination. For the aim of this study, it was not necessary to clean the breast. Before starting 

the collection, the participants were asked to wash their hands and put on masks to protect their 

face and head coverings to avoid possible sample contamination during the process. The trained 

interviewer also used the same hygiene procedures because, if necessary, they could help the 

participant with the milk sample extraction using nitrile gloves (18). 

A total of 5 mL milk was collected from each participant at TP1 and 17 mL at TP2 and 

TP3. The samples were expressed directly into 50-mL sterile, ribonuclease-free, 

deoxyribonuclease-free, nonpyrogenic tubes. Although the breast was not fully emptied, previous 

studies have shown that the concentrations of water-soluble vitamins in milk remain relatively 

stable during the feeding episode (hind or foremilk) (16). The samples were processed immediately 

after collection. They were homogenized and divided into aliquots aseptically (18). One aliquot of 

1 mL at each of the visits was used for B vitamin and choline analyses. The samples were frozen 

at −200C and then transported in a temperature-controlled box (−10C to −50C) to Rio de Janeiro 

Federal University and stored at −800C. The frozen samples were shipped on dry ice to the 

USDA/Agricultural Research Service Western Human Nutrition Research Center, Davis, CA, for 

analysis. Milk vitamin analyses were carried out as follows: free thiamin, thiamin monophosphate, 

and thiamin diphosphate were analyzed by an Agilent 1200 HPLC series coupled with fluorescence 

detection after precolumn derivatization to their thiochrome esters as previously reported (19). The 

following modification was performed: only 100 μL of each sample was used, and deoxypyridine 

was added as an internal standard for improved quantification. Multiple B vitamins (riboflavin, 

FAD, FMN, nicotinamide, NAD, pantothenic acid, pyridoxal, pyridoxine, and biotin) were 

analyzed by ultra-performance liquid chromatography–tandem mass spectrometry (UPLCMS/MS) 

(Waters UPLC I-Class system coupled with a SCIEX 4500TQ mass spectrometer in multiple 

reaction monitoring mode) as previously recommended (20). A 40-μL sample volume was 

subjected to the described sample preparation. Additional analytes were added to the detection 

method. Vitamin B-12 was analyzed using the Siemens IMMULITE competitive protein binding 

chemiluminescence assay (21). Water-soluble cholines (free choline, phosphocholine, 
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glycerophosphocholine) were analyzed as aforementioned using the same UPLC-MS/MS system 

(22). A pooled milk sample was analyzed as a quality control with every batch and analysis. CVs 

ranged from 3.3% to 7.9% for thiamin analyses, 5.4% to 26.5% for the simultaneous analysis of 

multiple B vitamins, 1.3% to 5.9% for water-soluble choline, and 8.5% for vitamin B-12. This 

study estimated the total content of thiamin, riboflavin, niacin, vitamin B-6, and water-soluble 

choline and calculated the molar sum of their respective vitamers. 

We evaluated implausible values for micronutrients of milk, adopting a criterion that 

considered the longitudinal study design and the plausibility of observing the concentrations at 

other TPs during lactation (23). Specifically, values that were ±4 SD from the expected conditional 

mean were considered outliers. We identified and excluded outliers for riboflavin (TP1, n = 1; TP2, 

n = 1), niacin (TP2, n = 1; TP3, n = 2), and vitamin B-6 (TP2, n = 1). 

 

Assessment of dietary intake 

Two semiquantitative FFQs were used to estimate maternal dietary intake. The first was 

administered between the 28th and 35th weeks of gestation to evaluate the usual intake during 

pregnancy. This instrument consisted of 85 food items and was previously validated in Brazil for 

estimating intakes of nutrients throughout gestation (24). The second FFQ was administered 6 mo 

postpartum to evaluate the usual maternal intake during the first 6 postpartum months. It consisted 

of 114 food items and has also been validated for estimating intakes of nutrients among adult 

Brazilian women (25). Food-frequency intake was reported as daily frequency. The daily portion 

in grams of each food item was calculated by multiplying the portion size by the daily frequency. 

Daily ASF, nutrient, and energy intakes were estimated using the Brazilian Food-

Composition Table (TACO) (26) and Tables of Nutritional Composition of Foods Consumed in 

Brazil from the Household Budget Survey (2008–2009) (27). The National Nutrient Database for 

Standard Reference release 28 (USDA) (28) was used for food items not found in the primary 

databases. We excluded women who had implausible energy intake (<600 and >6000 kcal/d) 

during pregnancy (n = 5) and lactation (n = 1). 

The FFQ items related to cow/bovine red meat, fish, chicken, eggs, and milk (whole and 

skim) were summed in grams to create group variables that represented ASF as the primary food 
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source of B vitamins. These analyses were adjusted for total daily energy intake using the residual 

method (29). 

Both Harmonized Average Requirements (H-ARs) and RDAs are useful in assessing 

dietary intakes and their relation to human milk nutrient concentrations. H-ARs are recommended 

for evaluating inadequate dietary intakes of populations. In contrast, RDAs are used in assessing 

intake and meal planning for individuals, although RDA-level intakes are higher than the 

requirements of most individuals in the population. Similarly, for nutrients lacking an RDA (e.g., 

pantothenic acid and choline), Adequate Intake (AI) is utilized in individual dietary assessment and 

planning. In our analysis, H-ARs were used to estimate the prevalence of inadequate micronutrient 

intake during pregnancy and lactation. Pregnancy and postpartum dietary intakes relative to 

RDAs/AIs were ultimately used to model longitudinal changes in human milk concentrations; H-

ARs were also considered in this approach, given their recommended usage in assessing adequacy. 

However, the low frequency of inadequate intakes, as determined by comparing the H-ARs, 

inhibited model convergence. Given the paucity of evidence assessing maternal intake in relation 

to longitudinal changes in human milk nutrient concentrations, we present comparisons relative to 

the RDAs/AIs to spur future experimental evidence in this field, particularly given the lack of direct 

data informing RDAs for pregnancy and lactation. 

 

Sociodemographic, health, and anthropometric data collection 

A structured questionnaire was administered at baseline to collect data such as maternal age 

(y), education (schooling years), self-reported skin color (white, black, mixed, and others), parity 

(primiparous/multiparous), use of supplements containing B vitamins or choline during pregnancy 

(yes/no), smoking (yes/no), and alcohol intake (yes/no). The delivery mode was categorized as 

vaginal or cesarean delivery, and gestational age was estimated using the first ultrasonography or 

the date of the last menstrual period when no ultrasonography was conducted before 24 weeks of 

gestation (n=2). Breastfeeding status was classified according to the WHO definitions (30). 

The interviewers were trained to measure weight using digital scales (Seca 704) and height 

in duplicate using a stadiometer (Altura Exata). When the measurements of height differed by >0.5 

cm, a third measurement was performed, and the mean of the 2 more similar measurements was 

used. The self-reported prepregnancy weight and measured height (at 28–50 d postpartum) were 
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used to calculate the prepregnancy BMI (in kg/m2); women were classified according to the WHO 

cutoffs (31) as underweight (<18.5), normal weight (≥18.5 and <25.0), overweight (≥25.0 and 

<30.0), or obese (≥30). 

 

Statistical analyses 

The distribution of continuous variables was assessed using the Shapiro–Wilk test, 

histograms, kurtosis, and skewness measurements. We used absolute (n) and relative frequencies 

(%) for categorical variables and median and IQR for continuous variables to describe maternal 

characteristics and B vitamin concentrations. To evaluate the plausibility of the assumption that 

data were missing completely at random, we compared the characteristics of women with and 

without milk samples using the Mann–Whitney U test, chi-square test, and Fisher’s exact test. 

Considering that data on milk B vitamin and choline concentrations during the early 

postpartum period, i.e., 2–8 d, are very scarce, we reported these micronutrient concentrations 

daily. In addition, we stratified the milk B-vitamin and choline concentrations at 2–8 d postpartum 

into tertiles derived from the study sample’s distribution.  

Owing to the nonnormal distribution of most micronutrients in human milk, the Skillings–

Mack test was performed to compare the milk B-vitamin and choline concentrations across TP1, 

TP2, and TP3. This is an alternative to Friedman’s test when there are missing data (32). 

Wilcoxon’s matched-pairs signed-rank test was performed to compare each pair of visits for both 

micronutrients in milk and medians of daily maternal dietary intake of these micronutrients and 

their ASFs during pregnancy and lactation. 

Spearman’s rank correlation test was performed to investigate correlations between 

maternal variables [prepregnancy BMI, current BMI at follow-up visits, and maternal intake of 

ASFs (cow/bovine red meat, fish, chicken, eggs, and milk) during pregnancy and lactation] and B 

vitamin and choline concentrations at TP1, TP2, and TP3. 

Longitudinal linear mixed-effects models were performed to estimate β coefficients and to 

provide a combined estimate of the associations between participants and within participants over 

time. To meet the assumptions of normality in the models, skewed variables were inverse square 

root (riboflavin), log (niacin), and square root (vitamin B-6, vitamin B-12) transformed. No 



84 

 

transformations were needed for thiamin, pantothenic acid, or choline. However, to best fit these 

models, a linear and quadratic term for time, i.e., postpartum days, was included for thiamin and 

choline. For pantothenic acid, a cubic term was also included in addition to a linear and quadratic 

term. All the models were adjusted by specific confounders (e.g., parity, prepregnancy BMI, 

maternal intake, and use of supplements). The main effects were considered statistically significant 

when P values were <0.05. Furthermore, we performed diagnostic plots to check for violation of 

the model’s assumptions: residual plots were used to assess the linearity and homoscedasticity. 

Quantile-quantile plots were used to check the normality of the residuals and random effects. 

Interactions between maternal factors and time (postpartum days) were tested to evaluate 

whether the changes in milk B vitamin and choline concentrations over time differed based on 

maternal factors (prepregnancy BMI, use of B-vitamin and choline supplements during pregnancy, 

dietary intake during pregnancy and postpartum, parity, gestational age at delivery, and mode of 

delivery). Considering that there was limited power to detect interactions, statistical significance 

for interaction terms was considered when the P values were <0.10, as previously recommended 

(33). Interaction plots containing longitudinal prediction and 95% CIs were constructed to depict 

B-vitamin and choline time trajectories in milk according to the early stage (2–8 d) concentrations 

of these micronutrients and maternal factors. Only statistically significant results are presented 

using interaction plots and supplemental tables. Statistical analyses were performed using the Stata 

data analysis and statistical software (StataCorp), version 15.0 and the R statistical software 

package, version 3.6.0 (The R Foundation). 

 

Results 

Study design and participants 

A total of 147 women were recruited. However, 47 did not collect milk samples. Thus, a 

subsample of 100 women who provided samples for ≥1 TP was followed: TP1 (n = 52), TP2 

(n = 76), and TP3 (n = 42) (Figure 1). 

Sixty-eight percent of the women with milk samples were <30 y old, 32% were classified 

with overweight, and 14% were classified with obesity before pregnancy (Table 1). The women 



85 

 

with (n = 100) and without (n = 47) milk samples did not differ according to their maternal and 

sociodemographic characteristics (Supplemental Table 1). 

B-vitamin and choline intake during pregnancy and lactation 

Maternal daily intakes of thiamin, niacin, pantothenic acid, vitamin B-6, choline, fish, and 

eggs were significantly higher during lactation than during pregnancy. Dietary inadequacies 

declined from pregnancy to lactation for thiamin, niacin, vitamin B-6, and choline. The prevalence 

of inadequate intake was highest for choline (52.2%) during pregnancy. The prevalence of 

inadequate riboflavin intake during lactation was 35.5% (Table 2). 

Milk B-vitamin and choline changes during lactation and correlation with maternal 

nutritional status 

TP1—2–8 d postpartum. 

The median concentration of thiamin in milk was higher between 6 and 8 d than between 3 

and 5 d. Milk riboflavin concentrations did not vary between day 5 and day 8, niacin decreased 

from day 2 until day 4, and vitamin B-12 increased until day 4 and remained stable thereafter. 

Pantothenic acid and choline increased between day 3 and day 7 (Supplemental Figure 1A). 

TP1—2–8 d postpartum, TP2—28–50 d postpartum, and TP3—88–119 d postpartum. 

The median concentrations of thiamin and vitamin B-6 varied significantly throughout the 

study period; in contrast, riboflavin, vitamin B-12, and choline did not differ among the postpartum 

visits. Niacin concentrations differed when comparing TP1 with TP2 and TP2 with TP3 but not 

TP1 with TP3. Pantothenic acid median concentrations differed only between TP1 and TP2 (Table 

3, Supplemental Figure 1B). Although not consistently achieving our statistical significance 

threshold, it is notable that the magnitudes of the median concentrations of thiamin, niacin, 

pantothenic acid, and choline were higher at TP2 than at TP1 and TP3 (Table 3). 

Correlations between milk micronutrient concentrations and maternal nutritional status. 

The milk riboflavin concentrations were positively and significantly correlated with red 

meat intake during lactation (TP1: ρ = 0.43); pantothenic acid concentrations were positively 

correlated with cow milk intake (TP3: ρ = 0.49) and inversely correlated with egg intake during 

pregnancy (TP3: ρ = −0.39). Milk vitamin B-6 concentrations were inversely correlated with 
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prepregnancy BMI (TP1: ρ = −0.41; TP2: ρ = −0.27) and current BMI at TP2 and TP3 (TP2: ρ = 

−0.25; TP3: ρ = −0.32) and positively correlated with intake of red meat during lactation (TP1: ρ 

= 0.46). Milk vitamin B-12 was inversely correlated with prepregnancy BMI (TP1: ρ = −0.31) and 

positively correlated with cow milk intake during lactation (TP1: ρ = 0.43). Furthermore, milk 

choline concentrations were inversely correlated with current BMI at TP2 (TP2: ρ = −0.32), red 

meat intake during pregnancy (TP1: ρ =−0.31), and chicken intake during lactation (TP1: ρ=−0.45) 

(Supplemental Figure 2). 

Maternal factors and B-vitamin and choline time trajectories 2–119 d postpartum 

There were significant variations in micronutrient concentrations over time: the 

concentration of vitamin B-6 increased throughout the first 119 d postpartum; those of thiamin, 

pantothenic acid, and choline increased in the first 40–60 d postpartum then decreased until 119 d; 

and those of riboflavin, niacin, and vitamin B-12 remained stable over 119 d postpartum 

(Supplemental Figure 3). The women in the upper tertile for milk niacin (βinteraction= −0.02; SE = 

0.00; P < 0.001), pantothenic acid (βinteraction= −0.10; SE=2.56; P<0.001), vitamin B-12 (βinteraction 

−0.10; SE = 0.03; P < 0.001), and choline (βinteraction= −0.90; SE = 0.18; P < 0.001) concentrations 

at TP1 experienced a significant decrease in milk concentrations of these micronutrients throughout 

lactation compared with the women with corresponding concentrations in the lower tertiles (Figure 

2, Supplemental Table 2). The participants with overweight and obesity prepregnancy had a 

significant increase in milk vitamin B-12 concentrations throughout lactation compared with the 

women with a normal prepregnancy weight and those who were underweight prepregnancy 

(βinteraction= 0.04; SE = 0.02; P = 0.06) (Figure 3, Supplemental Table 3). The women with vitamin 

B-12 intake below the RDA during pregnancy experienced a more pronounced decrease in milk 

vitamin B-12 concentrations throughout lactation than the women with vitamin B-12 intake above 

the RDA during pregnancy (βinteraction= −0.08; SE = 0.05; P = 0.07) (Figure 4, Supplemental Table 

4). The participants with niacin intake below the RDA during lactation had an increase in milk 

niacin concentrations throughout the postpartum period compared with the women with niacin 

intake above the RDA (βinteraction= 0.01; SE = 0.01; P = 0.03) (Figure 5, Supplemental Table 5). 

The women who were at 40–42 weeks of gestation at delivery showed increases in choline 

concentrations throughout lactation compared with the women who delivered at 37–39 weeks of 

gestation (βinteraction= 0.54; SE = 0.16; P < 0.01) (Supplemental Table 6). The use of supplements 
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during pregnancy, parity, and delivery mode were not associated with changes in B-vitamin or 

choline concentrations throughout the postpartum period (data not shown). 

 

Discussion 

 

This study revealed that prepregnancy BMI, pregnancy or postpartum dietary intake, 

gestational age at delivery, and early postpartum milk concentrations of B vitamins and choline 

were associated with changes in milk micronutrient concentrations throughout lactation. We 

identified correlations of micronutrients in milk with prepregnancy and current BMI and maternal 

ASF intake at different TPs. These findings may have clinical and public health implications related 

to child health, growth, and development (14). 

During the first 119 d postpartum, thiamin, pantothenic acid, and choline concentrations in 

milk increased, followed by a decline. Riboflavin, niacin, and vitamin B-12 concentrations were 

stable, and we revealed an increase in the vitamin B-6 concentration. Our findings for thiamin, 

riboflavin, vitamin B-6, vitamin B-12, and choline are consistent with those from a systematic 

literature review (13). A Chinese cross-sectional study with 1778 human milk samples showed that 

some B-vitamin concentrations in colostrum were lower than those in mature milk (35). Their 

findings agree with our results for thiamin, riboflavin, pantothenic acid, vitamin B-6, and choline. 

Interestingly, the women in the current study with higher concentrations of niacin, 

pantothenic acid, vitamin B-12, and choline in early lactation had a significant decrease in these 

vitamins at later lactation stages compared with the women who started with lower concentrations. 

Because one of the main factors regulating milk production is infant demand (36, 37), this finding 

could point toward a physiological mechanism. Infants may send signals to their mothers during 

breastfeeding, adjusting the milk composition to their requirements. 

The literature discussing the relations between maternal dietary intake and micronutrient 

concentrations in human milk remains inconsistent (38, 39). In our study, the women with vitamin 

B-12 intake below the RDA during pregnancy showed a more pronounced decrease in milk vitamin 

B-12 concentrations during lactation. Maternal intake below the RDAs may have generated a 

vitamin deficiency in these participants and, consequently, may have contributed to reduced milk 
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concentrations. Other studies that included participants with vitamin B-12 deficiency related to diet 

also reported a decline in the milk concentrations of this vitamin (40, 41). 

We also found that women with niacin intake below the RDA during lactation had an 

increase in concentrations of this vitamin during lactation compared with women with niacin intake 

above the RDA. Although this is an unexpected result, it is important to note that the milk total 

niacin concentrations are only represented by 2 niacin forms and not all of the different forms 

available in the milk. Therefore, the milk total niacin concentrations cannot be deduced from the 

results here. The forms of niacin not captured here could alter the trajectories and associations for 

this vitamin. Moreover, niacin is obtained from food and bacteria and synthesized in the human 

body from the essential amino acid tryptophan (8), which could affect the outcome of the analyses 

conducted here. 

ASFs are a source of bioavailable micronutrients (42) and almost the sole dietary source of 

vitamin B-12 (43). Maternal red meat intake during lactation was positively correlated with milk 

riboflavin and vitamin B-6 and that of cow milk was positively correlated with vitamin B-12 and 

pantothenic acid in milk. Given that ASF is the main source of these vitamins, our findings are not 

surprising. A study of lactating Kenyan women found no association between recent ASF 

consumption and vitamin B-12 concentrations in milk. However, they evaluated dietary intake 

using only a single 24-h recall (44). We also found an unexpected inverse correlation between 

maternal intake of red meat and chicken and milk choline. In addition to ASFs, nuts, broccoli, 

beans, red potato, and white rice are also important sources of this micronutrient (45). Nevertheless, 

a study that evaluated the concentrations of choline in human milk and maternal blood showed that 

not only the total choline intake but also single nucleotide polymorphisms in the 

methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) gene could influence these concentrations by 

changing the choline requirements and the relation between choline intake and its concentrations 

in human milk (46). 

In our study, vitamin B-6, vitamin B-12, and choline concentrations in milk were inversely 

correlated with prepregnancy and/or current BMI at the follow-up visits. Only a few studies have 

previously examined this relation. A study with 500 Tanzanian women showed that a BMI > 22 

during pregnancy doubled the odds of having inadequate milk vitamin B-12 concentrations (47). 

Another study with Chinese women also showed an inverse association between current BMI and 
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thiamin and vitamin B-6 in their milk (35). Hence, diet could be a key factor in this relation, 

considering that BMI could reflect the quality of the diet. A study with Canadian adults showed 

inverse correlations between dietary choline intake and obesity measurements, including BMI (48). 

It is also possible that inflammatory status related to obesity could induce changes in B-vitamin 

and choline physiology; indeed, studies have documented associations between maternal 

inflammation and lower plasma concentrations of vitamin B-6 (49, 50). Genetics could also play a 

role in these relations. The mRNA expression of peroxisome proliferator–activated receptor-γ 

(PPARγ) target genes regulating adipogenesis could also be regulated by vitamin B-6 (51). Lower 

vitamin B- 12 concentrations in people with obesity could be related to genetic variations in the fat 

mass and obesity-associated protein (FTO) locus (52). We found an increase in the concentration 

of vitamin B-12 during lactation among women with prepregnancy overweight and obesity. Higher 

prepregnancy BMI may reflect low blood maternal micronutrient concentrations, which may be 

reflected in lower concentrations in milk at the beginning of lactation, e.g., the inverse correlation 

between prepregnancy BMI and milk vitamin B-12 concentrations previously shown at TP1. After 

that, the increase in vitamin B-12 concentration in milk over time may reflect current maternal 

nutritional status, which could be improved during lactation. 

We observed an increase in milk choline concentrations through lactation for women with 

>40 weeks of gestation at delivery. The literature discussing the association between gestational 

age at delivery of full-term infants and milk choline concentrations is still limited, with only a few 

studies comparing the milk concentration of this nutrient between full and preterm births. During 

pregnancy, B-vitamin and choline supplements did not influence the micronutrient time 

trajectories, most likely because many women who used a supplement (n = 17) reported doing so 

only occasionally. They mainly used vitamin B-6 supplements owing to their potential benefits for 

nausea reduction. In addition, only 3 women reported using supplements during lactation; owing 

to the small sample, they were not included in the specific model. 

This study’s major strengths were the longitudinal design and the inclusion of samples at 

early stages of lactation, enabling the analyses of time trajectories of these micronutrient 

concentrations in milk. In addition, the micronutrient concentrations were measured with the most 

accurate methods available to date. Furthermore, we collected the maternal usual dietary intake at 

2 time points (pregnancy and lactation) and recorded supplements used during pregnancy to better 
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explain the implications of maternal diet for B-vitamin and choline concentrations in milk. Lastly, 

even though our sample size could be considered relatively low, the study was longitudinal. The 

statistical method used did not completely exclude women with partially missing values from the 

analyses, i.e., women who had ≥1 measure of milk were included in the analyses. 

There are some study limitations to be considered. First, we did not evaluate maternal 

micronutrient biomarker status in blood or polymorphisms in genes that may predispose 

individuals to different micronutrient requirements. Second, data collection varied by ≤1 mo at TP2 

and TP3, and the prevalence of different breastfeeding statuses varied between mother–infant pairs. 

Notwithstanding this, the prevalence of exclusive or predominant breastfeeding was 92.3%, 76.3%, 

and 64.3% at TP1, TP2, and TP3, respectively. However, few data exist describing how the nature 

of feeding or variation in the timing of introducing mixed feeding could affect the concentration of 

these micronutrients in milk during lactation. This study evaluated only the total water-soluble 

forms of choline, representing ∼80% of choline in human milk (53). However, we acknowledge 

that the changes over time for lipid-soluble forms may have different determinants. These factors 

could counterbalance the determinants associated with the water-soluble milk choline forms shown 

in the present study. Third, we recruited women at only 1 clinic. Hence, the external validity of our 

findings needs to be interpreted with caution. In addition, this study is hypothesis-generating. 

Consequently, it was not powered to consider advanced multivariate models. 

In conclusion, we found that concentrations in the early days of lactation, gestational age 

at delivery, and maternal nutritional status may be associated with the time trajectories of milk B 

vitamin and choline concentrations during the first 3 mo of lactation. More longitudinal and 

interventional studies are needed to better understand how maternal factors directly or indirectly 

(e.g., mediated by the milk concentration during the early days) modify the trajectories of these 

critical micronutrients in human milk throughout lactation and affect infant and child status, health, 

and development. 
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Table 1. Characteristics of women with human milk samples followed in the Brazilian cohort, 

Rio de Janeiro, Brazil (n=100)1 

Characteristics  n (%) 

Maternal age (years) (n=100)  

 18- 19 6 (6.0) 

 20- 29  62 (62.0) 

 ≥ 30 32 (32.0) 

Education (years) (n=99)  

 <8 13 (13.1) 

 8- 12  73 (73.8) 

 > 12 13 (13.1) 

Skin color (n=99)  

 White 13 (13.1) 

 Black  24 (24.2) 

 Mixed 59 (59.6) 

 Other  3 (3.1) 

Prepregnancy BMI (kg/m²)  (n=100)  

 Underweight (<18.5) 3 (3.0) 

 Normal weight (18.5-24.9) 51 (51.0) 

 Overweight (25.0-29.9) 32 (32.0) 

 Obesity (≥30.0) 14 (14.0) 

Parity (n=100)  

 Primiparous  54 (54.0) 

 Multiparous 46 (46.0) 
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Use of supplements containing B vitamin or choline during 

pregnancy (n=100) 

 Yes 20 (20.0) 

 No 80 (80.0) 

Smoking during pregnancy (n=99)  

 Yes 2 (2.0) 

 No 97 (98.0) 

Alcohol intake during pregnancy (n=99)  

 Yes 45 (45.5) 

 No 54 (54.5) 

Mode of delivery (n=91)  

 Cesarean section 34 (37.4) 

 Vaginal 57 (62.6) 

Gestational age at birth (weeks) (n=99)  

 36 2 (2.0) 

 37-39 48 (48.5) 

 40-42 49 (49.5) 

Breastfeeding status2   

Exclusive at TP1 (n=52) 48 (92.3) 

Exclusive or predominant at TP2 (n=76) 58 (76.3) 

Exclusive or predominant at TP3 (n=42) 27 (64.3) 

Note:  

1n = 100. TP1 = TP visit 1 (2–8 postpartum days), TP2 = TP visit 2 (28–50 postpartum days), 

and TP3 = TP visit 3 (88–119 postpartum days). TP, time point. 
2Exclusive breastfeeding is defined as no other food or drink except breast milk. Predominant 

breastfeeding is defined as the infant’s predominant source of feeding has been breast milk. 

Still, they may also have received liquids (water, fruit juice) or ritual fluids, drops, or syrups 

(vitamins, minerals, and medicines) (30). 
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Table 2. Maternal dietary intake and prevalence of inadequacy during pregnancy and lactation.1 

        Pregnancy (n=91)          Lactation (n=63) 

Dietary intake2  

 

 

Median (IQR)3 

 

H-AR4-

Prevalence 

of 

inadequacy 

n (%) 

RDA/AI5- 

Prevalence of 

micronutrients 

below the 

recommendation 

n (%) 

 

Median (IQR)3 

 

H-AR4-

Prevalence 

of 

inadequacy 

n (%) 

RDA/AI5- 

Prevalence of 

micronutrients below 

the recommendation 

n (%) 

Thiamin, mg/day 1.7 (1.2; 2.4)* 23 (25.0) 32 (35.2) 6 2.4 (1.7; 3.4)* 4 (6.5) 9 (14.3) 6 

Riboflavin, mg/day 2.1 (1.4; 2.8) 24 (26.1) 20 (22.0) 6 2.1 (1.4; 3.1) 22 (35.5) 21 (33.3)6 

Niacin, mg/day 26.7 (20.5; 35.6)* 9 (9.8) 19 (20.9) 6 33.2 (23.9; 48.8)* 2 (3.2) 6 (9.5) 6 

Pantothenic acid, mg/day 6.4 (5.2; 8.9)* 7 (7.6) 41 (45.1) 7 7.7 (5.5; 10.3)* 16 (25.8) 27 (42.8) 7 

B-6, mg/day 2.2 (1.6; 3.1)* 17 (18.5) 33 (36.3) 6 2.7 (2.0; 3.9)* 2 (3.2) 15 (23.8) 6 

B-12, µg/day 5.5 (3.9; 6.8) 4 (4.4) 6 (6.6) 6 6.3 (3.9; 8.4) 4 (6.5) 5 (7.9) 6 

Choline, mg/day 381.0 (281.8; 499.3)* 48 (52.2) 59 (64.8) 7 549.5 (392.4; 813.8)* 17 (27.0) 32 (50.8) 7 

Energy intake, kcal/day 2689.6 (2006.9; 3586.3) - - 2716.3(2052.1; 3989.5) - - 

Red meat intake, g/day 31.6 (18.4; 50.0) - - 40.0 (12.8; 80.0) - - 

Chicken, g/day 71.0 (43.4; 130.2) - - 88.0 (32.0; 148.0) - - 

Fish, g/day 7.6 (0.5; 18.5)* - - 16.8 (0.0; 38.0)*  - - 

Eggs, g/day 13.2 (1.6; 37.9)* - - 23.2 (7.0; 53.2)* - - 

Cow milk, ml/day 230.1 (78.9; 460.3) -  120.0 (96.0; 300.0) - - 
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1AI, Adequate Intake; H-AR, Harmonized Average Requirement. 
2Adjusted for total daily energy intake using the residual nutrient method (29). 
3Wilcoxon matched-pairs signed-rank test was performed to compare medians between pregnancy and lactation. ∗P < 0.05. 
4According to Allen et al. (34). 
5According to the Institute of Medicine (10). 
6RDA. 
7AI.  
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Table 3. B-vitamin and choline concentrations in milk at each postpartum visit.1 

Vitamins 2-8 d (n=52)2 28-50 d (n=76)3 88-119 d (n=42)4 P5 

Thiamin (µg/L) 24 (15; 33)a, b 109 (84; 129)a,c 99 (71; 122)b,c <0.001 

Riboflavin (µg/L) 89 (62; 160) 113 (78; 182) 120 (62; 201) 0.988 

Niacin (µg/L) 544 (365; 865)a 1140 (833; 1585)a, c 513 (402; 994)c <0.001 

Pantothenic acid (µg/L) 999 (708; 1434)a 1467 (1121; 1972)a 1351 (1095; 1740) <0.001 

B-6 (µg/L) 13 (5; 38)a, b 95 (65; 139)a,c 134 (101; 200)b, c <0.001 

B-12 (pmol/L) 270 (195; 406) 238 (182; 332) 250 (159; 325) 0.240 

Choline (mg/L)6 125 (95; 150) 136 (123; 162) 132 (100; 144) 0.155 

1Values are medians [IQRs] unless otherwise indicated. 
2Thiamin: n = 49; riboflavin: n = 49; niacin: n = 51; vitamin B-6: n = 37; vitamin B-12: n = 50; choline: n = 51. 
3Thiamin: n = 72; choline: n = 75. 
4Thiamin: n = 41. 
5Skillings–Mack test.  

Medians that share a common superscript letter were significantly different at P < 0.05 based on the Wilcoxon matched-pairs signed-

rank test that was used to compare concentrations by each pair of visits: a medians between 2–8 d and 28–50 d were significantly 

different, b medians between 2–8 d and 88–119 d were significantly different, c medians between 28–50 d and 88–119 d were 

significantly different. 
6The median [IQR] concentrations choline in milk converted to μmol/L were 1220 [912–1440] μmol/L, 1305 [1181–1555] μmol/L, and 

1267 [960–1382] μmol/L at 2–8, 28–50, and 88–119 postpartum days, respectively. Total water-soluble choline is the sum of free 

choline, phosphocholine, and glycerophosphocholine. 
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FIGURE 1.  Flow diagram of the final samples for the analysis of B vitamins and choline in milk 

during lactation of women followed on Brazilian cohort, Rio de Janeiro, Brazil. 

 

Notes: The 32 subjects who missed the visit refer to the eligible women followed at the cohort baseline but 

did not attend TP1, TP2, and TP3. The 3 subjects were excluded according to the exclusion criteria. 
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FIGURE 2. Longitudinal predictions of B-vitamin and choline milk concentrations according to 

these micronutrients' concentration at 2-8 days.  

Notes: Longitudinal linear mixed-effect models for B-vitamin and choline in human milk concentrations 

were performed. Beta coefficients interactions (βinteraction) and standard error (SE) were estimated. These 

parameters were used to evaluate changes in the third tertile of a specific micronutrient milk concentration 

at 2-8 days on the trajectory of that micronutrient compared to the 1st and 2nd tertiles. A: βinteraction = -0.14 
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(0.25); p-value=0.58. Thiamin (µg/L) was not transformed, but the model was adjusted for linear and 

quadratic postpartum days. B: βinteraction = 0.00 (0.00); p-value=0.21. Riboflavin (µg/L) was inverse square-

root transformed. C: βinteraction = -0.02 (0.00); p-value<0.001. Niacin (µg/L) was log transformed. D: βinteraction 

= -0.10 (2.56); p-value<0.001. Pantothenic acid (µg/L) was not transformed, but the model was adjusted for 

linear, quadratic and cubic postpartum days. E: βinteraction = -0.03 (0.02); p-value=0.07. Vitamin B-6 (µg/L) 

was square-root transformed. F: βinteraction = -0.10 (0.03); p-value<0.001. Vitamin B-12 (pmol/L) was square-

root transformed. G: βinteraction = -0.90 (0.18); p-value<0.001. Total water-soluble form of choline (mg/L) 

was not transformed, but the model was adjusted for linear and quadratic postpartum days. Total water-

soluble form of choline is the sum of free choline, phosphocholine, glycerophosphocholine. Number of 

observations for the 1st and 2nd tertiles: thiamin, n=32; riboflavin, n=32; niacin, n=34; pantothenic acid, 

n=35; B-6, n=24; B-12, n=34; choline, n=34. Number of observations for the 3rd tertile: thiamin, n=17; 

riboflavin, n=17; niacin, n=17; pantothenic acid, n=17; B-6, n=13; B-12, n=16; choline, n=17. 
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FIGURE 3. Longitudinal predictions of B-vitamin and choline milk concentrations according to 

prepregnancy BMI. 

Notes: Longitudinal linear mixed-effect models for B-vitamin and choline in human milk concentrations 

were performed. The models were adjusted for parity. Beta coefficients interactions (βinteraction) and standard 

error (SE) were estimated. These parameters were used to evaluate the changes of having prepregnancy 

overweight and obesity on the trajectory of each human milk micronutrient compared to being underweight 

or normal weight. A: βinteraction = 0.16 (0.15); p-value=0.30. Thiamin (µg/L) was not transformed, but the 
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model was adjusted for linear and quadratic postpartum days. B: βinteraction = -0.00 (0.00); p-value=0.32. 

Riboflavin (µg/L) was inverse square-root transformed. C: βinteraction = 0.00 (0.00); p-value=0.16. Niacin 

(µg/L) was log transformed. D: βinteraction = -0.82 (2.25); p-value=0.71. Pantothenic acid (µg/L) was not 

transformed, but the model was adjusted for linear, quadratic and cubic postpartum days. E: βinteraction = -

0.02 (0.01); p-value=0.33. Vitamin B-6 (µg/L) was square-root transformed. F: βinteraction = 0.04 (0.02); p-

value=0.06. Vitamin B-12 (pmol/L) was square-root transformed. G: βinteraction = 0.07 (0.17); p-value=0.74. 

Total water-soluble form of choline (mg/L) was not transformed, but the model was adjusted for linear and 

quadratic postpartum days. Total water-soluble form of choline is the sum of free choline, phosphocholine, 

glycerophosphocholine. Number of participants with prepregnancy overweight: A: n=44; B: n=46; C: n=46; 

D: n=46; E: n=43; F: n=46; G: n=45. Number of participants with prepregnancy underweight or normal 

weight: A: n=53; B: n=54; C: n=52; D: n=54; E: n=52; F: n=54; G: n=54. 
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FIGURE 4. Longitudinal predictions of B-vitamin and choline milk concentrations according to 

each micronutrient's recommendations during pregnancy. 

Notes: Longitudinal linear mixed-effect models for B-vitamin and choline in human milk concentrations 

were performed and adjusted for maternal prepregnancy BMI and the use of B-vitamin and choline 

supplements during pregnancy. Beta coefficients interactions (βinteraction) and standard error (SE) were 

estimated. These parameters were used to evaluate the changes in the intake of specific micronutrients below 

the recommendations on the trajectory of that human milk micronutrient compared with the intake above 
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the recommendations during pregnancy. * Recommended Daily Allowance (RDA) for thiamin, riboflavin, 

niacin, B-6, B-12, and the Adequate Intake (AI) for pantothenic acid and choline, according to the IOM 

(10).  A: βinteraction = -0.05 (0.16); p-value=0.80. Thiamin (µg/L) was not transformed, but the model was 

adjusted for linear and quadratic postpartum days. B: βinteraction = 0.00 (0.00); p-value=0.43. Riboflavin 

(µg/L) was inverse square-root transformed. C: βinteraction = -0.01 (0.00); p-value=0.19. Niacin (µg/L) was 

log-transformed. D: βinteraction = 1.42 (2.40); p-value=0.57. Pantothenic acid (µg/L) was not transformed, but 

the model was adjusted for linear, quadratic, and cubic postpartum days. E: βinteraction = -0.00 (0.02); p-

value=0.91. Vitamin B-6 (µg/L) was square-root transformed. F: βinteraction = -0.08 (0.05); p-value=0.07. 

Vitamin B-12 (pmol/L) was square-root transformed. G: βinteraction = -0.23 (0.17); p-value=0.17. The total 

water-soluble form of choline (mg/L) was not transformed, but the model was adjusted for linear and 

quadratic postpartum days. The total water-soluble form of choline is the sum of free choline, 

phosphocholine, glycerophosphocholine. Number of participants with intake below the RDA: A: n=31; B: 

n=20; C: n=18; D: n=41; E: n=32; F: n=6; G: n=58. Number of observations for participants with intake 

above the RDA: A: n=57; B: n=71; C: n=71; D: n=50; E: n=54; F: n=85; G: n=32. 
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FIGURE 5. Longitudinal predictions of B-vitamin and choline milk concentrations according to 

each micronutrient's recommendations during lactation. 

Notes: Longitudinal linear mixed-effect models for B-vitamin and choline in human milk concentrations 

were performed and adjusted for maternal prepregnancy BMI, use of B-vitamin, and choline supplement 

during pregnancy and maternal intake during pregnancy. Beta coefficients interactions (βinteraction) and 

standard error (SE) were estimated. These parameters were used to evaluate the changes of the intake of 

specific micronutrients below the recommendations on the trajectory of that human milk micronutrient 
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compared with the intake above the recommendations during lactation. * Recommended Daily Allowance 

(RDA) for thiamin, riboflavin, niacin, B-6, B-12, and the Adequate Intake (AI) for pantothenic acid and 

choline, according to the IOM (10). A: βinteraction = 0.20 (0.27); p-value=0.43. Thiamin (µg/L) was not 

transformed, but the model was adjusted for linear and quadratic postpartum days. B: βinteraction = 0.00 (0.00); 

p-value=0.20. Riboflavin (µg/L) was inverse square-root transformed. C: βinteraction = 0.01 (0.01); p-

value=0.03. Niacin (µg/L) was log-transformed. D: βinteraction = -1.23 (2.65); p-value=0.60. Pantothenic acid 

(µg/L) was not transformed, but the model was adjusted for linear, quadratic, and cubic postpartum days. 

E: βinteraction = -0.01 (0.02); p-value=0.36. Vitamin B-6 (µg/L) was square-root transformed. F: βinteraction = 

0.06 (0.06); p-value=0.43. Vitamin B-12 (pmol/L) was square-root transformed. G: βinteraction = -0.00 (0.20); 

p-value=0.77. The total water-soluble form of choline (mg/L) was not transformed, but the model was 

adjusted for linear and quadratic postpartum days. The total water-soluble form of choline is the sum of free 

choline, phosphocholine, glycerophosphocholine. Number of participants with intake below the RDA: A: 

n=9; B: n=21; C: n=6; D: n=27; E: n=15; F: n=5; G: n=31. Number of observations for participants with 

intake above the RDA: A: n=47; B: n=36; C: n=50; D: n=30; E: n=42; F: n=52; G: n=25. 
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Supplemental Table 1. Baseline characteristics of women followed in the Brazilian cohort, Rio de 

Janeiro, Brazil. 

 Women 

with samples 

(n=100) 

Women 

without samples 

(n=47) 

 

 n Median (IQR) n Median (IQR) p1 

Maternal age (years) 100 25.5 (22.0-31.0) 47 27.0 (23.0-30.0) 0.95 

Prepregnancy BMI (kg/m²) 100 24.4 (21.1-28.3) 42 23.6 (21.9- 28.2) 0.88 

 
n % n % p2 

Maternal age (years)     0.88 

 18-19 6  6.0 4 8.5  

 20-29  62  62.0 29 61.7  

 ≥ 30 32  32.0 14 29.8  

Education (years)     0.39 

 ≤ 12 86 86.9 43 93.5  

 > 12 13 13.1 3 6.5  

Skin color     0.06 

 White 13 13.1 7 15.6  

 Black  24 24.2 3 6.7  

 Mixed 59 59.6 32 71.7  

 Other  3 3.0 3 6.7  

Prepregnancy BMI (kg/m²)     0.42 

Underweight (<18.5) 3 3.0 3 7.1  

 Normal weight (18.5-24.9) 51 51.0 22 52.4  

 Overweight (25.0-29.9) 32 32.0 9 21.4  

 Obesity (≥30.0) 14  14.0 8 19.1  



110 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parity     0.57 

 Primiparous 54 54.0 23 48.9  

 Multiparous 46 46.0 24 51.1  

Mode of delivery     0.97 

 Cesarean section 34 37.4 7 36.8  

 Vaginal  57 62.6 12 63.4  

1Mann-Whitney’s test 

2 Chi-square or Fisher’s exact test 
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Supplemental Table 2. Models of longitudinal prediction of milk B-vitamin and choline trajectories based on their concentrations at 2-8 

postpartum days. 

B-vitamin and choline 

concentrations at 2-8 

postpartum days 

Thiamin1 Riboflavin2 Niacin3 Pantothenic 

acid4 

B-65 B-126 Choline7 

β (SE)8 β (SE) 8 β (SE) 8 β (SE) 8 β (SE) 8 β (SE) 8 β (SE) 8 

Main effects        

3rd tertile vs. 1st and 2nd 

tertile 

21.82 (5.11) * -0.06 (0.01) 

 

1.04 (0.15)* 

 

0.00 (0.02) * 

 

3.95 (0.91) * 

 

11.28 (1.61)* 

 

62.67 (9.20) * 

 

Postpartum days 3.45 (0.23)* 0.00 (0.00)*  

 

0.00 (0.00) *** 

 

0.40 (9.90) * 

 

0.10 (0.01) * 

 

0.02 (0.02)  

 

1.35 (0.37) * 

 

Interaction term 

Postpartum days # 3rd 

tertile vs. 1st and 2nd tertile  

 

-0.14 (0.25) 

 

 

0.00 (0.00)  

  

 -0.02 (0.00) * 

 

 

-0.10(2.56) * 

 

 

-0.03 (0.02) 

 

 

-0.10 (0.03) * 

 

 

-0.90 (0.18) * 

 

Notes: 1Thiamin (µg/L) was not transformed, but the model was adjusted for linear and quadratic postpartum days. 2Riboflavin (µg/L) was inverse square root 

transformed. 3Niacin (µg/L) was log transformed.4 Pantothenic acid (µg/L) was not transformed, but the model was adjusted for linear, quadratic, and cubic 

postpartum days. 5B-6 vitamin (µg/L) was square root transformed. 6B-12 vitamin (pmol/L) was square root transformed. 7The total water-soluble form of 

choline (mg/L) was not transformed, but the model was adjusted for linear and quadratic postpartum days. The total water-soluble form of choline is the sum 

of free choline, phosphocholine, glycerophosphocholine. 8Longitudinal mixed effect model with beta coefficients (β) and standard error (SE), p-value refers 

to maximum likelihood estimator. *p-value<0.001, **p-value<0.01, ***p-value<0.05, ****p-value<0.10 (for interactions only). 
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Supplemental Table 3. Models of longitudinal prediction of milk B-vitamin and choline trajectories based on maternal prepregnancy BMI. 

Prepregnancy BMI (kg/m2)¥ Thiamin1 Riboflavin2 Niacin3 Pantothenic 

acid4 

B-65 B-126 Choline7 

Main effects β (SE) 8 β (SE) 8 β (SE) 8 β (SE) 8 β (SE) 8 β (SE) 8 β (SE) 8 

Overweight9 vs. underweight and 

normal weight 
-1.96 (7.43) 0.00 (0.01) 0.04 (0.16) -0.94 (0.01) -0.89 (0.83) -1.51 (1.46) -10.90 (9.42) 

Postpartum days 3.65 (0.26)* 0.00 (0.01) -0.00 (0.00) 0.35 (8.93)* 0.07 (0.01)* -0.03 (0.02)*** 1.00 (0.33)* 

Interaction term        

Postpartum days # Overweight vs. 

underweight and normal weight 

0.16 (0.15) -0.00 (0.00) 0.00 (0.00) -0.82 (2.25) -0.02 (0.01) 0.04 (0.02)**** 0.07 (0.17) 

Note: ¥The model was adjusted for parity. 1Thiamin (µg/L) was not transformed, but the model was adjusted for linear and quadratic postpartum days. 2Riboflavin 

(µg/L) was inverse square root transformed. 3Niacin (µg/L) was log transformed.4 Pantothenic acid (µg/L) was not transformed, but the model was adjusted for 

linear, quadratic, and cubic postpartum days. 5B-6 vitamin (µg/L) was square root transformed. 6B-12 vitamin (pmol/L) was square root transformed. 7The total 

water-soluble form of choline (mg/L) was not transformed, but the model was adjusted for linear and quadratic postpartum days. The total water-soluble form of 

choline is the sum of free choline, phosphocholine, glycerophosphocholine. 8Longitudinal mixed-effect model with beta coefficients (β) and standard error (SE), 

p-value refers to maximum likelihood estimator. *p-value<0.001, **p-value<0.01, ***p-value<0.05, ****p-value<0.10 (for interactions only). 9Overweight 

included participants with prepregnancy BMI ≥25kg/m² (participants with overweight and obesity).  
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Supplemental Table 4.Models of longitudinal prediction of milk B-vitamin and choline trajectories based on maternal intake during pregnancy. 

Maternal B- vitamins and choline 

intake during pregnancy¥ 
Thiamin1 Riboflavin2 Niacin3 Pantothenic 

acid4 
B-65 B-126 Choline7 

Main effects β (SE) 8 β (SE) 8 β (SE) 8 β (SE) 8 β (SE) 8 β (SE) 8 β (SE) 8 

Below vs. above recommendations9 -8.55 (7.64) -0.02 (0.01)** 0.09 (0.21) -0.96 (0.02) 0.18 (0.89) 6.29 (2.82)** 14.65 (9.39) 

Postpartum days 3.68 (0.26)* 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.32 (9.71)* 0.07 (0.01)*     -0.00 (0.01) 1.16 (0.33)* 

Interaction term        

Postpartum days # Below vs. above 

recommendations 
-0.05 (0.16) 0.00 (0.00) -0.01 (0.00) 1.42 (2.40) -0.00 (0.02) -0.08 (0.05)**** -0.23 (0.17) 

Note: ¥The model was adjusted for maternal prepregnancy BMI and the use of B-vitamin and choline supplements during pregnancy. 1Thiamin (µg/L) was not 

transformed, but the model was adjusted for linear and quadratic postpartum days. 2Riboflavin (µg/L) was inverse square root transformed. 3Niacin (µg/L) was 

log transformed.4 Pantothenic acid (µg/L) was not transformed, but the model was adjusted for linear, quadratic, and cubic postpartum days. 5B-6 vitamin (µg/L) 

was square root transformed. 6B-12 vitamin (pmol/L) was square root transformed. 7The total water-soluble form of choline (mg/L) was not transformed, but the 

model was adjusted for linear and quadratic postpartum days. The total water-soluble form of choline is the sum of free choline, phosphocholine, 

glycerophosphocholine. 8Longitudinal mixed-effect model with beta coefficients (β) and standard error (SE), p-value refers to maximum likelihood estimator. 

*p-value<0.001, **p-value<0.01, ***p-value<0.05, ****p-value<0.10 (for interactions only). 9Recommended Daily Allowance (RDA) for thiamin, riboflavin, 

niacin, B-6, B-12, and the Adequate Intake (AI) for pantothenic acid and choline, according to the Institute of Medicine (IOM, 1998). 
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Supplemental Table 5. Models of longitudinal prediction of milk B-vitamin and choline trajectories based on maternal intake during lactation. 

Maternal B- vitamins and choline 

intake during lactation¥ 
Thiamin1 Riboflavin2 Niacin3 Pantothenic 

acid4 
B-65 B-126 Choline7 

Main effects β (SE) 8 β (SE) 8 β (SE) 8 β (SE) 8 β (SE) 8 β (SE) 8 β (SE) 8 

Below vs. above recommendations9  -16.47 (12.25) -0.01 (0.01) -0.69 (0.32)** 0.02 (0.02) 0.02 (1.16) -4.66 (3.53) -12.71(11.56) 

Postpartum days 3.36 (0.35) 0.00 (0.00) -0.00 (0.00) 0.44 (0.11)* 0.06 (0.01)* -0.02 (0.02) 0.83 (0.43) 

Interaction term        

Postpartum days # Below vs. above 

recommendations 

0.20 (0.27) 0.00 (0.00) 0.01 (0.01)*** -1.23 (2.65) -0.01(0.02) 0.06 (0.06) -0.00 (0.20) 

Note: ¥The model was adjusted for maternal prepregnancy BMI, use of B-vitamin, and choline supplement during pregnancy and maternal intake during pregnancy. 

1Thiamin (µg/L) was not transformed, but the model was adjusted for linear and quadratic postpartum days. 2Riboflavin (µg/L) was inverse square root transformed. 
3Niacin (µg/L) was log transformed.4 Pantothenic acid (µg/L) was not transformed, but the model was adjusted for linear, quadratic, and cubic postpartum days. 5B-

6 vitamin (µg/L) was square root transformed. 6B-12 vitamin (pmol/L) was square root transformed. 7The total water-soluble form of choline (mg/L) was not 

transformed, but the model was adjusted for linear and quadratic postpartum days. The total water-soluble form of choline is the sum of free choline, phosphocholine, 

glycerophosphocholine. 8Longitudinal mixed-effect model with beta coefficients (β) and standard error (SE), p-value refers to maximum likelihood estimator. *p-

value<0.001, **p-value<0.01, ***p-value<0.05, ****p-value<0.10 (for interactions only). 9Recommended Daily Allowance (RDA) for thiamin, riboflavin, niacin, 

B-6, B-12, and the Adequate Intake (AI) for pantothenic acid and choline, according to the Institute of Medicine (IOM, 1998). 
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Supplemental Table 6. Models of longitudinal prediction of milk B-vitamin and choline trajectories based on gestational age at birth. 

Gestational age (weeks)¥ Thiamin1 Riboflavin2 Niacin3 Pantothenic 

acid4 

B-65 B-126 Choline7 

Main effects β (SE) 8 β (SE) 8 β (SE) 8 β (SE) 8 β (SE) 8 β (SE) 8 β (SE) 8 

40-42 vs.37-39 -4.35 (7.30) -0.00 (0.01) -0.26 (0.15)* -0.75(0.02) -0.16 (0.83) 0.65 (1.46) -23.25 (9.27)** 

Postpartum days 3.77 (0.27)* 0.00 (0.00) -0.00 (0.00) 0.37 (9.33)* 0.07 (0.01)* -0.01 (0.02) 0.66 (0.34) 

Interaction term        

Postpartum days # 40-42 vs.37-39 

weeks  

-0.03 (0.16) 

 

0.00 (0.00) 

 

-0.00(0.00) 

 

-1.88 (2.31) 

 

-0.00 (0.01) 

 

0.01 (0.03) 

 

0.54 (0.16)** 

 

Note: ¥The model was adjusted for maternal prepregnancy BMI and parity. 1Thiamin (µg/L) was not transformed, but the model was adjusted for linear and quadratic 

postpartum days. 2Riboflavin (µg/L) was inverse square root transformed. 3Niacin (µg/L) was log transformed.4 Pantothenic acid (µg/L) was not transformed, but 

the model was adjusted for linear, quadratic, and cubic postpartum days. 5B-6 vitamin (µg/L) was square root transformed. 6B-12 vitamin (pmol/L) was square root 

transformed. 7The total water-soluble form of choline (mg/L) was not transformed, but the model was adjusted for linear and quadratic postpartum days. The total 

water-soluble form of choline is the sum of free choline, phosphocholine, glycerophosphocholine.  8Longitudinal mixed-effect model with beta coefficients (β) and 

standard error (SE), p-value refers to maximum likelihood estimator. *p-value<0.001, **p-value<0.01, ***p-value<0.05, ****p-value<0.10 (for interactions only).  
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Supplemental Figure 1. B-vitamin and choline concentrations in human milk. A: Box plot of B-vitamin and choline concentrations 

between 2 and 8 days. B: Comparison of B-vitamin and choline concentrations among postpartum visits. 

Notes: #= p-value<0.01 for Skillings–Mack test (comparison of B-vitamin and choline concentrations among three postpartum visits). NS= Not 

Significant; *=p-value<0.05; ***=p-value<0.001 for Wilcoxon matched-pairs signed-rank test (comparison of B-vitamin and choline concentrations 

among each pair of postpartum visits). Range of the number of observations for each day in figure 2A: day 2: n= 0-1; day 3: n= 6-7; day 4: n= 8-10; 

day 5: n= 10-14; day 6: n= 7-10; day 7: n= 5-7; day 8: n= 2-3. Number of observations for each time point in figure 2B: 2-8 postpartum days: thiamin: 

n=47; riboflavin: n=52; niacin: n=52; pantothenic acid: n=52; B-6: n=36; B-12: n=50; choline: n=52. 28-50 postpartum days: thiamin: n=72; 
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riboflavin: n=76; niacin: n=76; pantothenic acid: n=76; B-6: n=76; B-12: n=76; choline: n=75. 88-119 postpartum days: thiamin: n=41; riboflavin: 

n=42; niacin: n=42; pantothenic acid: n=42; B-6: n=42; B-12: n=42; choline: n=42. Total water-soluble choline is the sum of free choline, 

phosphocholine, glycerophosphocholine. 
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Supplemental Figure 2. Spearman correlation of B-vitamin and choline concentrations in the human milk and maternal BMI and ASF 

intake during pregnancy and lactation. 
 
Notes: Coloring reflects direction and magnitude of the Spearman correlation coefficients. * =significant correlations (p-value<0.05). 

Abbreviatures: ASF=animal-source food, B1: thiamin, B2: riboflavin, B3: niacin, B5: pantothenic acid, BMI= body mass index, TP1= time point 

visit 1 (2-8 postpartum days), TP2= time point visit 2 (28-50 postpartum days) and TP3= time point visit 3 (88-119 postpartum days). Total water-

soluble choline is the sum of free choline, phosphocholine, glycerophosphocholine. 
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Supplemental Figure 3. Longitudinal predictions of milk B-vitamin and choline concentrations according to postpartum days.  

 
Notes: The beta coefficients (β) and standard error (SE) represents B-vitamin and choline in human milk trajectories according to postpartum days. 

A:  β= 3.73 (0.25); p-value<0.001. Thiamin (µg/L) was not transformed, but the model was adjusted for linear and quadratic postpartum days. B: β= 

0.00 (0.00); p-value=0.55. Riboflavin (µg/L) was inverse square root transformed. C: β= -0.001 (0.001); p-value=0.62. Niacin (µg/L) was log-

transformed.  D: β= 0.338 (8.713); p-value<0.01. Pantothenic acid (µg/L) was not transformed, but the model was adjusted for linear, quadratic, and 
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cubic postpartum days. E: β= 0.064 (0.007); p-value<0.001. Vitamin B-6 (µg/L) was square root transformed. F: β= -0.011 (0.012), p-value=0.35. 

Vitamin B-12 (pmol/L) was square root transformed. G: β= 1.009 (0.338); p-value<0.01. The total water-soluble form of choline (mg/L) was not 

transformed, but the model was adjusted for linear and quadratic postpartum days. The total water-soluble form of choline is the sum of free choline, 

phosphocholine, glycerophosphocholine. 
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7.2 Artigo 2 (em processo de finalização para submissão no The Journal of Nutrition) 

 

 

Associação entre sintomas de ansiedade no terceiro trimestre gestacional, estado nutricional de 

vitamina B-12 materno e concentrações de B-12 no leite no primeiro mês pós-parto. 

 

Association of anxiety symptoms in the third trimester of pregnancy, maternal B-12 status and B-

12 milk concentration at the first month postpartum. 
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RESUMO 

 

Introdução: Sintomas depressivos e de ansiedade perinatais são um problema de saúde pública, e 

pouco se sabe a respeito de sua associação com biomarcadores do estado nutricional materno de 

vitamina B-12 e concentrações de B-12 no leite.  

Objetivo: Avaliar a associação entre sintomas depressivos e de ansiedade maternos no período 

perinatal com as concentrações séricas de vitamina B-12 e homocisteína e de B-12 no leite.  

Métodos: Oitenta e oito mulheres foram estudadas em uma coorte prospectiva com informações 

no terceiro trimestre da gravidez (linha de base) e duas visitas no pós-parto (time point-TP): 2-8 

(TP1) e 28-50 (TP2) dias pós-parto. As concentrações de B-12 no leite foram mensuradas pelo 

imunoensaio enzimático quimioluminescente competitivo em TP1 e TP2. As concentrações séricas 

de B-12 e homocisteína foram avaliadas na linha de base, TP1 e TP2 por imunoensaio 

quimioluminescente. Os sintomas depressivos e de ansiedade foram avaliados usando a Escala de 

Depressão Pós-natal de Edimburgo e o Inventário de Ansiedade Traço-Estado na linha de base e 

no TP2. Foram realizados o teste de correlação de Spearman e a regressão linear multivariada.  

Resultados: A prevalência de estado nutricional materno deficiente e marginal de vitamina B-12 

foram de 3,9% e de 9,0% no TP2, respectivamente. Alta prevalência de baixas concentrações de 

B-12 no LH foram observadas no TP1 (53,2%) e TP2 (74.1%). As concentrações de B-12 no leite 

foram positivamente correlacionadas com as concentrações séricas de B-12 (ρ = 0,26, P = 0,04) e 

negativamente correlacionadas com as concentrações de homocisteína (ρ = -0,36, P = 0,01) no 

TP2. A análise multivariada revelou que para cada aumento de uma unidade na pontuação no 

inventario de ansiedade-estado na linha de base, as concentrações de homocisteína sérica 

aumentaram 0,74% (IC 95%: 0,08%, 1,40%; P = 0,03) e a concentrações de B-12 no leite 

diminuíram 2,13% (95 % CI: -3,89%, -0,34%; P = 0,02) no TP2.  

Conclusão: A ocorrência de sintomas de ansiedade durante a gestação pode estar positivamente 

associada à concentração de homocisteína sérica materna e negativamente associada à 

concentração de B-12 no leite no primeiro mês pós-parto. 

 

Palavras-chave: gravidez, lactação, leite humano, vitamina B12, homocisteína, ansiedade, 

depressão. 
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ABSTRACT 

 

Background: Perinatal depressive and anxiety symptoms are a public health concern, and little is 

known regarding their association with maternal serum biomarkers of vitamin B-12 status and milk 

B-12 concentration.  

Objective: To evaluate the association between maternal anxiety and depressive symptoms in the 

perinatal period, and serum B-12 and homocysteine concentrations, and B-12 concentration in 

human milk.  

Methods: Eighty-eight women were studied in a prospective cohort with information at the third 

trimester of pregnancy (baseline) and two postpartum time-points (TP)s: 2–8d (TP1) and 28–50d 

(TP2) postpartum. B-12 concentrations in milk were measured by competitive chemiluminescent 

enzyme immunoassay at TP1 and TP2. Serum B-12 and homocysteine concentrations were 

evaluated at baseline, TP1, and TP2 by chemiluminescent immunoassays. Depressive and anxiety 

symptoms were measured with the Edinburgh Postnatal Depression Scale and the State-Trait 

Anxiety Inventory at baseline and TP2. Spearman's correlation test and multivariate linear 

regression were performed.  

Results: The prevalence of vitamin B-12 deficient and marginal status were 3.9% and 9.0% at TP2. 

High prevalence of low milk B-12 concentration were observed at TP1 (53.2%) and TP2 (74.1%). 

The milk B-12 concentrations were positively correlated with serum B-12 concentrations (ρ= 0.26, 

P=0.04) and negatively correlated with homocysteine concentrations (ρ= -0.36, P=0.01) at TP2. 

Multivariate analysis revealed that each unit higher in anxiety state score at baseline were 

associated with higher serum homocysteine concentrations by 0.74% (95% CI: 0.08%, 1.40%; P= 

0.03), and lower milk B-12 concentration by 2.13% (95% CI: -3.89%, -0.34%; P= 0.02) at TP2.  

Conclusion: The occurrence of anxiety symptoms during pregnancy was positively associated with 

maternal serum homocysteine concentrations and negatively associated with milk B-12 

concentrations at the first month postpartum. 

 

Keywords: pregnancy, lactation, human milk, vitamin B12, homocysteine, anxiety, depression. 
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Introduction 

 

Vitamin B-12 is an essential nutrient for maternal and child health. It participates as a 

cofactor in various metabolic processes, including the one-carbon cycle, which is essential for 

synthesizing DNA and amino acids (1, 2). Women of childbearing age, infants, and young children 

are included in the group at higher risk for B-12 insufficiency (3, 4). B-12 deficiency during 

pregnancy has been linked to adverse gestational outcomes and could impact the infants' fetal 

storage of this vitamin (5-7). Furthermore, vitamin B-12 is included in group I micronutrients in 

human milk; because its concentration is directly affected by maternal status (8).  

There is increased interest in the relationship between maternal nutrition and her mental 

health in the perinatal period, and this relationship seems to be bi-directional (9). Some studies 

have linked inadequate intake and/or low status biomarkers of vitamins involved in the one-carbon 

cycle, mainly folate and B-12, in subjects with depressive and anxiety symptoms (10-13). 

However, most studies have been cross-sectional and mixed results were observed (4, 11). Vitamin 

B-12 has hematological and neurological functions and is required for S‐adenosylmethionine 

(SAM) synthesis (4). SAM has anti-depressive properties, as it plays a role in the syntheses of 

neurotransmitters (14). Some studies have demonstrated that vitamin B-12 deficiency status could 

impair SAM synthesis and raise homocysteine levels, and thus, be related to anxiety and depressive 

symptoms (15, 16). It is also possible that in the opposite direction, mental health disorders could 

lead to micronutrient deficiencies, as they could contribute to unhealthy lifestyles (17-19). 

Regardless of the direction, this area is of major clinical and public health concern, given the high 

prevalence of maternal mental disorders in the perinatal period, mainly in low- and middle-income 

countries (20, 21). 

Depressive and anxiety symptoms in the perinatal period are related to several maternal and 

child health outcomes, some of which may be related to their negative impact on breastfeeding 

outcomes (18, 22, 23). However, few studies have assessed the association of maternal mental 

health with human milk composition. Previous studies have mainly focused on mental health 

disorders during the postpartum period in relation to hormones and immunological factors in milk 

as a physiological response to stress (22, 24). Nevertheless, the relationship between maternal 

mental health, during pregnancy and the early postpartum period, and maternal B-12 deficiency is 

not well established, and little is known about their association with milk B-12 concentration. In 
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this study we test the primary hypotheses that 1) depressive or anxiety symptoms during pregnancy 

are associated with high serum homocysteine concentrations and low serum and milk B-12 

concentrations postpartum; 2) milk B-12 concentrations are positively correlated with maternal 

serum B-12 and negatively correlated with maternal homocysteine concentrations. In addition, 

considering the likely bi-directional nature of this association, we also investigated the secondary 

hypothesis that low serum B-12 and high homocysteine concentrations in the third trimester of 

pregnancy are associated with more depressive and anxiety symptoms in the first mo postpartum. 

 

Methods 

 

This was a prospective cohort of pregnant women and their infants who received perinatal 

care at a public health center located in a lower-income community in Rio de Janeiro, Brazil. The 

study data were collected between January 2017 and January 2020. Eligibility criteria were: 

pregnant mother between 28 and 35 gestational wk; between 18 to 40y; with no known infectious 

or chronic noncommunicable diseases (except obesity); singleton pregnancy; and residence in the 

catchment area of the public health center.  

A non-probabilistic sample of 147 pregnant women was enrolled during the study baseline 

when women were between 28 and 35 wk of gestation. Subsequently, eight women and their 

children were excluded due to stillbirth, pre-term birth, or developing a chronic or infectious 

disease before delivery. As a result, 139 women were followed at five follow-up visits that 

happened at the following time points (TPs) postpartum: 2-8 d (TP1), 28-50 d (TP2), 88-119 d 

(TP3), 6 mo (TP4), and 12 mo (TP5). We analyzed data from the subsample of 88 women for 

which we had mental health data and milk samples for at least TP1 (n=47) or TP2 (n=70) 

(Supplemental Figure 1).  

Maternal mental health  

Depressive and anxiety state symptoms were evaluated at baseline and TP2.  

Depressive symptoms were measured with the Edinburgh Postnatal Depression Scale 

(EPDS), the most common screening tool used in the perinatal period (25, 26). The EPDS is a 10-

item screening questionnaire that assesses the depressive symptoms over the preceding 7 d (27, 
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28). Each item in this scale has four possible answers ranging from 0 to 3, with a maximum score 

of 30. We used a cutoff ≥11 to assess the prevalence of depressive symptoms (29).  

Anxiety symptoms were measured with the Spielberger State-Trait Anxiety Inventory 

(STAI) that evaluates two anxiety types: anxiety as a trait and a state (30). The anxiety trait refers 

to stable and relatively permanent personality characteristics. The anxiety state refers to a transitory 

emotional state concerning a specific period. The inventory consists of 40 items separated into two 

distinct subscales of 20 items each, with Likert-type response options ranging from 1 to 4. The total 

STAI score for each subscale (state-anxiety and trait-anxiety) ranges from 20 to 80 (30). In the 

present study, we used anxiety state because the anxiety trait was only measured at baseline. We 

used the cutoff ≥40 to assess the prevalence of anxiety state symptoms (31). 

The EPDS and STAI were validated in the pregnancy and postnatal periods (28, 32) and 

were translated and adapted for use in Brazil (33-35). Higher scores on the EPDS and STAI 

represent higher depressive and anxiety symptoms, respectively.  

Maternal serum B-12 and homocysteine  

After an 8-12 h overnight fast, maternal blood samples were collected at baseline, TP1, and 

TP2. The samples were collected in tubes with separator gel and centrifuged within 1 h of blood 

collection. Serum was separated into aliquots of 1 mL and stored at −80 °C until analysis. Serum 

vitamin B-12 concentrations were analyzed by chemiluminescent immunoassays in an automated 

system (UniCel DxI 800, Beckman Coulter, Brea, USA), and homocysteine concentrations were 

analyzed by chemiluminescent immunoassays in an Abbott Alinity i (Abbott Diagnostics, Chicago, 

USA). B-12 deficient and marginal status were defined as serum level <148pmol/L and 148- 221 

pmol/L, respectively (36); serum homocysteine >12µmol/L was defined as hyperhomocysteinemia 

(37). These cutpoints were only used to characterize the participants' status in the postpartum 

period, as they overestimate the actual prevalence of B-12 deficiency in pregnancy (4). In our 

models, both serum vitamin B-12 and homocysteine were used as continuous variables. 

Human milk collection and milk B-12 concentration analysis 

Following procedures established by the Brazilian Network of Human Milk Banks protocol 

(38), we instructed women breastfeeding on-demand to collect milk samples at TP1 and TP2, as 

previously described (39). The participants collected milk, preferably in the morning after breakfast 
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(until ~10:00 am) considering that the concentrations of B vitamins in milk exhibit little or no 

diurnal variation (40). The milk samples were collected from the same breast through hand 

expression, because a pump could be a potential risk of contamination. For the aim of this study, it 

was not necessary to clean the breast. Before starting the collection, the participants were asked to 

wash their hands and put on masks to protect their face and head coverings to avoid possible sample 

contamination during the process. The trained interviewer also used the same hygiene procedures 

because, if necessary, they helped the participant with the milk sample extraction using nitrile 

gloves. 

A total of 5 mL of milk was collected from each participant at TP1 and 17 mL at TP2. The 

samples were expressed directly into 50 mL sterile, ribonuclease (RNase)-free, deoxyribonuclease 

(DNase)-free, nonpyrogenic tubes. Although the breast was not fully emptied, previous studies 

have shown that the concentrations of water-soluble vitamins in milk remain relatively stable 

during the feeding episode (hind or foremilk) (40). The samples were homogenized and aliquoted 

immediately after collection. One aliquot of 1 mL at each of the visits was used for vitamin B-12 

analyses. The samples were frozen at -20 °C and then transported in a temperature-controlled box 

(-1 °C to -5 °C) to Rio de Janeiro Federal University and stored at -80 °C. For analysis, the frozen 

samples were shipped on dry ice to the USDA/ARS-Western Human Nutrition Research Center, 

Davis, CA, USA. Vitamin B-12 was analyzed using the Siemens IMMULITE competitive 

chemiluminescent enzyme immunoassay (CV: 8.5%) as previously described (41).  We classified 

milk B-12 concentration as low if <310 pmol/L, a cutoff proposed by Williams et al. (2016) (42) 

and used in previous studies (43, 44). 

Covariates 

A structured questionnaire was administered at baseline to collect socio-economic and 

demographic data such as maternal age (years), education (schooling years), marital status (with 

and without a partner), and parity (primiparous/multiparous). Exclusive breastfeeding status was 

defined as the infant received only human milk, according to the WHO definition (45). 

Serum folate concentrations (ng/mL) were analyzed by chemiluminescent immunoassay in 

an automated system UniCel DxI 800 (Beckman Coulter, Brea, USA).  
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The interviewers were trained to measure height in duplicate using a stadiometer (Altura 

Exata, Belo Horizonte, Brazil) at TP2. When the measurements of height differed by >0.5 cm, a 

third measurement was performed, and the mean of the two more similar measurements was used. 

The self-reported pre-pregnancy weight was used to calculate the pre-pregnancy BMI (kg/m²); 

women were classified according to the WHO cutoffs (46) as underweight (<18.5 kg/m2), normal 

(≥ 18.5 and < 25.0 kg/m2), overweight (≥ 25.0 and < 30.0 kg/m2) or obese (≥ 30 kg/m2). 

Statistical analyses 

The distribution of continuous variables was assessed using histograms, kurtosis, and 

skewness measurements. We used absolute (n) and relative frequencies (%) for categorical 

variables and median and interquartile range (IQR) for continuous variables to describe maternal 

characteristics, blood biomarkers, and milk B-12 concentrations. We compared the characteristics 

of women with and without milk samples using the Mann–Whitney, Chi-square, and Fisher's exact 

tests to assess the plausibility of the assumption that data were missing completely at random, 

The Spearman's rank correlation test was performed to investigate correlations between 

maternal B-12 and serum homocysteine concentrations during pregnancy and lactation and milk 

B-12 at TP1 and TP2. The correlations were interpreted as: weak (0.00 to 0.39), moderate (0.40 to 

0.69), strong (0.70 to 0.89) and very strong (0.90 to 1.00) (47). The Mann–Whitney test was 

performed to compare milk B-12 median concentrations between women with or without anxiety 

and depressive symptoms. 

Unadjusted and adjusted linear regression models were performed to evaluate the 

association between anxiety or depressive symptom scores at baseline (exposure) and maternal 

serum B-12 and homocysteine concentrations (outcomes), and milk B-12 concentrations 

(outcomes) at TP1 and TP2. Considering that our outcomes (maternal serum homocysteine 

concentrations and serum and milk B-12 concentrations) were skewed, the regression models have 

been conducted using log natural transformed variables, then, the estimates were backtransformed 

to be expressed as percentage change. To assess the homogeneity of variance and normality, the 

residuals of all regression models were plotted and evaluated. Moreover, we performed sensitivity 

analyses including only infants exclusively breastfed to assess the association between anxiety or 

depressive symptom scores and milk B-12 concentrations, considering that mental health issues 

could impact breastfeeding mode. 
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Regarding the possible bi-directional relationship between mental health and blood 

biomarkers, we also used linear regression models to test our secondary hypothesis. Specifically, 

we estimated the association between serum vitamin B-12 and homocysteine concentrations at 

baseline (exposure) and maternal anxiety or depressive symptom scores at TP2 (outcome).  

All the models were adjusted for specific confounders selected based on biological 

plausibility and previous knowledge. The associations were considered statistically significant 

when p-values were <0.05. Statistical analyses were performed using Stata version 15 (StataCorp) 

and R version 4.0.3. 

Ethics 

The Research Ethics Committee of the Municipal Health Secretary and Civil Defense of 

the State of Rio de Janeiro (Protocol number: 49218115.0.0000.5275) and the Maternity School of 

Rio de Janeiro Federal University (Protocol number: 49218115.0.0000.5275) approved the present 

study. Written informed consent from all the participants was obtained freely and spontaneously 

after all necessary clarifications had been provided. 

 

Results 

 

The median maternal age was 27 (IQR: 22-31) years old, and 42% of the participants were 

classified with pre-pregnancy overweight or obesity. The prevalence of depressive symptoms was 

35.2% at baseline and 10.0% at TP2. The prevalence of anxiety state at baseline was 39.8% and 

26.6% at TP2. The prevalence of B-12 deficiency was 3.9% and the marginal status was 9.0% at 

TP2. The median homocysteine concentration was 6.7 (IQR: 5.9- 7.8) μmol/L, and only one case 

of hyperhomocysteinemia (>12 umol/L) was observed at TP2. The prevalence of low vitamin milk 

B-12 concentrations (<310 pmol/L) was 53.2% and 71.4% at TP1 and TP2, respectively (Table 1). 

The participants with and without milk samples were not statistically different considering maternal 

characteristics, serum biomarkers of status, or the presence or absence of depressive and anxiety 

symptoms at baseline (Supplemental Table 1). 

 

Maternal mental health and serum B-12 and homocysteine concentrations 
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In the multivariate linear regression, we observed that each unit higher in anxiety state score 

in the third trimester of pregnancy was associated to higher serum homocysteine concentrations at 

TP2 by 0.74% (95% CI: 0.08%, 1.40%; P= 0.03), even after adjusting for serum B-12, 

homocysteine, and folate concentration during pregnancy. The scores of EPDS and STAI in the 

baseline were not associated with serum B-12 concentrations at TP1 and TP2 (Table 2). We also 

tested the other direction of this relationship and observed that serum B-12 and homocysteine 

concentration at baseline were not associated with depressive and anxiety symptoms at TP2 

(Supplemental Table 2). 

 

Correlation between serum B-12 and homocysteine concentrations and milk vitamin B-12 

concentration 

The correlations varied between low and moderate serum B-12 values. Milk B-12 

concentrations at TP1 were positively and significantly correlated with serum B-12 concentrations 

at baseline (ρ= 0.47, P <0.01) and at TP1 (ρ= 0.67, P<0.01). In contrast, they were negatively and 

significantly correlated with homocysteine at TP1 (ρ= -0.38, P =0.04). Milk B-12 concentrations 

at TP2 were positively and significantly correlated with serum B-12 levels at TP1 (ρ= 0.44, P 

=0.03) and TP2 (ρ= 0.26, P =0.04); and were negatively and significantly correlated with 

homocysteine at TP2 (ρ= -0.36, P =0.01) (data not shown). 

 

Association between maternal mental health and milk vitamin B-12 concentration 

We found statistically significant lower median concentrations of B-12 in milk at TP2 in 

participants with state anxiety at baseline. However, median milk B-12 concentrations medians 

were not different between participants with or without depressive symptoms (Figure 1 and 

Supplemental Table 3).  

In the multivariate analyses, each unit higher in anxiety state score at baseline was 

associated with lower milk B-12 concentrations at TP2 by 2.13% (95% CI: -3.89%, -0.34%; P = 

0.02), even after adjustment for selected confounders (Table 3).  

Baseline EPDS and STAI were not associated with milk B-12 concentrations at TP1. 

Additionally, EPDS and STAI scores at TP2 were not associated with milk B-12 concentration 

(Table 3). Results remained the same in the sensitivity analyses that only included exclusively 

breastfed infants (data not shown). 
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Discussion 

 

We observed that higher anxiety state scores at the third trimester of pregnancy were 

associated with higher serum homocysteine concentrations and lower milk B-12 concentrations in 

the first mo postpartum, even after adjusting for potential confounders. The milk B-12 

concentrations in the first mo postpartum were positively correlated with serum B-12 

concentrations and negatively correlated with homocysteine concentrations. We could not confirm 

our primary hypothesis predicting an association between depressive and anxiety symptoms in the 

third trimester of pregnancy and postpartum serum B-12 concentrations. 

In our study, we found a high prevalence of low milk B-12 concentration (<310 pmol/L) at 

TP1 (53.2%) and TP2 (74.1%). The prevalence of low values at TP2 was similar to that found in 

previous studies conducted in low-middle income countries, including lactating women residing in 

rural Kenya (89%, ~ at 6 to 12 mo) and urban Tanzania (70%, ~ at 6 wk postpartum) (42, 44). 

However, our prevalence was higher compared with previous studies conducted in lactating women 

in the United States (below 20%) and Norway (38%) (43, 48). Our finding regarding the low-to-

moderate positive correlation of maternal serum vitamin B-12 (ρ= 0.44, at TP1; ρ= 0.26, at TP2) 

and the negative correlation of serum homocysteine (ρ= -0.36, at TP2) with milk B-12 

concentrations is in line with a previous study. Bae et al. (37) reported, based on data from a feeding 

trial study with 28 lactating women in the US, that milk B-12 concentration was moderately 

positively correlated with maternal vitamin serum B-12 concentration (r = 0.48) and also tended to 

be inversely correlated with maternal serum homocysteine (r = −0.34) at five wk postpartum. 

Pregnancy and lactation are characterized by increased nutrients requirements for women; 

thus, these are considered stages at which women are at higher risk of B-12 insufficiency (4). 

Additionally, a decrease in the serum B-12 concentration of ~25-30% is expected through 

pregnancy, which has been assumed to be a normal physiological response (37, 49, 50). However, 

serum B-12 concentrations by themselves may not be sufficiently accurate to confirm or refute this 

assumption, hence other biomarkers have been suggested (4, 51). For example, homocysteine 

levels have been used as a sensitive marker of folate and vitamin B12 deficiency (52). In countries 

with mandatory flour fortification with folic acid, homocysteine is likely to be an accepted 
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biomarker for B-12 deficiency (53). Nevertheless, previous studies also showed that the 

homocysteine concentrations change during pregnancy and lactation (37). 

Our study explored the bi-directional relationship between mental health distress and serum 

B-12 and homocysteine concentration in the perinatal period. Our results highlight that anxiety 

state at the third of pregnancy was positively associated with maternal homocysteine levels at 

approximately one mo postpartum, even after adjusting for serum B-12, folate, and homocysteine 

concentration in the end of pregnancy. However, we did not observe an association between mental 

health distress in the third trimester of pregnancy and postpartum serum B-12 concentrations. The 

opposite direction of this relationship was also investigated, and we found no association between 

serum B-12 and homocysteine at the third trimester of pregnancy and maternal distress in the first 

mo postpartum. Our result is in line with a previous cohort study conducted in Singapore that did 

not observe an association between maternal B-12 concentrations at 26th and 28th gestational wk 

and depressive symptoms during pregnancy and postpartum (10). 

We also observed that the increase in anxiety state scores was associated with lower milk 

B-12 concentrations in the first mo postpartum, even after adjusting for maternal prepregnancy 

BMI, serum B-12, and homocysteine concentrations at baseline. However, there is a paucity of 

studies evaluating maternal mental health and milk composition, and, to our knowledge, only one 

study has previously evaluated the association with vitamin concentrations in human milk (24). 

That cross-sectional study focused on vitamin B-6, only evaluated postpartum depressive 

symptoms, used a different instrument, and had a smaller sample size than our study (n=25 lactating 

women), making it difficult to compare with our findings (54).  

Maternal anxiety or depressive symptoms during pregnancy may promote unhealthy 

maternal behaviors, increasing the risk of maternal B-12 deficiency and low milk B-12 

concentration. All these findings reinforce the need for maternal health promotion, considering that 

poor health conditions could influence maternal vitamin status and, thus, may contribute to an 

increase in the prevalence of vitamin B-12 deficiency in infants through low breast milk 

concentrations, as previously demonstrated (55, 56).  

The strengths of this study included the use of blood status biomarker concentrations, which 

are more accurate and free of the self-reported bias related to the conventional methods of dietary 

assessments that could under-or overestimate our results. Second, we adjusted our models for 
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serum folate concentration involved in the one-carbon cycle, which could impact homocysteine 

and B-12 concentrations and maternal mental health. Furthermore, the prospective design of the 

study made it possible to evaluate the bi-directional relationship between maternal mental health 

and blood B-12 and homocysteine concentration; and the relationship with milk B-12 

concentrations across two time-points in the first mo postpartum.  

We acknowledge that our study has some limitations. First, homocysteine levels could be 

impacted by other vitamin deficiencies and pathological conditions. To minimize this confounder, 

we adjusted our models for serum folate concentrations and only followed healthy women (without 

any chronic, except obesity, or infectious diseases).  Our study could have benefitted from having 

measured holotranscobalamin, because it is a more specific biomarker of B-12 deficiency at the 

end of pregnancy, or by using a combination of other B-12 status biomarkers. Although we have 

adjusted our models for important confounders, we cannot rule out residual confounders by other 

factors such as genetics that may be linked to both maternal mental health distress and vitamin B-

12 and homocysteine concentrations. Our study also raises the possibility that postpartum 

homocysteine concentration could mediate the relationship between anxiety state during pregnancy 

and milk B-12 concentration. However, studies with a large sample size, including more 

participants with Hyperhomocysteinemia, are needed to perform mediation analysis and confirm 

this new hypothesis. Finally, our study was conducted in only one public health center, limiting the 

generalization of our findings. 

In conclusion, we observed a high prevalence of low milk B-12 concentrations, and that 

maternal serum B-12 and homocysteine concentrations were correlated with this milk B-12 

concentration. Importantly, our study showed that a higher score on anxiety symptoms during 

pregnancy was related to lower milk B-12 concentration, regardless of the serum B12 and 

homocysteine concentrations at the third trimester of pregnancy. However, large clinical trials are 

needed to better explain the mechanisms by which maternal mental health disorders could be 

related to human milk vitamin composition. 
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Table 1. Characteristics, biomarkers, and human milk concentrations of participants. 

Characteristic Values1 

Maternal age (n=88) 27 (22; 31) 

Education (years) (n=87) 12 (10; 12) 

Parity (n=88)  

  Primiparous  48 (54.6) 

  Multiparous 40 (45.4) 

Marital status (n=88)  

  With a partner 72 (81.2) 

  Without a partner 16 (18.2) 

Pre-pregnancy BMI (kg/m²) (n=88)  

  Underweight (<18.5) 3 (3.4) 

  Normal weight (18.5-24.9) 48 (54.6) 

  Overweight (25.0-29.9) 28 (31.8) 

  Obesity (≥30.0) 9 (10.2) 

Maternal mental health at 3rd trimester of pregnancy  

 Edinburgh Postnatal Depression Scale scores (n=88) 9 (6;12) 

 Edinburgh Postnatal Depression Scale categories (n=88)  

  ≥11 31 (35.2) 

  <11 57 (64.8) 

 State-Trait Anxiety Inventory scores (n=88) 37 (33; 43) 

 State-Trait Anxiety Inventory categories (n=88)  

  ≥40 35 (39.8) 

  <40 53 (60.2) 
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Maternal mental health at 28-50 postpartum days 

 Edinburgh Postnatal Depression Scale scores (n=80) 6 (3; 8) 

 Edinburgh Postnatal Depression Scale categories (n=80)  

  ≥11 8 (10.0) 

  <11 72 (90.0) 

 State-Trait Anxiety Inventory scores (n=79) 35 (32; 40) 

 State-Trait Anxiety Inventory categories (n=79)  

  ≥40 21 (26.6) 

  <40 58 (73.4) 

Blood biomarkers at 3rd trimester of pregnancy  

  Vitamin B-12 (pmol/L) 172.0 (143.0; 233.0) 

  Homocysteine (μmol/L) (n=80) 4.6 (3.7; 5.4) 

  Folate (ng/mL) (n=81) 10.0 (7.4; 14.0) 

Serum biomarkers at 2-8 postpartum days  

  Vitamin B-12 (pmol/L) (n=33) 211.0 (147.0; 287.0) 

  Homocysteine (μmol/L) (n=33) 7.1 (5.6; 8.6) 

Serum biomarkers at 28-50 postpartum days  

  Vitamin B-12 (pmol/L) (n=78) 310.0 (249.0; 391.0) 

  Vitamin B-12 deficient status (<148 pmol/L) (n=78) 3 (3.9) 

  Vitamin B-12 marginal status (148- 221 pmol/L) (n=78) 7 (9.0) 

  Homocysteine (μmol/L) (n=78) 6.7 (5.9; 7.8) 

  Hyperhomocysteinemia (>12 μmol/L) (n=78)  1 (1.3) 

B-12 human milk concentrations at various time points  

  At 2-8 postpartum days (n=47) 270.2 (199.2; 406.8) 

  Low concentration2 (<310 pmol/L) at 2-8 postpartum days 25 (53.2) 
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  At 28-50 postpartum days (n=70) 239.2 (184.2; 345.1) 

  Low concentration2 (<310 pmol/L) at 28-50 postpartum days 50 (71.4) 

Breastfeeding status2  

  Exclusive at 2-8 postpartum days (n=47) 42 (89.4) 

  Exclusive at 28-50 postpartum days (n=70) 46 (66.7) 

Notes:  
1Values are medians (interquartile range) or number of participants (%). 
2Exclusive breastfeeding is defined as no other food or drink except breast milk (WHO, 2008). 
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Table 2. Association between maternal mental health at 3rd trimester of pregnancy and postpartum serum concentrations of B-12 and 

homocysteine.1 
 Mean % difference (95% IC) in serum concentration  

for each unit higher in mental health instruments scores1 

Mental health 

at 3rd trimester 

of pregnancy 

B-12 (pmol/L)2 Homocysteine (μmol/L)3 

at 2-8  

postpartum days 

 

P 

at 28-50 

postpartum days 

 

P 

at 2-8  

postpartum days 

 

P 

at 28-50 

postpartum days 

 

P 

Depressive 

symptoms4 

2.54 (-0.33; 5.50) 0.08 0.59 (-0.87; 2.08) 0.42 0.41 (-1.64; 2.49) 0.69 0.74 (-0.45; 1.95) 0.22 

Anxiety state5 -0.11 (-1.75; 1.55) 0.89 -0.57 (-1.46; 0.32) 0.20 0.51 (-0.49; 1.51) 0.31 0.74 (0.08; 1.40) 0.03* 

Notes: ∗P < 0.05. 
1Regressions were performed with the log-transform of the serum B-12 or homocysteine concentration as the outcome and mean 

differences (95% CI) were back-transformed and reported as % differences. 
2 Models were adjusted for maternal age, education, marital status, prepregnancy BMI, and serum B-12 and folate concentration at the 3rd 

trimester of pregnancy. 
3 Models were adjusted for serum B-12, homocysteine, and folate concentration at the 3rd trimester of pregnancy. 
4 Depressive symptoms scores at 3rd trimester of pregnancy were assessed using the Edinburgh Postnatal Depression Scale (EPDS). 
5 Anxiety state scores at 3rd trimester of pregnancy was assessed using the State-Trait Anxiety Inventory (STAI). 
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Table 3. Association between maternal mental health at 3rd trimester of pregnancy and at 28-50 postpartum days and B-12 milk concentrations. 

 Mean % difference (95% IC) in milk B-12 concentration 

for each unit higher in mental health instruments scores1 

 Depressive symptoms  

at 3rd trimester of pregnancy 2 

P1 Anxiety state 

at 3rd trimester of pregnancy 3 

P1 

At 2-8 postpartum days (n=44)     

Unadjusted model 0.70 (-4.26; 5.92) 0.78 -0.95 (-3.57; 1.75) 0.48 

Adjusted model 14 0.55 (-5.24; 6.69) 0.85 -0.61 (-3.42; 2.89) 0.67 

At 28-50 postpartum days (n=61)     

Unadjusted model -0.86 (-3.80; 2.17) 0.57 -1.88 (-3.53; -0.20) 0.03* 

Adjusted model 14 -1.90 (-5.21; 1.52) 0.27 -2.13 (-3.89; -0.34) 0.02* 

 Depressive symptoms  

at 28-50 postpartum days 2 

P1 Anxiety state 

at 28-50 postpartum days 3 

P1 

At 28-50 postpartum days (n=61)     

Unadjusted model -2.05 (-5.61; 1.64) 0.27 -0.41 (-2.36; 1.59) 0.68 

Adjusted model 15 -3.34 (-7.57; 1.08) 0.13 0.07 (-2.10; 2.28) 0.95 

Notes: ∗P < 0.05. 
1Regressions were performed with the log-transform of the B-12 milk concentration as the outcome and mean differences (95% CI) 

were back-transformed and reported as % differences. 
2 Depressive symptoms scores at 3rd trimester of pregnancy were assessed using the Edinburgh Postnatal Depression Scale (EPDS). 
3 Anxiety state scores at 3rd trimester of pregnancy were assessed using the State-Trait Anxiety Inventory (STAI). 
4 Model adjusted for pre-pregnancy BMI and serum B-12 and homocysteine concentrations at 3rd trimester of pregnancy. 
5 Model adjusted for pre-pregnancy BMI, mental health at 3rd trimester of pregnancy (EPDS/STAI scores), and serum B-12 and 

homocysteine concentrations at 28-50 d postpartum. 
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Figure 1. B-12 milk medians concentrations according to the maternal mental health status. 

Notes: *P < 0.05. Mann-Whitney’s test was performed to compare B-12 milk medians (IQR) between 

women with and without depressive or anxiety symptoms at 3rd trimester of pregnancy (baseline) and at 28-
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50 postpartum days [time point (TP)2]. Depressive symptoms were assessed by the Edinburgh Postnatal 

Depression Scale (EPDS), cutoff ≥11. Anxiety state were assessed by the State-Trait Anxiety Inventory, 

cutoff ≥40. A: Depressive symptoms at baseline: 2-8 postpartum days, n=47; 28-50 postpartum days, n=70. 

B: Anxiety symptoms at baseline: 2-8 postpartum days, n=47; 28-50 postpartum days, n=70. C: Depressive 

symptoms at TP2: 28-50 postpartum days, n=70. D: Anxiety symptoms at TP2: 28-50 postpartum days, 

n=70. 
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Supplemental Table 1. Baseline characteristics of women followed in the Brazilian cohort. 

 Women 

with milk samples 

(n=88) 

Women  

without milk samples  

(n=51) 

 

 n Median (IQR) n Median (IQR) p1 

Serum vitamin B-12 (pmol/L) 81 172.0 (143.0-233.0) 36 171.5 (140.0-225.5) 0.61 

Serum homocysteine (μmol/L) 80 4.7 (3.7-5.4) 36 4.7 (3.9- 5.5) 0.57 

 
n % n % p2 

Maternal age (years)     0.35 

 <30  57 64.8 37 72.5  

 ≥ 30 31 35.2 14 27.5  

Education (years)     0.40 

 ≤ 12 76 87.4 46 92.0  

 > 12 11 12.6 4 8.0  

Depressive symptoms3     0.72 

  Yes 31 35.2 18 38.3  

   No 57 64.8 29 61.7  

Anxiety state4     0.94 

  Yes 35 39.8 19 40.4  

   No 53 60.2 28 59.6  

1Mann-Whitney’s test 
2 Chi-square or Fisher’s exact test 
3 Depressive symptoms were assessed by the Edinburgh Postnatal Depression Scale (EPDS) at 3rd trimester 

of pregnancy. 
4 Anxiety state were assessed by the State-Trait Anxiety Inventory at 3rd trimester of pregnancy. 
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Supplemental Table 2. Association between serum concentrations of B-12 and homocysteine at 3rd trimester of pregnancy and postpartum maternal 

mental health. 
 Mental health at 28-50 postpartum days1 

 Edinburgh postnatal depression scale 

(EPDS) scores 

β (95% IC) 

 

P1 

Spielberg state-trait anxiety inventory 

(STAI) scores 

β (95% IC) 

 

P1 

Biomarkers at 3rd trimester of pregnancy     

 B-12 (pmol/L) (n=74)2 0.01 (-0.01; 0.02) 0.41 0.02 (-0.00; 0.05) 0.09 

 Homocysteine (μmol/L) (n=73)3 -0.13 (-0.88; 0.62) 0.73 -0.12 (-1.28; 1.04) 0.84 

Notes:  
1 Linear regression analysis between serum B-12 or homocysteine concentration and EPDS or STAI scores. 
2Model adjusted for prepregnancy BMI, maternal age, education, marital status, serum folate concentration, and anxiety or depressive symptoms at the 3rd trimester 

of pregnancy. 
3Model adjusted for serum B-12 and folate, and anxiety or depressive symptoms at the 3rd trimester of pregnancy. 
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Supplemental Table 3. B-12 milk medians concentrations according to the maternal mental health status. 

 B-12 milk concentrations 

 2-8 postpartum days (n=47)  

Median (IQR)  

 

P1 

28-50 postpartum days (n=70) Median 

(IQR) 

 

P1 

At 3rd trimester of pregnancy      

Depressive symptoms2   0.33  0.15 

  No 318.9 (223.4; 379.7)  266.5 (198.7; 412.4)  

  Yes 231.9 (165.5; 464.7)  208.5 (169.2; 303.9)  

Anxiety state3  0.80  0.04 

  No 270.2 (156.2; 379.7)  199.2 (169.2; 253.4)  

  Yes 251.0 (199.2; 406.8)  277.7 (191.7; 445.1)  

At 28 -50 postpartum days     

Depressive symptoms2   -  0.71 

  No -  238.7(175.3; 349.7)  

  Yes -  271.2 (184.2; 329.2)  

Anxiety state3  -  0.98 

  No -  239.4 (184.2; 335.7)  

  Yes -  239.0 (180.5; 345.1)  

Notes: 
1Chi-square or Fisher’s exact test 
2Depressive symptoms were assessed by Edinburgh Postnatal Depression Scale (EPDS). 
3Anxiety state was assessed by the State-Trait Anxiety Inventory at 3rd trimester of pregnancy (STAI). 
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Supplemental Figure 1. Flow diagram of women with human milk samples and mental health 

information followed on Brazilian cohort. 

Notes: Abbreviations: TP1= time point visit 1, TP2= time point visit 2. 
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8 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A presente tese trouxe importantes contribuições para o campo do conhecimento da 

composição do LH ao gerar resultados inéditos e propor novas hipóteses para estudos futuros. Esta 

tese se destaca pelo desenho longitudinal do estudo e a inclusão de amostras nos estágios iniciais 

da lactação, o que possibilitou a análise das trajetórias das concentrações desses micronutrientes 

do LH e a investigação da relação entre alterações na saúde mental tanto na gestação quanto no 

pós-parto e as concentrações da vitamina B-12 no LH. 

A partir do primeiro artigo, observou-se que participantes com concentrações mais altas de 

niacina, ácido pantotênico, B-12 e colina no início da lactação apresentaram menores 

concentrações dessas vitaminas ao longo da lactação quando comparadas às participantes que 

começaram com concentrações mais baixas.  Adicionalmente, mudanças nas trajetórias das 

concentrações de B-12 no LH foram associadas ao IMC pré-gestacional materno e a ingestão de 

vitamina B-12 durante a gestação. A ingestão de niacina durante a lactação também foi associada 

às concentrações desta vitamina no LH, porém com um resultado diferente do esperado. Neste 

caso, cabe destacar que as concentrações totais de niacina no LH, nesta tese, foram representadas 

apenas por duas formas de niacina e não por todas as formas diferentes disponíveis no LH, portanto, 

a concentração total de niacina no LH não pode ser deduzida dos nossos resultados. Foram 

observadas maiores concentrações das frações hidrossolúveis da colina no LH, durante a lactação, 

em participantes com mais de 40 semanas gestacionais no parto quando comparadas às 

participantes com idade gestacional no parto entre 37-39 semanas. O uso de suplementos durante 

a gestação não foi associado às mudanças nas trajetórias das concentrações deste micronutrientes 

do LH.  

A partir do segundo artigo, observou-se que o aumento nos escores de ansiedade-estado no 

final da gestação foi associado ao aumento das concentrações séricas de homocisteína e à 

diminuição das concentrações de B-12 no LH no primeiro mês pós-parto, mesmo após o ajuste 

para potenciais fatores de confusão. Não foram observadas associações entre sintomas depressivos 

e de ansiedade no terceiro trimestre da gestação e as concentrações séricas de B-12 no pós-parto. 

Observou-se também que o estado nutricional materno de vitamina B-12 (avaliado pelas 
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concentrações séricas de B-12 e homocisteína) foi correlacionado com as concentrações de B-12 

do LH.  

Os produtos desta tese contribuíram para a geração de novas hipóteses a serem testadas, 

principalmente, por estudos de maior tamanho amostral e ensaios clínicos. Dentre as novas 

hipóteses suscitadas pelo artigo 1, temos a necessidade de entender como os fatores maternos 

podem afetar indiretamente as trajetórias destas vitaminas do LH, incluindo a necessidade de 

realizar outras formas de análise para investigar, por exemplo, relações mediadas ou moderadas 

pelas concentrações destes nutrientes do LH nos primeiros dias de lactação e outros fatores 

materno-infantis durante a lactação. Paralelamente, o artigo 2 levantou a hipótese de que as 

concentrações maternas de homocisteína podem ser um possível mediador da relação entre a saúde 

mental materna e concentrações de B-12 no leite. Deste modo, novos estudos poderiam investigar 

a homocisteína como um marcador alternativo do estado nutricional de B-12 em mulheres com 

sintomas de ansiedade e sem deficiência de folato ou outras doenças crônicas. 

Algumas lições foram aprendidas ao longo da condução deste estudo e podem servir de 

direcionamento para estudos futuros no Brasil no campo de LH. Primeiro, o acompanhamento e 

coleta de amostras nos primeiros dias de lactação, fora das maternidades, pode ser extremamente 

dificultoso. Neste estudo, tentamos conciliar a data da primeira entrevista do pós-parto com a data 

de realização do teste do pezinho na clínica escolhida. Segundo, a taxa de perdas de 

acompanhamento em estudos longitudinais com coleta de diferentes amostras biológicas costuma 

ser alta. Uma alternativa para tentar minimizar estas perdas envolve a criação do vínculo com as 

participantes do estudo, por meio de rodas de conversas e utilização de mídias sociais. Terceiro, a 

condução de estudos longitudinais e a análise de amostras biológicas costuma ser bastante 

dispendiosa, principalmente, considerando o atual cenário de baixo financiamento destinado à 

pesquisa no Brasil. Neste cenário, a realização de parcerias internacionais podem contribuir tanto 

no compartilhamento de sua expertise no tema como, em algumas situações, fornecer subsídios 

para condução do estudo ou a análise das amostras biológicas. 

Os principais achados desta tese ratificam a importância da saúde materna para a 

composição do LH, especialmente para concentrações das vitaminas do complexo B e colina. Os 

presentes resultados apontam para a necessidade de monitorar a saúde mental, o consumo alimentar 

e indicadores antropométricos maternos nos serviços de saúde no período perinatal e anterior à 
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concepção a fim de prevenir hábitos comportamentais inadequados que podem resultar em estado 

nutricional materno deficiente destes nutrientes. A deficiência materna pode se propagar para a 

geração seguinte, ao impactar as reservas destes micronutrientes ao nascer e ao alterar a 

composição do LH. Crianças com baixas reservas ao nascer e que recebem baixas concentrações 

destes nutrientes provenientes do LH figuram em grupo de maior vulnerabilidade, especialmente 

nos primeiros meses de vida em que o LH constitui a única fonte de nutrição. Neste contexto, ainda 

existem lacunas sobre como modificações na composição do LH, principalmente a partir de fatores 

modificáveis maternos, podem afetar a saúde e desenvolvimento infantil, sendo, portanto, mais um 

caminho a ser trilhado por futuros estudos longitudinais. 
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ANEXOS  

 

ANEXO 1. Questionários e Protocolo de coleta de leite humano (online)* 

 

*Disponível em: 

https://drive.google.com/drive/folders/1J34f2P-tnYHpTfmb2-ncolZsYsMWI62l?usp=sharing 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://drive.google.com/drive/folders/1J34f2P-tnYHpTfmb2-ncolZsYsMWI62l?usp=sharing


175 

 

ANEXO 2. Aprovação no Comitê de Ética em Pesquisa - Secretaria Municipal de Saúde e defesa 

civil do Rio de Janeiro. 
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ANEXO 3. Aprovação no Comitê de Ética em Pesquisa - Maternidade Escola da Universidade 

Federal do Rio de Janeiro 
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ANEXO 4. Termo de consentimento livre e esclarecido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Universidade Federal do Rio de Janeiro 

Instituto de Nutrição Josué de Castro 

Observatório de Epidemiologia Nutricional 

Amamentação: Saúde para a mãe e o bebê 
 

Você está sendo convidada a fazer parte da pesquisa "Composição imunológica do leite 
humano e sua relação com o estado nutricional materno" desenvolvida por pesquisadores do 
Observatório de Epidemiologia Nutricional, do Instituto de Nutrição Josué de Castro/Universidade 
Federal do Rio de Janeiro (INJC/UFRJ). Este estudo tem por objetivo principal avaliar a composição 
imunológica do leite materno e sua relação com o peso, altura, hábitos alimentares, saúde mental e 
desenvolvimento infantil.  

Você não é obrigada a participar e mesmo aceitando fazer parte do estudo, poderá desistir e 
retirar o seu consentimento a qualquer momento, sem nenhum problema. Sua recusa em participar do 
estudo não trará nenhum problema em sua relação com o pesquisador, com o seu médico ou com o 
centro de saúde ou maternidade, ou seja, você poderá seguir normalmente com o seu atendimento 
nesta unidade de saúde. 

 
Como irei participar?  
 

Você passará por avaliações do seu estado nutricional (peso e altura) e de saúde geral, 
totalizando 6 encontros com nossa equipe:  

- Primeiro: durante o pré-natal (entre 30 e 35 semanas de gestação); 
- Segundo: até 7 dias após o parto; 
- Terceiro: entre 28 e 45 dias após o parto; 
- Quarto: entre 89 e 119 dias após o parto; 
- Quinto: 6 meses após o parto; 
- Sexto: 12 meses após o parto; 
Todas estas avaliações serão preferencialmente agendadas em dias em que você já tenha que 

vir a Clínica da Família Assis Valente, a fim de evitar despesas extras com transporte. Os encontros 
terão duração aproximada de 60 minutos. 

Durante os encontros, você irá responder algumas perguntas e preencher questionários com 
informações sobre sua identificação e localização (endereço e telefone); dados demográficos (estado 
civil, idade); situação socioeconômica (escolaridade, renda); hábitos de vida (uso de álcool, fumo, 
prática de atividade física e alimentação), uso de medicamentos; saúde mental (perguntas sobre 
depressão e ansiedade) e desenvolvimento do seu bebê. Você poderá receber ligações telefônicas da 
equipe de pesquisa para resgatar informações, bem como para o agendamento dos encontros. 

Em todos os encontros iremos avaliar seu peso e altura. Amostras de sangue serão coletadas 3 
vezes (no primeiro, segundo e terceiro encontros) e serão armazenadas e utilizadas para a realização 
de exames como, por exemplo, hemograma, dosagem de açúcares, gorduras e hormônios. Você 
deverá coletar 2 vezes (no segundo e terceiro encontros) cerca de 20 mL do seu leite, de forma manual, 
para que possamos analisar sua composição. Você também irá coletar suas fezes 3 vezes (primeiro, 
segundo e terceiro encontros) e de seu bebê 2 vezes (segundo e terceiro encontros) para que 
possamos realizar análises laboratoriais. Para isto, forneceremos o recipiente adequado e um isopor 
para armazenamento durante o transporte, o qual deverá ser trazido nos dias solicitados. As fezes 
deverão ser coletadas no mesmo dia da avaliação e deverão ser mantidas refrigeradas até a entrega à 
equipe de pesquisa. Seu bebê também será avaliado, sendo realizadas medidas de peso e 
comprimento e a partir do quarto até o sétimo encontro você irá responder perguntas relacionadas ao 
desenvolvimento cognitivo e motor do seu bebê.  

As amostras de sangue, leite e fezes serão armazenadas no INJC/UFRJ, por um prazo de até 
10 anos e ficarão sob responsabilidade institucional e gerenciamento do pesquisador responsável pela 
pesquisa, sem fins comerciais, em um sistema seguro de identificação, garantindo o sigilo, o respeito 
à confidencialidade e à recuperação dos dados para fornecimento de informações de interesse da 
pesquisa. As amostras poderão ser utilizadas em pesquisas futuras, as quais serão avaliadas por 
Comitês de Ética em Pesquisa (CEP´s) e outras análises não previstas neste estudo poderão ser 
realizadas mediante sua autorização por meio de um novo termo de consentimento livre e esclarecido.   

Todos os exames laboratoriais, bem como a avaliação nutricional e do estado de saúde serão 
realizados sem custos para o participante da pesquisa. 

Rubrica do participante: __________________ 

Rubrica do pesquisador: __________________ 
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Quais os benefícios? 
 

Ao participar deste estudo, você terá a oportunidade de realizar uma avaliação sobre seu estado 
de saúde, que poderá auxiliar na saúde do seu bebê. Você terá acesso a todos os seus resultados se 
assim desejar. Os resultados desta pesquisa poderão trazer benefícios para futuras mães e seus 
bebês. Além disso, você será informada caso seja detectado algum problema de saúde e aconselhada 
a procurar o profissional adequado para o acompanhamento. 

 
Quais os riscos? 
 
  A avaliação do estado nutricional, entrevista sobre saúde mental, coleta e utilização de 
amostras de sangue, leite e fezes serão realizados com todos os esforços para evitar possíveis danos, 
sejam de dimensão física, psíquica, moral, intelectual, social, cultural ou espiritual decorrentes deste 
projeto de pesquisa, durante o período de gravidez ou no pós-parto para a mãe e/ou para a criança. 
Todas as coletas de sangue serão realizadas com material descartável, a fim de evitar 
contaminação. Em algumas pessoas pode aparecer um hematoma (mancha arroxeada) no local de 
retirada do sangue, que desaparecerá em poucos dias e não tem necessidade de atenção ou cuidado 
especial. 
 O pesquisador se compromete a proporcionar de forma gratuita assistência imediata e integral 
ao participante da pesquisa (mãe ou criança durante e após a gestação) por qualquer dano decorrente 
imediato ou posterior, direto ou indireto do projeto de pesquisa pelo tempo que for necessário. O 
pesquisador responsável por este projeto se compromete a suspender a pesquisa imediatamente ao 
perceber que ocorreu qualquer risco ou dano, previsto ou não neste termo. O problema será 
comunicado ao médico responsável pelo seu acompanhamento e as devidas providências serão 
tomadas em caráter imediato, sendo comunicado ao Comitê de Ética da Secretaria Municipal de Saúde 
do Rio de Janeiro, ao Comitê de Ética da Maternidade Escola da Universidade Federal do Rio de 
Janeiro e à Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP). 

Responsabilidades do pesquisador 
 

Todas as informações que você fornecer serão mantidas em sigilo e utilizadas apenas para fins 
de pesquisa. Nenhuma outra pessoa ou profissional terá acesso a suas informações, somente os 
pesquisadores. Quando divulgarmos os resultados deste trabalho, seu nome e localização NÃO serão 
revelados. 

Este termo de consentimento é um documento importante e você irá receber uma via na qual 
consta o telefone e o endereço do pesquisador principal, podendo tirar suas dúvidas sobre o projeto 
e sua participação, agora ou a qualquer momento. 

Uma via deste consentimento informado será arquivada no Observatório de Epidemiologia 
Nutricional, do INJC/UFRJ. 

Meu consentimento 
Li e concordo em participar desta pesquisa. 

Rio de Janeiro, ______/______/______ 

__________________________________________________ 

Nome e assinatura do pesquisador 

__________________________________________________ 

Nome e assinatura do participante da pesquisa 

 

Contato do coordenador da pesquisa 
Professor Dr. Gilberto Kac 
Observatório de Epidemiologia Nutricional 
Instituto de Nutrição Josué de Castro 
Universidade Federal do Rio de Janeiro (INJC/UFRJ) 
Telefones: 39386595  /  993152301 
E-mail:  gilberto.kac@gmail.com 

Secretaria Municipal de Saúde e Defesa Civil / Comitê de 
Ética em Pesquisa 
Rua Evaristo da Veiga, 16 – Sobreloja - Centro 
Cep – 20031-040 
Telefone: 22151485 
E-mail: cepsms@rio.rj.gov.br 
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ANEXO 5. Artigo 1. Factors associated with longitudinal changes in B-vitamin and choline 

concentrations of human milk. 
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ANEXO 6. Scripts das análises estatísticas-Artigo 1 

 

Tabela 1 (realizada no STATA) 

 

tab idade_mae2 if visitas==1 & id_micronutriente==1 

tab estudomae_cat if visitas==1 & id_micronutriente==1 

tab cor_autodeclarada if id_micronutriente==1 

tab cat_new_imc_pre if visitas==1 & id_micronutriente==1 

tab paridade_cat if visitas==1 & id_micronutriente==1 

tab vitb_gest if visitas==1 & id_micronutriente==1 

tab fuma_atual if visitas==1 & id_micronutriente==1 

tab alcool_cons_gest if visitas==1 & id_micronutriente==1 

tab tipo_parto if visita==1 & id_micronutriente==1 

tab ga_parto_cat if visita==4 & id_micronutriente==1 

tab tipo_aleitamentoo4o5 if visita==4 & id_micronutriente==1 

 

Tabela 2 (realizada no STATA) 

 

sum vit_b1_totalgest if id_micronutriente==1& visitas==1, d 

sum vit_b2_totalgest if id_micronutriente==1& visitas==1, d 

sum vit_b3_totalgest if id_micronutriente==1& visitas==1, d 

sum vit_b5_totalgest if id_micronutriente==1& visitas==1, d 

sum vit_b6_totalgest if id_micronutriente==1& visitas==1, d 

sum vit_b12_totalgest if id_micronutriente==1& visitas==1, d 

sum colina_totalgest if id_micronutriente==1& visitas==1, d 

sum g2_carnebov if id_micronutriente==1& visitas==1, d 

sum g2_frango if id_micronutriente==1& visitas==1, d 

sum g2_peixe if id_micronutriente==1& visitas==1, d 

sum g3_ovos if id_micronutriente==1& visitas==1, d 

sum g4_leite if id_micronutriente==1& visitas==1, d 
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sum vit_b1_totalpp if id_micronutriente==1& visitas==6, d 

sum vit_b2_totalpp if id_micronutriente==1& visitas==6, d 

sum vit_b3_totalpp if id_micronutriente==1& visitas==6, d 

sum vit_b5_totalpp if id_micronutriente==1& visitas==6, d 

sum vit_b6_totalpp if id_micronutriente==1& visitas==6, d 

sum vit_b12_totalpp if id_micronutriente==1& visitas==6, d 

sum colina_totalpp if id_micronutriente==1& visitas==6, d 

sum g2_carnebov_pp  if id_micronutriente==1& visitas==6, d 

sum g2_frango_pp if id_micronutriente==1& visitas==6, d 

sum g2_peixe_pp  if id_micronutriente==1& visitas==6, d 

sum g3_ovos_pp  if id_micronutriente==1& visitas==6, d 

sum g4_leite_pp  if id_micronutriente==1& visitas==6, d 

 

tab adeqb1_cat_gest if id_micronutriente==1& visitas==1 

tab adeqb2_cat_gest if id_micronutriente==1& visitas==1 

tab adeqb3_cat_gest if id_micronutriente==1& visitas==1 

tab adeqb5_cat_gest if id_micronutriente==1& visitas==1 

tab adeqb6_cat_gest if id_micronutriente==1& visitas==1 

tab adeqb12_cat_gest if id_micronutriente==1& visitas==1 

tab adeqcolina_cat_gest if id_micronutriente==1& visitas==1 

 

tab adeqb1_pp if id_micronutriente==1& visitas==6 

tab adeqb1_cat_pp if id_micronutriente==1& visitas==6 

tab adeqb2_cat_pp if id_micronutriente==1& visitas==6 

tab adeqb3_cat_pp if id_micronutriente==1& visitas==6 

tab adeqb5_cat_pp if id_micronutriente==1& visitas==6 

tab adeqb6_cat_pp if id_micronutriente==1& visitas==6 

tab adeqb12_cat_pp if id_micronutriente==1& visitas==6 

tab adeqcolina_cat_pp if id_micronutriente==1& visitas==6 

 

 



188 

 

signrank g2_carnebov=g2_carnebov_pp if visitas==1 

signrank g2_frango= g2_frango_pp if visitas==1 

signrank g2_peixe= g2_peixe_pp if visitas==1 

signrank g3_ovos=g3_ovos_pp if visitas==1 

signrank g4_leite=g4_leite_pp if visitas==1 

signrank new_kcal_totalgest=new_kcal_totalpp if visitas==1 

signrank vit_b1_totalgest=vit_b1_totalpp if visitas==1 

signrank vit_b2_totalgest=vit_b2_totalpp if visitas==1 

signrank vit_b3_totalgest=vit_b3_totalpp if visitas==1 

signrank vit_b5_totalgest=vit_b5_totalpp if visitas==1 

signrank vit_b6_totalgest=vit_b6_totalpp if visitas==1 

signrank vit_b12_totalgest=vit_b12_totalpp if visitas==1 

signrank colina_totalgest=colina_totalpp if visitas==1 

 

Tabela 3 (realizada no STATA) 

 

signrank vitB1_HM3=vitB1_HM4 

signrank vitB1_HM3=vitB1_HM5 

signrank vitB1_HM4=vitB1_HM5 

 

signrank vitB2_HM3=vitB2_HM4 

signrank vitB2_HM3=vitB2_HM5 

signrank vitB2_HM4=vitB2_HM5 

 

signrank vitB3_HM3=vitB3_HM4 

signrank vitB3_HM3=vitB3_HM5 

signrank vitB3_HM4=vitB3_HM5 

 

signrank vitB5_HM3=vitB5_HM4 

signrank vitB5_HM3=vitB5_HM5 

signrank vitB5_HM4=vitB5_HM5 
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signrank vitB6_HM3=vitB6_HM4 

signrank vitB6_HM3=vitB6_HM5 

signrank vitB6_HM4=vitB6_HM5 

 

signrank vitB12_HM3=vitB12_HM4 

signrank vitB12_HM3=vitB12_HM5 

signrank vitB12_HM4=vitB12_HM5 

 

signrank choline_HM3=choline_HM4 

signrank choline_HM3=choline_HM5 

signrank choline_HM4=choline_HM5 

 

reshape long vitB1_HM vitB2_HM vitB3_HM vitB5_HM vitB6_HM vitB12_HM choline_HM, 

i(record_id) j(visitas) 

skilmack vitB1_HM , id(record_id) repeated(visitas) 

skilmack vitB2_HM , id(record_id) repeated(visitas) 

skilmack vitB3_HM , id(record_id) repeated(visitas) 

skilmack vitB5_HM , id(record_id) repeated(visitas) 

skilmack vitB6_HM , id(record_id) repeated(visitas) 

skilmack vitB12_HM , id(record_id) repeated(visitas) 

skilmack choline_HM , id(record_id) repeated(visitas) 

 

Figuras 2 a 5 e Tabelas Suplementares 2 a 6 (realizados no R) 

#### Tabela suplementar 2 e figura2 

banco_n <- banco_n %>% rename(upper_tertile_b1=tercil_B1) 

banco_n$upper_tertile_b1<- factor(banco_n$upper_tertile_b1, labels = c("No","Yes")) 

table(banco_n$upper_tertile_b1) 

m1_b1_tercil<-

lmer(vitB1_HM~idade_bebe_lh*upper_tertile_b1+I(idade_bebe_lh^2)+(1|record_id)+(0+idade_bebe_lh|r

ecord_id), data=banco_n,REML=FALSE, control = lmerControl(optimizer = "Nelder_Mead")) 

summary(m1_b1_tercil) 
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tertil_b1g<-interact_plot(m1_b1_tercil,pred=idade_bebe_lh,modx=upper_tertile_b1, data= 

banco_n,colors=c("black","gray50"), interval = TRUE,y.label ="Thiamin",line.thickness = 0.3, 

x.label="Postpartum days")+scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by =20))+scale_y_continuous(breaks 

= seq(0,180, by =25))+ theme_classic()+theme(legend.position = "none")+ theme(axis.title.x = 

element_text( size =5),axis.title.y = element_text( size =5),axis.text.x = element_text(color="#000000",  

size =4),axis.text.y = element_text(color="#000000", size =4), axis.ticks = element_line(size =0.1),axis.line 

= element_line(size = 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, "cm"))+ggtitle("A")+theme(plot.title = 

element_text(size =5,hjust=0.5)) 

tertil_b1g 

 

banco_n <- banco_n %>% rename(upper_tertile_b2=tercil_B2) 

banco_n$upper_tertile_b2<- factor(banco_n$upper_tertile_b2, labels = c("No","Yes")) 

table(banco_n$upper_tertile_b2) 

m1_b2_tercil<-

lmer(B2_transf~idade_bebe_lh*upper_tertile_b2+(1|record_id)+(0+idade_bebe_lh|record_id), 

data=banco_n,REML=FALSE, control = lmerControl(optimizer = "Nelder_Mead")) 

summary(m1_b2_tercil) 

tertil_b2g<-interact_plot(m1_b2_tercil,pred=idade_bebe_lh,modx=upper_tertile_b2,data=banco_n, 

colors=c("black","gray50"), interval = TRUE,y.label ="Riboflavin",line.thickness = 0.3, 

x.label="Postpartum days")+scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by =20))+scale_y_continuous(breaks 

= seq(0.01,0.15, by =0.015))+theme_classic()+theme(legend.position = "none")+theme(axis.title.x = 

element_text( size =5),axis.title.y = element_text( size =5),axis.text.x = element_text(color="#000000",  

size =4),axis.text.y = element_text(color="#000000", size =4), axis.ticks = element_line(size =0.1),axis.line 

= element_line(size = 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, "cm"))+ggtitle("B")+theme(plot.title = 

element_text(size =5,hjust=0.5)) 

tertil_b2g 

 

banco_n <- banco_n %>% rename(upper_tertile_b3=tercil_B3) 

banco_n$upper_tertile_b3<- factor(banco_n$upper_tertile_b3, labels = c("1st and 2nd tertile","3rd tertile")) 

table(banco_n$upper_tertile_b3) 

m1_b3_tercil<-

lmer(log(vitB3_HM)~idade_bebe_lh*upper_tertile_b3+(1|record_id)+(0+idade_bebe_lh|record_id), 

data=banco_n,REML=FALSE, control = lmerControl(optimizer = "Nelder_Mead")) 

summary(m1_b3_tercil) 

tertil_b3g<-interact_plot(m1_b3_tercil,pred=idade_bebe_lh,modx=upper_tertile_b3,data=banco_n, 

colors=c("black","gray50"), interval = TRUE,y.label ="Niacin",line.thickness = 0.3, x.label="Postpartum 

days")+scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by =20))+ scale_y_continuous(breaks = seq(5,8, by 

=0.40))+ theme_classic()+ theme(legend.position = "none")+theme(axis.title.x = element_text( size 

=5),axis.title.y = element_text( size =5),axis.text.x = element_text(color="#000000",  size =4),axis.text.y = 

element_text(color="#000000", size =4), axis.ticks = element_line(size =0.1),axis.line = element_line(size 
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= 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, "cm"))+ ggtitle("C")+theme(plot.title = element_text(size 

=5,hjust=0.5)) 

tertil_b3g 

 

banco_n <- banco_n %>% rename(upper_tertile_b5= tercil_B5) 

banco_n$upper_tertile_b5<- factor(banco_n$upper_tertile_b5, labels = c("No","Yes")) 

table(banco_n$upper_tertile_b5) 

m1_b5_tercil<-

lmer(vitB5_HM~idade_bebe_lh*upper_tertile_b5+I(idade_bebe_lh^2)+I(idade_bebe_lh^3)+(1|record_id)

+(0+idade_bebe_lh|record_id), data=banco_n,REML=FALSE, control = lmerControl(optimizer = 

"Nelder_Mead")) 

summary(m1_b5_tercil) 

tertil_b5g<-interact_plot(m1_b5_tercil,pred=idade_bebe_lh,modx=upper_tertile_b5,data=banco_n, 

colors=c("black","gray50"), interval = TRUE,y.label ="Pantothenic acid",line.thickness = 0.3, 

x.label="Postpartum days")+scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by =20))+scale_y_continuous(breaks 

= seq(0,2100, by =300))+ theme_classic()+theme(legend.position = "none")+theme(axis.title.x = 

element_text( size =5),axis.title.y = element_text( size =5),axis.text.x = element_text(color="#000000",  

size =4),axis.text.y = element_text(color="#000000", size =4), axis.ticks = element_line(size =0.1),axis.line 

= element_line(size = 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, "cm"))+ggtitle("D")+theme(plot.title = 

element_text(size =5,hjust=0.5)) 

tertil_b5g 

 

banco_n <- banco_n %>% rename(upper_tertile_b6=tercil_B6) 

banco_n$upper_tertile_b6<- factor(banco_n$upper_tertile_b6, labels = c("No","Yes")) 

table(banco_n$upper_tertile_b6) 

m1_b6_tercil<-

lmer(B6_transf~idade_bebe_lh*upper_tertile_b6+(1|record_id)+(0+idade_bebe_lh|record_id), 

data=banco_n,REML=FALSE, control = lmerControl(optimizer = "Nelder_Mead")) 

summary(m1_b6_tercil) 

tertil_b6g<-interact_plot(m1_b6_tercil,pred=idade_bebe_lh,modx=upper_tertile_b6,data=banco_n, 

colors=c("black","gray50"), interval = TRUE,y.label ="B-6",line.thickness = 0.3, x.label="Postpartum 

days")+scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by =20))+ scale_y_continuous(breaks = seq(0,18, by =3))+ 

theme_classic()+ theme(legend.position = "none")+theme(axis.title.x = element_text( size =5),axis.title.y = 

element_text( size =5),axis.text.x = element_text(color="#000000",  size =4),axis.text.y = 

element_text(color="#000000", size =4), axis.ticks = element_line(size =0.1),axis.line = element_line(size 

= 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, "cm"))+ggtitle("E")+theme(plot.title = element_text(size 

=5,hjust=0.5)) 

tertil_b6g 
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banco_n <- banco_n %>% rename(upper_tertile_b12=tercil_B12) 

banco_n$upper_tertile_b12<- factor(banco_n$upper_tertile_b12, labels = c("No","Yes")) 

table(banco_n$upper_tertile_b12) 

m1_b12_tercil<-

lmer(B12_transf~idade_bebe_lh*upper_tertile_b12+(1|record_id)+(0+idade_bebe_lh|record_id), 

data=banco_n,REML=FALSE, control = lmerControl(optimizer = "Nelder_Mead")) 

summary(m1_b12_tercil) 

tertil_b12g<-interact_plot(m1_b12_tercil,pred=idade_bebe_lh,modx=upper_tertile_b12,data=banco_n, 

colors=c("black","gray50"), interval = TRUE,y.label ="B-12",line.thickness = 0.3, x.label="Postpartum 

days")+scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by =20))+ scale_y_continuous(breaks = seq(11,30, by 

=3))+ theme_classic()+theme(legend.position = "none")+theme(axis.title.x = element_text( size 

=5),axis.title.y = element_text( size =5),axis.text.x = element_text(color="#000000",  size =4),axis.text.y = 

element_text(color="#000000", size =4), axis.ticks = element_line(size =0.1),axis.line = element_line(size 

= 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, "cm"))+ggtitle("F")+ theme(plot.title = element_text(size 

=5,hjust=0.5)) 

tertil_b12g 

 

banco_n <- banco_n %>% rename(upper_tertile_choline=tercil_choline) 

banco_n$upper_tertile_choline<- factor(banco_n$upper_tertile_choline, labels = c("1st and 2nd 

tertiles","3rd tertile")) 

table(banco_n$upper_tertile_choline) 

m1_choline_tercil<-

lmer(choline_HM~idade_bebe_lh*upper_tertile_choline+I(idade_bebe_lh^2)+(1|record_id)+(0+idade_be

be_lh|record_id), data=banco_n,REML=FALSE, control = lmerControl(optimizer = "Nelder_Mead")) 

summary(m1_choline_tercil) 

tertil_cholineg<-

interact_plot(m1_choline_tercil,pred=idade_bebe_lh,modx=upper_tertile_choline,data=banco_n, 

colors=c("black","gray50"), interval = TRUE,y.label ="Choline",line.thickness = 0.3, x.label="Postpartum 

days")+ scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by =20))+scale_y_continuous(breaks = seq(60,200, by 

=24))+theme_classic()+ theme(legend.position = "none")+ theme(axis.title.x = element_text( size 

=5),axis.title.y = element_text( size =5),axis.text.x = element_text(color="#000000",  size =4),axis.text.y = 

element_text(color="#000000", size =4), axis.ticks = element_line(size =0.1),axis.line = element_line(size 

= 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, "cm"))+ggtitle("G")+theme(plot.title = element_text(size 

=5,hjust=0.5)) 

tertil_cholineg 

 

legend4 <- get_legend(tertil_cholineg2) 

tertiles<-

grid.arrange(tertil_b1g,tertil_b2g,tertil_b3g,tertil_b5g,tertil_b6g,tertil_b12g,tertil_cholineg,legend4, 

ncol=2, nrow=4) 
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tertiles 

ggsave("tertiles_n1.tiff",tertiles,width=7,height=10,units= c("cm"), dpi=600) 

 

#### Tabela suplementar 3 e figura3 

banco_n <- banco_n %>% rename(Prepregnancy_BMI=imcpre_cat) 

banco_n$Prepregnancy_BMI<- factor(banco_n$Prepregnancy_BMI, labels = c("Underweight and normal 

weight","Overweight and obesity")) 

table(banco_n$Prepregnancy_BMI) 

 

m1_b1_imc<-

lmer(vitB1_HM~idade_bebe_lh*Prepregnancy_BMI+paridade+I(idade_bebe_lh^2)+(1|record_id)+(0+ida

de_bebe_lh|record_id), data=banco_n,REML=FALSE, control = lmerControl(optimizer = 

"Nelder_Mead")) 

summary(m1_b1_imc) 

imc_b1g<-interact_plot(m1_b1_imc,pred=idade_bebe_lh,modx=Prepregnancy_BMI, data= 

banco_n,colors=c("black","gray50"), interval = TRUE, y.label= "Thiamin",line.thickness = 0.3, 

x.label="Postpartum days")+scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by =20))+scale_y_continuous(breaks 

= seq(0,180, by =25))+ theme_classic()+theme(legend.position = "none")+theme(axis.title.x = 

element_text( size =5),axis.title.y = element_text( size =5),axis.text.x = element_text(color="#000000",  

size =4),axis.text.y = element_text(color="#000000", size =4), axis.ticks = element_line(size =0.1),axis.line 

= element_line(size = 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, "cm"))+ggtitle("A")+theme(plot.title = 

element_text(size =5,hjust=0.5)) 

imc_b1g 

 

m1_b2_imc<-

lmer(B2_transf~idade_bebe_lh*Prepregnancy_BMI+paridade+(1|record_id)+(0+idade_bebe_lh|record_id

), data=banco_n,REML=FALSE, control = lmerControl(optimizer = "Nelder_Mead")) 

summary(m1_b2_imc) 

imc_b2g<-interact_plot(m1_b2_imc,pred=idade_bebe_lh,modx=Prepregnancy_BMI, data= 

banco_n,colors=c("black","gray50"), interval = TRUE, y.label= "Riboflavin",line.thickness = 0.3, 

x.label="Postpartum days")+ scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by 

=20))+scale_y_continuous(breaks = seq(0.08,0.12, by =0.007))+ theme_classic()+theme(legend.position = 

"none")+theme(axis.title.x = element_text( size =5),axis.title.y = element_text( size =5),axis.text.x = 

element_text(color="#000000",  size =4),axis.text.y = element_text(color="#000000", size =4), axis.ticks = 

element_line(size =0.1),axis.line = element_line(size = 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, 

"cm"))+ggtitle("B")+ theme(plot.title = element_text(size =5,hjust=0.5)) 

imc_b2g 
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m1_b3_imc<-

lmer(log(vitB3_HM)~idade_bebe_lh*Prepregnancy_BMI+paridade+(1|record_id)+(0+idade_bebe_lh|reco

rd_id), data=banco_n,REML=FALSE, control = lmerControl(optimizer = "Nelder_Mead")) 

summary(m1_b3_imc) 

imc_b3g<-interact_plot(m1_b3_imc,pred=idade_bebe_lh,modx=Prepregnancy_BMI, data= 

banco_n,colors=c("black","gray50"), interval = TRUE, y.label= "Niacin",line.thickness = 0.3, 

x.label="Postpartum days")+scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by =20))+ 

scale_y_continuous(breaks = seq(5.5,7.5, by =0.20))+ theme_classic()+theme(legend.position = 

"none")+theme(axis.title.x = element_text( size =5),axis.title.y = element_text( size =5),axis.text.x = 

element_text(color="#000000",  size =4),axis.text.y = element_text(color="#000000", size =4), axis.ticks = 

element_line(size =0.1),axis.line = element_line(size = 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, "cm"))+ 

ggtitle("C")+theme(plot.title = element_text(size =5,hjust=0.5)) 

imc_b3g 

 

m1_b5_imc<-

lmer(vitB5_HM~idade_bebe_lh*Prepregnancy_BMI+paridade+I(idade_bebe_lh^2)+I(idade_bebe_lh^3)+

(1|record_id)+(0+idade_bebe_lh|record_id), data=banco_n,REML=FALSE, control = 

lmerControl(optimizer = "Nelder_Mead")) 

summary(m1_b5_imc) 

imc_b5g<-interact_plot(m1_b5_imc,pred=idade_bebe_lh,modx=Prepregnancy_BMI, data= 

banco_n,colors=c("black","gray50"), interval = TRUE, y.label= "Pantothenic acid",line.thickness = 0.3, 

x.label="Postpartum days")+scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by =20))+scale_y_continuous(breaks 

= seq(0,2400, by =300))+ theme_classic()+ theme(legend.position = "none")+theme(axis.title.x = 

element_text( size =5),axis.title.y = element_text( size =5),axis.text.x = element_text(color="#000000",  

size =4),axis.text.y = element_text(color="#000000", size =4), axis.ticks = element_line(size =0.1),axis.line 

= element_line(size = 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, "cm"))+ ggtitle("D")+ theme(plot.title = 

element_text(size =5,hjust=0.5)) 

imc_b5g 

 

m1_b6_imc<-

lmer(B6_transf~idade_bebe_lh*Prepregnancy_BMI+paridade+(1|record_id)+(0+idade_bebe_lh|record_id

), data=banco_n,REML=FALSE, control = lmerControl(optimizer = "Nelder_Mead")) 

summary(m1_b6_imc) 

imc_b6g<-interact_plot(m1_b6_imc,pred=idade_bebe_lh,modx=Prepregnancy_BMI, data= 

banco_n,colors=c("black","gray50"), interval = TRUE, y.label= "B-6",line.thickness = 0.3, 

x.label="Postpartum days")+scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by =20))+scale_y_continuous(breaks 

= seq(0,18, by =2))+theme_classic()+theme(legend.position = "none")+theme(axis.title.x = element_text( 

size =5),axis.title.y = element_text( size =5),axis.text.x = element_text(color="#000000",  size 

=4),axis.text.y = element_text(color="#000000", size =4), axis.ticks = element_line(size =0.1),axis.line = 

element_line(size = 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, "cm"))+ggtitle("E")+theme(plot.title = 

element_text(size =5,hjust=0.5)) 

imc_b6g 
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m1_b12_imc<-

lmer(B12_transf~idade_bebe_lh*Prepregnancy_BMI+paridade+(1|record_id)+(0+idade_bebe_lh|record_i

d), data=banco_n,REML=FALSE, control = lmerControl(optimizer = "Nelder_Mead")) 

summary(m1_b12_imc) 

imc_b12g<-interact_plot(m1_b12_imc,pred=idade_bebe_lh,modx=Prepregnancy_BMI, data= 

banco_n,colors=c("black","gray50"), interval = TRUE, y.label= "B-12",line.thickness = 0.3, 

x.label="Postpartum days")+ scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by 

=20))+scale_y_continuous(breaks = seq(6,24, by =1.8))+theme_classic()+theme(legend.position = 

"none")+theme(axis.title.x = element_text( size =5),axis.title.y = element_text( size =5),axis.text.x = 

element_text(color="#000000",  size =4),axis.text.y = element_text(color="#000000", size =4), axis.ticks = 

element_line(size =0.1),axis.line = element_line(size = 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, 

"cm"))+ggtitle("F")+ theme(plot.title = element_text(size =5,hjust=0.5)) 

imc_b12g 

 

m1_choline_imc<-

lmer(choline_HM~idade_bebe_lh*Prepregnancy_BMI+paridade+I(idade_bebe_lh^2)+(1|record_id)+(0+i

dade_bebe_lh|record_id), data=banco_n,REML=FALSE, control = lmerControl(optimizer = 

"Nelder_Mead")) 

summary(m1_choline_imc) 

imc_cholineg<-interact_plot(m1_choline_imc,pred=idade_bebe_lh,modx=Prepregnancy_BMI, data= 

banco_n,colors=c("black","gray50"), interval = TRUE, y.label= "Choline",line.thickness = 0.3, 

x.label="Postpartum days")+scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by =20))+scale_y_continuous(breaks 

= seq(80,180, by =15))+ theme_classic()+ theme(legend.position = "none")+theme(axis.title.x = 

element_text( size =5),axis.title.y = element_text( size =5),axis.text.x = element_text(color="#000000",  

size =4),axis.text.y = element_text(color="#000000", size =4), axis.ticks = element_line(size =0.1),axis.line 

= element_line(size = 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, "cm"))+ ggtitle("G")+theme(plot.title = 

element_text(size =5,hjust=0.5)) 

imc_cholineg 

legend3 <- get_legend(imc_cholineg2) 

imc_prefig<-grid.arrange(imc_b1g,imc_b2g,imc_b3g,imc_b5g,imc_b6g,imc_b12g,imc_cholineg,legend3, 

ncol=2, nrow=4) 

imc_prefig 

ggsave("figure3.tiff",imc_prefig,device="tiff",width=7,height=10,units= c("cm"), dpi=600) 

 

####Tabela suplementar 4 e figura4 

banco_n <- banco_n %>% rename(Pregnancy_intakeB1=adeqb1_cat_gest) 

banco_n$Pregnancy_intakeB1<- factor(banco_n$Pregnancy_intakeB1, labels = c("Above","Below")) 

table(banco_n$Pregnancy_intakeB1) 
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m1_b1_cons_gest<-

lmer(vitB1_HM~idade_bebe_lh*Pregnancy_intakeB1+imc_pre+suple_vitb_gest+I(idade_bebe_lh^2)+(1|r

ecord_id)+(0+idade_bebe_lh|record_id), data=banco_n,REML=FALSE) 

summary(m1_b1_cons_gest) 

cons_gest_b1g<-interact_plot(m1_b1_cons_gest,pred=idade_bebe_lh,modx=Pregnancy_intakeB1, data= 

banco_n,colors=c("black","gray50"), interval = TRUE, y.label="Thiamin",line.thickness = 0.3, 

x.label="Postpartum days")+ scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by 

=20))+scale_y_continuous(breaks = seq(0,150, by =30))+ theme_classic()+ theme(legend.position = 

"none")+theme(axis.title.x = element_text( size =5),axis.title.y = element_text( size =5),axis.text.x = 

element_text(color="#000000",  size =4),axis.text.y = element_text(color="#000000", size =4), axis.ticks = 

element_line(size =0.1),axis.line = element_line(size = 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, "cm"))+ 

ggtitle("A")+ theme(plot.title = element_text(size =5,hjust=0.5)) 

cons_gest_b1g 

 

banco_n <- banco_n %>% rename(Pregnancy_intakeB2=adeqb2_cat_gest) 

banco_n$Pregnancy_intakeB2<- factor(banco_n$Pregnancy_intakeB2, labels = c("Above","Below")) 

table(banco_n$Pregnancy_intakeB2) 

m1_b2_cons_gest<-

lmer(B2_transf~idade_bebe_lh*Pregnancy_intakeB2+imc_pre+suple_vitb_gest+(1|record_id)+(0+idade_

bebe_lh|record_id), data=banco_n,REML=FALSE) 

summary(m1_b2_cons_gest) 

cons_gest_b2g<-interact_plot(m1_b2_cons_gest,pred=idade_bebe_lh,modx=Pregnancy_intakeB2, data= 

banco_n,colors=c("black","gray50"), interval = TRUE, y.label= "Riboflavin",line.thickness = 0.3, 

x.label="Postpartum days")+scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by =20))+ 

scale_y_continuous(breaks = seq(0.05,0.12, by =0.010))+ theme_classic()+theme(legend.position = 

"none")+theme(axis.title.x = element_text( size =5),axis.title.y = element_text( size =5),axis.text.x = 

element_text(color="#000000",  size =4),axis.text.y = element_text(color="#000000", size =4), axis.ticks = 

element_line(size =0.1),axis.line = element_line(size = 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, 

"cm"))+ggtitle("B")+theme(plot.title = element_text(size =5,hjust=0.5)) 

cons_gest_b2g 

 

banco_n <- banco_n %>% rename(Pregnancy_intakeB3=adeqb3_cat_gest) 

banco_n$Pregnancy_intakeB3<- factor(banco_n$Pregnancy_intakeB3, labels = c("Above","Below")) 

table(banco_n$Pregnancy_intakeB3) 

m1_b3_cons_gest<-lmer(log(vitB3_HM) 

~idade_bebe_lh*Pregnancy_intakeB3+imc_pre+suple_vitb_gest+(1|record_id)+(0+idade_bebe_lh|record_

id), data=banco_n,REML=FALSE) 

summary(m1_b3_cons_gest) 

cons_gest_b3g<-interact_plot(m1_b3_cons_gest,pred=idade_bebe_lh,modx=Pregnancy_intakeB3, data= 

banco_n,colors=c("black","gray50"), interval = TRUE, y.label= "Niacin",line.thickness = 0.3, 
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x.label="Postpartum days")+scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by =20))+scale_y_continuous(breaks 

= seq(5,8, by =0.25))+ theme_classic()+theme(legend.position = "none")+theme(axis.title.x = 

element_text( size =5),axis.title.y = element_text( size =5),axis.text.x = element_text(color="#000000",  

size =4),axis.text.y = element_text(color="#000000", size =4), axis.ticks = element_line(size =0.1),axis.line 

= element_line(size = 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, "cm"))+ggtitle("C")+theme(plot.title = 

element_text(size =5,hjust=0.5)) 

cons_gest_b3g 

 

banco_n <- banco_n %>% rename(Pregnancy_intakeB5=adeqb5_cat_gest) 

banco_n$Pregnancy_intakeB5<- factor(banco_n$Pregnancy_intakeB5, labels = c("Above","Below")) 

table(banco_n$Pregnancy_intakeB5) 

m1_b5_cons_gest<-

lmer(vitB5_HM~idade_bebe_lh*Pregnancy_intakeB5+imc_pre+suple_vitb_gest+I(idade_bebe_lh^2)+I(i

dade_bebe_lh^3)+(1|record_id)+(0+idade_bebe_lh|record_id), data=banco_n,REML=FALSE) 

summary(m1_b5_cons_gest) 

cons_gest_b5g<-interact_plot(m1_b5_cons_gest,pred=idade_bebe_lh,modx=Pregnancy_intakeB5, data= 

banco_n,colors=c("black","gray50"), interval = TRUE, y.label= "Pantothenic acid",line.thickness = 0.3, 

x.label="Postpartum days")+scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by =20))+scale_y_continuous(breaks 

= seq(0,2250, by =280))+theme_classic()+ theme(legend.position = "none")+ theme(axis.title.x = 

element_text( size =5),axis.title.y = element_text( size =5),axis.text.x = element_text(color="#000000",  

size =4),axis.text.y = element_text(color="#000000", size =4), axis.ticks = element_line(size =0.1),axis.line 

= element_line(size = 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, "cm"))+ ggtitle("D")+ theme(plot.title = 

element_text(size =5,hjust=0.5)) 

cons_gest_b5g 

 

banco_n <- banco_n %>% rename(Pregnancy_intakeB6=adeqb6_cat_gest) 

banco_n$Pregnancy_intakeB6<- factor(banco_n$Pregnancy_intakeB6, labels = c("Above","Below")) 

table(banco_n$Pregnancy_intakeB6) 

m1_b6_cons_gest<-

lmer(B6_transf~idade_bebe_lh*Pregnancy_intakeB6+imc_pre+suple_vitb_gest+(1|record_id)+(0+idade_

bebe_lh|record_id), data=banco_n,REML=FALSE) 

summary(m1_b6_cons_gest) 

cons_gest_b6g<-interact_plot(m1_b6_cons_gest,pred=idade_bebe_lh,modx=Pregnancy_intakeB6, data= 

banco_n,colors=c("black","gray50"), interval = TRUE, y.label= "B-6",line.thickness = 0.3, 

x.label="Postpartum days")+scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by =20))+scale_y_continuous(breaks 

= seq(0,16, by =2))+ theme_classic()+theme(legend.position = "none")+ theme(axis.title.x = element_text( 

size =5),axis.title.y = element_text( size =5),axis.text.x = element_text(color="#000000",  size 

=4),axis.text.y = element_text(color="#000000", size =4), axis.ticks = element_line(size =0.1),axis.line = 

element_line(size = 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, "cm"))+ggtitle("E")+theme(plot.title = 

element_text(size =5,hjust=0.5)) 



198 

 

cons_gest_b6g 

 

banco_n <- banco_n %>% rename(Pregnancy_intakeB12=adeqb12_cat_gest) 

banco_n$Pregnancy_intakeB12<- factor(banco_n$Pregnancy_intakeB12, labels = c("Above","Below")) 

table(banco_n$Pregnancy_intakeB12) 

m1_b12_cons_gest<-

lmer(B12_transf~idade_bebe_lh*Pregnancy_intakeB12+imc_pre+suple_vitb_gest+(1|record_id)+(0+idad

e_bebe_lh|record_id), data=banco_n,REML=FALSE) 

summary(m1_b12_cons_gest) 

cons_gest_b12g<-interact_plot(m1_b12_cons_gest,pred=idade_bebe_lh,modx=Pregnancy_intakeB12, 

data= banco_n,colors=c("black","gray50"), interval = TRUE, y.label= "B-12",line.thickness = 0.3, 

x.label="Postpartum days")+ scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by =20))+ 

scale_y_continuous(breaks = seq(5,30, by =4.5))+ theme_classic()+theme(legend.position = 

"none")+theme(axis.title.x = element_text( size =5),axis.title.y = element_text( size =5),axis.text.x = 

element_text(color="#000000",  size =4),axis.text.y = element_text(color="#000000", size =4), axis.ticks = 

element_line(size =0.1),axis.line = element_line(size = 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, 

"cm"))+ggtitle("F")+theme(plot.title = element_text(size =5,hjust=0.5)) 

cons_gest_b12g 

 

banco_n <- banco_n %>% rename(Pregnancy_intakecholine=adeqcolina_cat_gest) 

banco_n$Pregnancy_intakecholine<- factor(banco_n$Pregnancy_intakecholine, labels = 

c("Above","Below")) 

table(banco_n$Pregnancy_intakecholine) 

 

m1_choline_cons_gest<-

lmer(choline_HM~idade_bebe_lh*Pregnancy_intakecholine+imc_pre+suple_vitb_gest+I(idade_bebe_lh^

2)+(1|record_id)+(0+idade_bebe_lh|record_id), data=banco_n,REML=FALSE) 

summary(m1_choline_cons_gest) 

cons_gest_cholineg<-

interact_plot(m1_choline_cons_gest,pred=idade_bebe_lh,modx=Pregnancy_intakecholine, data= 

banco_n,colors=c("black","gray50"), interval = TRUE,  legend.main = "Maternal dietary intake during 

\npregnancy according to the \nrecommendations*", y.label= "Choline",line.thickness = 0.3, 

x.label="Postpartum days")+scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by =20))+ 

scale_y_continuous(breaks = seq(0,200, by =18))+ theme_classic()+ theme(legend.position = "none")+ 

theme(axis.title.x = element_text( size =5),axis.title.y = element_text( size =5),axis.text.x = 

element_text(color="#000000",  size =4),axis.text.y = element_text(color="#000000", size =4), axis.ticks = 

element_line(size =0.1),axis.line = element_line(size = 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, "cm"))+ 

ggtitle("G")+ theme(plot.title = element_text(size =5,hjust=0.5)) 

cons_gest_cholineg 
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m1_choline_cons_gest2<-lmer(choline_HM 

~idade_bebe_lh*Pregnancy_intakecholine+imc_pre+suple_vitb_gest+I(idade_bebe_lh^2)+(1|record_id)+(

0+idade_bebe_lh|record_id), data=banco_n,REML=FALSE) 

summary(m1_choline_cons_gest) 

cons_gest_cholineg2<-

interact_plot(m1_choline_cons_gest,pred=idade_bebe_lh,modx=Pregnancy_intakecholine, data= 

banco_n,colors=c("black","gray50"), interval = TRUE,  legend.main = "Maternal dietary intake during 

\npregnancy according to the \nrecommendations*", y.label= "Choline",line.thickness = 0.3, 

x.label="Postpartum days")+scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by =20))+ 

scale_y_continuous(breaks = seq(0,200, by =18))+ theme_classic()+ theme(legend.title = 

element_text(color = "black",  size =5), legend.text = element_text(color = "black", size = 

5))+theme(axis.title.x = element_text( size =5),axis.title.y = element_text( size =5),axis.text.x = 

element_text(color="#000000",  size =3),axis.text.y = element_text(color="#000000", size 

=3))+ggtitle("G")+ theme(plot.title = element_text(size =7,hjust=0.5)+ theme(axis.ticks = 

element_line(size = 0.5), axis.line = element_line(size = 0.3))) 

cons_gest_cholineg2 

 

legend <- get_legend(cons_gest_cholineg2) 

figure_consgest<-

ggarrange(cons_gest_b1g,cons_gest_b2g,cons_gest_b3g,cons_gest_b5g,cons_gest_b6g,cons_gest_b12g,c

ons_gest_cholineg,legend, ncol=2, nrow = 4) 

figure_consgest 

ggsave("figure4.tiff",figure_consgest,device="tiff",width=7,height=10,units= c("cm"), dpi=600) 

 

#### Tabela suplementar 5 e figura 5 

banco_n <- banco_n %>% rename(postpartum_intakeB1=adeqb1_cat_pp) 

banco_n$postpartum_intakeB1<- factor(banco_n$postpartum_intakeB1, labels = c("Above","Below")) 

table(banco_n$postpartum_intakeB1) 

 

m1_b1_cons_pp<-

lmer(vitB1_HM~idade_bebe_lh*postpartum_intakeB1+imc_pre+suple_vitb_gest+vit_b1_totalgest+I(idad

e_bebe_lh^2)+(1|record_id)+(0+idade_bebe_lh|record_id), data=banco_n,REML=FALSE) 

summary(m1_b1_cons_pp) 

cons_pp_b1g<-interact_plot(m1_b1_cons_pp,pred=idade_bebe_lh,modx=postpartum_intakeB1, data= 

banco_n,colors=c("black","gray50"), interval = TRUE, y.label= "Thiamin",line.thickness = 0.3, 

x.label="Postpartum days")+ scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by 

=20))+scale_y_continuous(breaks = seq(0,150, by =30))+ theme_classic()+ theme(legend.position = 

"none")+ theme(axis.title.x = element_text( size =5),axis.title.y = element_text( size =5),axis.text.x = 

element_text(color="#000000",  size =4),axis.text.y = element_text(color="#000000", size =4), axis.ticks = 



200 

 

element_line(size =0.1),axis.line = element_line(size = 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, "cm"))+ 

ggtitle("A")+ theme(plot.title = element_text(size =5,hjust=0.5)) 

cons_pp_b1g 

 

banco_n <- banco_n %>% rename(postpartum_intakeB2=adeqb2_cat_pp) 

banco_n$postpartum_intakeB2<- factor(banco_n$postpartum_intakeB2, labels = c("Above","Below")) 

table(banco_n$postpartum_intakeB2) 

m1_b2_cons_pp<-

lmer(B2_transf~idade_bebe_lh*postpartum_intakeB2+imc_pre+suple_vitb_gest+vit_b2_totalgest+(1|reco

rd_id)+(0+idade_bebe_lh|record_id), data=banco_n,REML=FALSE) 

summary(m1_b2_cons_pp) 

cons_pp_b2g<-interact_plot(m1_b2_cons_pp,pred=idade_bebe_lh,modx=postpartum_intakeB2, data= 

banco_n,colors=c("black","gray50"), interval = TRUE, y.label= "Riboflavin",line.thickness = 0.3, 

x.label="Postpartum days")+ scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by =20))+ 

scale_y_continuous(breaks = seq(0.05,0.12, by =0.010))+theme_classic()+ theme(legend.position = 

"none")+theme(axis.title.x = element_text( size =5),axis.title.y = element_text( size =5),axis.text.x = 

element_text(color="#000000",  size =4),axis.text.y = element_text(color="#000000", size =4), axis.ticks = 

element_line(size =0.1),axis.line = element_line(size = 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, 

"cm"))+ggtitle("B")+theme(plot.title = element_text(size =5,hjust=0.5)) 

cons_pp_b2g 

 

banco_n <- banco_n %>% rename(postpartum_intakeB3=adeqb3_cat_pp) 

banco_n$postpartum_intakeB3<- factor(banco_n$postpartum_intakeB3, labels = c("Above","Below")) 

table(banco_n$postpartum_intakeB3) 

m1_b3_cons_pp<-

lmer(log(vitB3_HM)~idade_bebe_lh*postpartum_intakeB3+imc_pre+suple_vitb_gest+vit_b3_totalgest+(

1|record_id)+(0+idade_bebe_lh|record_id), data=banco_n,REML=FALSE) 

summary(m1_b3_cons_pp) 

cons_pp_b3g<-interact_plot(m1_b3_cons_pp,pred=idade_bebe_lh,modx=postpartum_intakeB3, data= 

banco_n,colors=c("black","gray50"), interval = TRUE, y.label= "Niacin",line.thickness = 0.3, 

x.label="Postpartum days")+scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by =20))+scale_y_continuous(breaks 

= seq(5,8, by =0.45))+ theme_classic()+ theme(legend.position = "none")+theme(axis.title.x = 

element_text( size =5),axis.title.y = element_text( size =5),axis.text.x = element_text(color="#000000",  

size =4),axis.text.y = element_text(color="#000000", size =4), axis.ticks = element_line(size =0.1),axis.line 

= element_line(size = 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, "cm"))+ggtitle("C")+ theme(plot.title = 

element_text(size =5,hjust=0.5)) 

cons_pp_b3g 
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banco_n <- banco_n %>% rename(postpartum_intakeB5=adeqb5_cat_pp) 

banco_n$postpartum_intakeB5<- factor(banco_n$postpartum_intakeB5, labels = c("Above","Below")) 

table(banco_n$postpartum_intakeB5) 

m1_b5_cons_pp<-

lmer(vitB5_HM~idade_bebe_lh*postpartum_intakeB5+imc_pre+suple_vitb_gest+vit_b5_totalgest+I(idad

e_bebe_lh^2)+I(idade_bebe_lh^3)+(1|record_id)+(0+idade_bebe_lh|record_id), 

data=banco_n,REML=FALSE) 

summary(m1_b5_cons_pp) 

cons_pp_b5g<-interact_plot(m1_b5_cons_pp,pred=idade_bebe_lh,modx=postpartum_intakeB5, data= 

banco_n,colors=c("black","gray50"), interval = TRUE, y.label= "Pantothenic acid",line.thickness = 0.3, 

x.label="Postpartum days")+scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by =20))+scale_y_continuous(breaks 

= seq(0,2400, by =300))+theme_classic()+theme(legend.position = "none")+theme(axis.title.x = 

element_text( size =5),axis.title.y = element_text( size =5),axis.text.x = element_text(color="#000000",  

size =4),axis.text.y = element_text(color="#000000", size =4), axis.ticks = element_line(size =0.1),axis.line 

= element_line(size = 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, "cm"))+ggtitle("D")+theme(plot.title = 

element_text(size =5,hjust=0.5)) 

cons_pp_b5g 

 

banco_n <- banco_n %>% rename(postpartum_intakeB6=adeqb6_cat_pp) 

banco_n$postpartum_intakeB6<- factor(banco_n$postpartum_intakeB6, labels = c("Above","Below")) 

table(banco_n$postpartum_intakeB6) 

m1_b6_cons_pp<-

lmer(B6_transf~idade_bebe_lh*postpartum_intakeB6+imc_pre+suple_vitb_gest+vit_b6_totalgest+(1|reco

rd_id)+(0+idade_bebe_lh|record_id), data=banco_n,REML=FALSE) 

summary(m1_b6_cons_pp) 

cons_pp_b6g<-interact_plot(m1_b6_cons_pp,pred=idade_bebe_lh,modx=postpartum_intakeB6, data= 

banco_n,colors=c("black","gray50"), interval = TRUE, y.label= "B-6",line.thickness = 0.3, 

x.label="Postpartum days")+scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by =20))+ 

scale_y_continuous(breaks = seq(0,16, by =1.8))+theme_classic()+theme(legend.position = "none")+ 

theme(axis.title.x = element_text( size =5),axis.title.y = element_text( size =5),axis.text.x = 

element_text(color="#000000",  size =4),axis.text.y = element_text(color="#000000", size =4), axis.ticks = 

element_line(size =0.1),axis.line = element_line(size = 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, 

"cm"))+ggtitle("E")+theme(plot.title = element_text(size =5,hjust=0.5)) 

cons_pp_b6g 

 

banco_n <- banco_n %>% rename(postpartum_intakeB12=adeqb12_cat_pp) 

banco_n$postpartum_intakeB12<- factor(banco_n$postpartum_intakeB12, labels = c("Above","Below")) 

table(banco_n$postpartum_intakeB12) 
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m1_b12_cons_pp<-

lmer(B12_transf~idade_bebe_lh*postpartum_intakeB12+imc_pre+suple_vitb_gest+vit_b12_totalgest+(1|r

ecord_id)+(0+idade_bebe_lh|record_id), data=banco_n,REML=FALSE) 

summary(m1_b12_cons_pp) 

cons_pp_b12g<-interact_plot(m1_b12_cons_pp,pred=idade_bebe_lh,modx=postpartum_intakeB12, data= 

banco_n,colors=c("black","gray50"), interval = TRUE, y.label= "B-12",line.thickness = 0.3, 

x.label="Postpartum days")+scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by =20))+scale_y_continuous(breaks 

= seq(5,30, by =4))+ theme_classic()+ theme(legend.position = "none")+theme(axis.title.x = element_text( 

size =5),axis.title.y = element_text( size =5),axis.text.x = element_text(color="#000000",  size 

=4),axis.text.y = element_text(color="#000000", size =4), axis.ticks = element_line(size =0.1),axis.line = 

element_line(size = 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, "cm"))+ggtitle("F")+ theme(plot.title = 

element_text(size =5,hjust=0.5)) 

cons_pp_b12g 

 

banco_n <- banco_n %>% rename(postpartum_intakecholine=adeqcolina_cat_pp) 

banco_n$postpartum_intakecholine<- factor(banco_n$postpartum_intakecholine, labels = 

c("Above","Below")) 

table(banco_n$postpartum_intakecholine) 

m1_choline_cons_pp<-

lmer(choline_HM~idade_bebe_lh*postpartum_intakecholine+imc_pre+suple_vitb_gest+colina_totalgest+

I(idade_bebe_lh^2)+(1|record_id)+(0+idade_bebe_lh|record_id), data=banco_n,REML=FALSE) 

summary(m1_choline_cons_pp) 

cons_pp_cholineg<-

interact_plot(m1_choline_cons_pp,pred=idade_bebe_lh,modx=postpartum_intakecholine, data= 

banco_n,colors=c("black","gray50"), interval = TRUE, y.label= "Choline",line.thickness = 0.3, 

x.label="Postpartum days")+scale_x_continuous(breaks = seq(0, 120, by =20))+scale_y_continuous(breaks 

= seq(0,200, by =18))+theme_classic()+ theme(legend.position = "none")+theme(axis.title.x = 

element_text( size =5),axis.title.y = element_text( size =5),axis.text.x = element_text(color="#000000",  

size =4),axis.text.y = element_text(color="#000000", size =4), axis.ticks = element_line(size =0.1),axis.line 

= element_line(size = 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, "cm"))+ggtitle("G")+ theme(plot.title = 

element_text(size =5,hjust=0.5)) 

cons_pp_cholineg 

legend2 <- get_legend(cons_pp_cholineg2) 

 

consumopp<-

grid.arrange(cons_pp_b1g,cons_pp_b2g,cons_pp_b3g,cons_pp_b5g,cons_pp_b6g,cons_pp_b12g,cons_pp

_cholineg,legend2, ncol=2, nrow=4) 

consumopp 

ggsave("figure5.tiff",consumopp,device="tiff",width=7,height=10,units= c("cm"), dpi=600) 
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###Tabela suplementar 6 

data10 <- as.data.frame(unclass(dados2)) 

banco_n2<-data10 %>% 

  filter (id_micronutriente=="com amostra de LH") 

 

banco_n2 <- banco_n2 %>% rename(Gestational_age=ga_parto_cat) 

banco_n2$Gestational_age<- factor(banco_n2$Gestational_age, labels = c("37-39 weeks","40-42 weeks")) 

table(banco_n2$Gestational_age) 

 

m1_b1_ga<-

lmer(vitB1_HM~idade_bebe_lh*Gestational_age+imc_pre+paridade+I(idade_bebe_lh^2)+(1|record_id)+(

0+idade_bebe_lh|record_id), data=banco_n2,REML=FALSE, control = lmerControl(optimizer = 

"Nelder_Mead")) 

summary(m1_b1_ga) 

 

m1_b2_ga<-

lmer(B2_transf~idade_bebe_lh*Gestational_age+imc_pre+paridade+(1|record_id)+(0+idade_bebe_lh|reco

rd_id), data=banco_n2,REML=FALSE) 

summary(m1_b2_ga) 

 

m1_b3_ga<-

lmer(log(vitB3_HM)~idade_bebe_lh*Gestational_age+imc_pre+paridade+(1|record_id)+(0+idade_bebe_l

h|record_id), data=banco_n2,REML=FALSE, control = lmerControl(optimizer = "Nelder_Mead")) 

summary(m1_b3_ga) 

 

m1_b5_ga<-

lmer(vitB5_HM~idade_bebe_lh*Gestational_age+imc_pre+paridade+I(idade_bebe_lh^2)+I(idade_bebe_l

h^3)+(1|record_id)+(0+idade_bebe_lh|record_id), data=banco_n2,REML=FALSE, control = 

lmerControl(optimizer = "Nelder_Mead")) 

summary(m1_b5_ga) 

 

m1_b6_ga<-

lmer(B6_transf~idade_bebe_lh*Gestational_age+imc_pre+paridade+(1|record_id)+(0+idade_bebe_lh|reco

rd_id), data=banco_n2,REML=FALSE, control = lmerControl(optimizer = "Nelder_Mead")) 

summary(m1_b6_ga) 
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m1_b12_ga<-

lmer(B12_transf~idade_bebe_lh*Gestational_age+imc_pre+paridade+(1|record_id)+(0+idade_bebe_lh|rec

ord_id), data=banco_n2,REML=FALSE, control = lmerControl(optimizer = "Nelder_Mead")) 

summary(m1_b12_ga) 

 

m1_choline_ga<-

lmer(choline_HM~idade_bebe_lh*Gestational_age+imc_pre+paridade+I(idade_bebe_lh^2)+(1|record_id)

+(0+idade_bebe_lh|record_id), data=banco_n2,REML=FALSE,control = lmerControl(optimizer = 

"Nelder_Mead")) 

summary(m1_choline_ga) 

 

####Tabela Suplementar 1 (realizado no STATA) 

ranksum imc_pre if visitas==1, by(id_micronutriente)  

ranksum idade_mae if visitas==1, by(id_micronutriente) 

tab2 idade_mae2 id_micronutriente if visitas==1,chi2 exact 

tab2 estudomae_cat id_micronutriente if visitas==1,chi2 exact 

tab2 cor_autodeclarada id_micronutriente if visitas==1,chi2 exact 

tab2 cat_new_imc_pre id_micronutriente if visitas==1,chi2 exact 

tab2 paridade_cat id_micronutriente if visitas==1,chi2 exact 

tab2 tipo_parto id_micronutriente if visitas==1,chi2 exact 

 

####Figura Suplementar 1 (realizado no R) 

 

bancoate8d <-banco2 %>% filter(idade_bebe<=8) 

box_plot_b1<- ggplot( bancoate8d, aes(x =idade_bebe, y =vitB1_HM, group =idade_bebe)) + 

  geom_boxplot(width = .2, outlier.colour = NA, coef = 1000) + 

  geom_boxplot(fill="lightgray")+ 

  scale_x_continuous(breaks = seq(2, 8, by = 1)) + 

  scale_y_continuous(breaks = seq(0, 70, by = 10)) + 

  geom_jitter(width = .05,alpha = .4,color = "orange")+ 

  labs(title="",x="Days", y = "B1 (µg/L)")+ 

  theme_classic()+ theme( 

    panel.border = element_blank(), 
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    panel.grid.major = element_blank(), 

    panel.grid.minor = element_blank(), 

    axis.line = element_line(colour = "black")) 

 

 box_plot_b2<- ggplot( bancoate8d, aes(x =idade_bebe, y =vitB2_HM, group =idade_bebe)) + 

   geom_boxplot(width = .2, outlier.colour = NA, coef = 1000) + 

   geom_boxplot(fill="lightgray")+ 

   scale_x_continuous(breaks = seq(2, 8, by = 1)) + 

   scale_y_continuous(breaks = seq(0, 1205, by = 100)) + 

   geom_jitter(width = .05,alpha = .4,color = "orange")+ 

   labs(title="",x="Days", y = "B2 (µg/L)")+ 

   theme_classic()+ theme( 

     panel.border = element_blank(), 

     panel.grid.major = element_blank(), 

     panel.grid.minor = element_blank(), 

     axis.line = element_line(colour = "black")) 

  

 box_plot_b3<- ggplot( bancoate8d, aes(x =idade_bebe, y =vitB3_HM, group =idade_bebe)) + 

   geom_boxplot(width = .2, outlier.colour = NA, coef = 1000) + 

   geom_boxplot(fill="lightgray")+ 

   scale_x_continuous(breaks = seq(2, 8, by = 1)) + 

   scale_y_continuous(breaks = seq(0, 3400, by = 400)) + 

   geom_jitter(width = .05,alpha = .4,color = "orange")+ 

   labs(title="",x="Days", y = "B3 (µg/L)")+ 

   theme_classic()+ theme( 

     panel.border = element_blank(), 

     panel.grid.major = element_blank(), 

     panel.grid.minor = element_blank(), 

     axis.line = element_line(colour = "black")) 
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 box_plot_b5<- ggplot( bancoate8d, aes(x =idade_bebe, y =vitB5_HM, group =idade_bebe)) + 

   geom_boxplot(width = .2, outlier.colour = NA, coef = 1000) + 

   geom_boxplot(fill="lightgray")+ 

   scale_x_continuous(breaks = seq(2, 8, by = 1)) + 

   scale_y_continuous(breaks = seq(0, 3700, by = 400)) + 

   geom_jitter(width = .05,alpha = .4,color = "orange")+ 

   labs(title="",x="Days", y = "B5 (µg/L)")+ 

   theme_classic()+ theme( 

     panel.border = element_blank(), 

     panel.grid.major = element_blank(), 

     panel.grid.minor = element_blank(), 

     axis.line = element_line(colour = "black")) 

  

box_plot_b6<- ggplot( bancoate8d, aes(x =idade_bebe, y =vitB6_HM, group =idade_bebe)) + 

   geom_boxplot(width = .2, outlier.colour = NA, coef = 1000) + 

   geom_boxplot(fill="lightgray")+ 

   scale_x_continuous(breaks = seq(2, 8, by = 1)) + 

   scale_y_continuous(breaks = seq(0, 82, by = 5)) + 

   geom_jitter(width = .05,alpha = .4,color = "orange")+ 

   labs(title="",x="Days", y = "B6 (µg/L)")+ 

   theme_classic()+ theme( 

     panel.border = element_blank(), 

     panel.grid.major = element_blank(), 

     panel.grid.minor = element_blank(), 

     axis.line = element_line(colour = "black")) 

 

 box_plot_b12<- ggplot( bancoate8d, aes(x =idade_bebe, y =vitB12_HM, group =idade_bebe)) + 

   geom_boxplot(width = .2, outlier.colour = NA, coef = 1000) + 

   geom_boxplot(fill="lightgray")+ 

   scale_x_continuous(breaks = seq(2, 8, by = 1)) + 

   scale_y_continuous(breaks = seq(0, 1125, by =100)) + 
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   geom_jitter(width = .05,alpha = .4,color = "orange")+ 

   labs(title="",x="Days", y = "B12 (pmol/L)")+ 

   theme_classic()+ theme( 

     panel.border = element_blank(), 

     panel.grid.major = element_blank(), 

     panel.grid.minor = element_blank(), 

     axis.line = element_line(colour = "black")) 

  

 box_plot_choline<- ggplot( bancoate8d, aes(x =idade_bebe, y =choline_HM, group =idade_bebe)) + 

   geom_boxplot(width = .2, outlier.colour = NA, coef = 1000) + 

   geom_boxplot(fill="lightgray")+ 

   scale_x_continuous(breaks = seq(2, 8, by = 1)) + 

   scale_y_continuous(breaks = seq(0, 250, by =25)) + 

   geom_jitter(width = .05,alpha = .4,color = "orange")+ 

   labs(title="",x="Days", y = "choline (mg/L)")+ 

   theme_classic()+ theme( 

     panel.border = element_blank(), 

     panel.grid.major = element_blank(), 

     panel.grid.minor = element_blank(), 

     axis.line = element_line(colour = "black")) 

  

####Figura Suplementar 2 (realizado no R) 

corr <- round(cor(df_b[,1:35],method = "spearman", use = "pairwise.complete.obs"),2) 

m1<-head(corr[1:14,15:35],15) 

 

corr_2 <- round(cor(df_b2[,1:35],method = "spearman", use = "pairwise.complete.obs"),2) 

m1_2<-head(corr_2[1:14,15:35],15) 

 

colnames(m1) <- c("B1- TP1", "B2- TP1", "B3- TP1", "B5- TP1", "B6- TP1", "B12- TP1", "Choline- 

TP1","B1- TP2", "B2- TP2", "B3- TP2", "B5- TP2", "B6- TP2", "B12- TP2", "Choline- TP2","B1- TP3", 

"B2- TP3", "B3- TP3", "B5- TP3", "B6- TP3", "B12- TP3", "Choline- TP3") 
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rownames(m1) <- c("pre-pregnancy BMI", "BMI at TP1", "BMI at TP2", "BMI at TP3", "red meat-

pregnancy", "chicken-pregnancy","fish-pregnancy","eggs-pregnancy","milk-pregnancy", "red meat-

lactation","chicken-lactation", "fish-lactation", "eggs-lactation","milk-lactation") 

corrplot(m1) 

 

colnames(m1_2) <- c("B1 at TP1", "B2 at TP1", "B3 at TP1", "B5 at TP1", "B6 at TP1", "B12 at TP1", 

"Choline at TP1","B1 at TP2", "B2 at TP2", "B3 at TP2", "B5 at TP2", "B6 at TP2", "B12 at TP2", "Choline 

at TP2","B1 at TP3", "B2 at TP3", "B3 at TP3", "B5 at TP3", "B6 at TP3", "B12 at TP3", "Choline at TP3") 

rownames(m1_2) <- c("red meat-lactation","chicken-lactation", "fish-lactation", "eggs-lactation","milk-

lactation","red meat-pregnancy", "chicken-pregnancy","fish-pregnancy","eggs-pregnancy","milk-

pregnancy","BMI at TP3", "BMI at TP2", "BMI at TP1","pre-pregnancy BMI") 

corrplot(m1_2) 

 

p.mat <- round(cor_pmat(df_b[,1:35],method = "spearman", use = "pairwise.complete.obs"),3) 

p_m1<-head(p.mat[1:14,15:35],15) 

 

ggcorrplot (m1, title = "",show.legend = TRUE,legend.title = " Spearman correlation coefficients", 

show.diag =T,ggtheme = ggplot2::theme_classic(), outline.color = "black", lab=TRUE, lab_col = "black", 

lab_size = 2.5, p.mat =p_m1, sig.level = 0.05, insig = c("blank"),hc.order=F, tl.cex=10, tl.col = 

"black",digits = 2)+ coord_flip() 

 

p1<-ggcorrplot (m1_2, title = "",show.legend = TRUE,legend.title = " Spearman correlation coefficients", 

show.diag =T, method = "square", ggtheme = ggplot2::theme_minimal(),outline.color = "black", lab=F, 

sig.level = 0.05,insig = c("blank"),hc.order=F)+ coord_flip() 

 

p1+font("xy.text", size = 12, color = "black", face = "bold") 

 

####Figura Suplementar 3 (realizado no R) 

b1_trajetoria<-

lmer(vitB1_HM~idade_bebe_lh+I(idade_bebe_lh^2)+(1|record_id)+(0+idade_bebe_lh|record_id), 

data=banco_n) 

summary(b1_trajetoria) 

efeitob1_tempo <- effect("idade_bebe_lh",b1_trajetoria, partial.residuals=T)  

gb1<-plot(efeitob1_tempo, ylab="B1", xlab="Postpartum days", colors=c("black","gray50"), 

main="Vitamin B1 ",axes =list(smooth=T,span=0.75,lty="dashed")) 

gb1 
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b2_trajetoria<-lmer(vitB2_HM~idade_bebe_lh+(1|record_id)+(0+idade_bebe_lh|record_id), 

data=banco_n) 

summary(b2_trajetoria) 

efeitob2_tempo <- effect("idade_bebe_lh",b2_trajetoria, partial.residuals=T)  

gb2<-plot(efeitob2_tempo, ylab="B2", xlab="Postpartum day", colors=c("black","gray50"), 

main="Vitamin B2 ",axes =list(smooth=T,span=0.75,lty="dashed")) 

gb2 

 

b3_trajetoria<-

lmer(vitB3_HM~idade_bebe_lh+I(idade_bebe_lh^2)++I(idade_bebe_lh^3)+(1|record_id)+(0+idade_bebe

_lh|record_id), data=banco_n) 

summary(b3_trajetoria) 

efeitob3_tempo <- effect("idade_bebe_lh",b3_trajetoria, partial.residuals=T)  

gb3<-plot(efeitob3_tempo, ylab="B3", xlab="Postpartum day", colors=c("black","gray50"), 

main="Vitamin B3 ",axes =list(smooth=T,span=0.75,lty="dashed")) 

gb3 

 

b5_trajetoria<-

lmer(vitB5_HM~idade_bebe_lh+I(idade_bebe_lh^2)++I(idade_bebe_lh^3)+(1|record_id)+(0+idade_bebe

_lh|record_id), data=banco_n) 

summary(b5_trajetoria) 

efeitob5_tempo <- effect("idade_bebe_lh",b5_trajetoria, partial.residuals=T)  

gb5<-plot(efeitob5_tempo, ylab="B5", xlab="Postpartum day", colors=c("black","gray50"), 

main="Vitamin B5 ",axes =list(smooth=T,span=0.75,lty="dashed")) 

gb5 

 

b6_trajetoria<-lmer(vitB6_HM~idade_bebe_lh+(1|record_id)+(0+idade_bebe_lh|record_id), 

data=banco_n) 

summary(b6_trajetoria) 

efeitob6_tempo <- effect("idade_bebe_lh",b6_trajetoria, partial.residuals=T)  

gb6<-plot(efeitob6_tempo, ylab="B6", xlab="Postpartum day", colors=c("black","gray50"), 

main="Vitamin B6 ",axes =list(smooth=T,span=0.75,lty="dashed")) 

gb6 

 

b12_trajetoria<-lmer(vitB12_HM~idade_bebe_lh+(1|record_id)+(0+idade_bebe_lh|record_id), 

data=banco_n) 
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summary(b12_trajetoria) 

efeitob12_tempo <- effect("idade_bebe_lh",b12_trajetoria, partial.residuals=T)  

gb12<-plot(efeitob12_tempo, ylab="B12", xlab="Postpartum day", colors=c("black","gray50"), 

main="Vitamin B12 ",axes =list(smooth=T,span=0.75,lty="dashed")) 

gb12 

 

choline_trajetoria<-

lmer(choline_HM~idade_bebe_lh+I(idade_bebe_lh^2)+(1|record_id)+(0+idade_bebe_lh|record_id), 

data=banco_n) 

summary(choline_trajetoria) 

efeitocholine_tempo <- effect("idade_bebe_lh",choline_trajetoria, partial.residuals=T)  

gcholine<-plot(efeitocholine_tempo, ylab="choline", xlab="Postpartum day", colors=c("black","gray50"), 

main="choline ",axes =list(smooth=T,span=0.75,lty="dashed")) 

gcholine 

grid.arrange(gb1,gb2,gb3, gb5, gb6, gb12, gcholine, ncol=3) 
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ANEXO 7. Scripts das análises estatísticas-Artigo 2 

 

Tabela 1 (realizado no Stata) 

 

sum idade_mae if visitas==1 & status_new==1,d 

sum anos_de_estudo if visitas==1 & status_new==1,d 

tab situacao_conjugal if status_new==1 & visitas==1 

tab paridade_cat if status_new==1 & visitas==1 

tab cat_new_imc_pre if status_new==1 & visitas==1 

tab vitbfolato_gest if status_new==1 & visitas==1 

sum epds_escore_gest if visitas==1 & status_new==1,d 

tab epdsgest_cat if status_new==1  & visitas==1 

sum escore_final_idatee_gest if visitas==1 & status_new==1 ,d 

tab idateestadogest_cat if status_new==1  & visitas==1 

sum B12_sanguevisita2 if visitas==1 & status_new==1,d 

tab  b12_gest_cat2 if status_new==1  & visitas==1 

sum homocisteina2_visita2 if visitas==1 & status_new==1,d 

tab homocisteina_v2_cat if status_new==1  & visitas==1 

sum folato_visita2 if visitas==1 & status_new==1,d 

tab folato_v2_cat if status_new==1  & visitas==1 

sum B12_sanguevisita3 if visitas==3,d 

sum homocisteina2_vista3 if visitas==3,d 

sum B12_sanguevisita4 if visitas==4,d 

sum homocisteina2_visita4 if visitas==4,d 

sum vitB12_HM if status_new==1 & visitas==3,d 

sum vitB12_HM if status_new==1 & visitas==4,d 

tab vitB12_HM_cat if status_new==1  & visitas==3  

tab vitB12_HM_cat if status_new==1  & visitas==4 

tab tipo_aleitamentoo4o54 if status_new==1 & visitas==4 & vitB12_HM~=. 

tab tipo_aleitamentoo4o53 if status_new==1 & visitas==3 & vitB12_HM~=. 
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Tabela 2 (realizado no Stata) 

regress lnb12sangue_7d epds_escore_gest folato_visita2 B12_sanguevisita2 idade_mae situacao_conjugal 

estudo_cat imcpre_cat  if visitas==3 & status==1 

regress lnb12sangue_1m epds_escore_gest folato_visita2 B12_sanguevisita2 idade_mae 

situacao_conjugal estudo_cat imcpre_cat  if visitas==3 & status==1 

 

regress lnb12sangue_7d escore_final_idatee_gest folato_visita2 B12_sanguevisita2 idade_mae 

situacao_conjugal estudo_cat imcpre_cat  if visitas==3 & status2==1 

regress lnb12sangue_1m escore_final_idatee_gest folato_visita2 B12_sanguevisita2 idade_mae 

situacao_conjugal estudo_cat imcpre_cat   if visitas==3 & status2==1 

 

regress lnthcysangue7d epds_escore_gest B12_sanguevisita2 folato_visita2 homocisteina2_visita2 if 

visitas==1 & status2==1 

regress lnthcysangue1m epds_escore_gest B12_sanguevisita2 folato_visita2 homocisteina2_visita2 if 

visitas==1 & status2==1 

 

regress lnthcysangue7d escore_final_idatee_gest B12_sanguevisita2 folato_visita2 homocisteina2_visita2 

if visitas==1 & status2==1 

regress lnthcysangue1m escore_final_idatee_gest B12_sanguevisita2 folato_visita2 homocisteina2_visita2 

if visitas==1 & status2==1 

 

Tabela 3 (realizado no Stata) 

regress lnb12_leite  epds_escore_gest if visitas==3 & status2==1  

regress lnb12_leite  epds_escore_gest imcpre_cat homocisteina2_visita2 B12_sanguevisita2 if visitas==3 

& status2==1 

regress lnb12_leite  epds_escore_gest imcpre_cat vitbfolato_gest b12_ajustadogest_c if visitas==3 & 

status2==1 

 

regress lnb12_leite  epds_escore_gest if visitas==4 & status2==1   

regress lnb12_leite  epds_escore_gest imcpre_cat homocisteina2_visita2 B12_sanguevisita2 if visitas==4 

& status2==1 

regress lnb12_leite  epds_escore_gest imcpre_cat vitbfolato_gest b12_ajustadogest_c if visitas==4 & 

status2==1 
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regress lnb12_leite  escore_final_idatee_gest if visitas==3 & status2==1  

regress lnb12_leite  escore_final_idatee_gest imcpre_cat homocisteina2_visita2 B12_sanguevisita2 if 

visitas==3 & status2==1 

regress lnb12_leite  escore_final_idatee_gest imcpre_cat vitbfolato_gest b12_ajustadogest_c if visitas==3 

& status2==1 

 

regress lnb12_leite  escore_final_idatee_gest if visitas==4 & status2==1  

regress lnb12_leite  escore_final_idatee_gest imcpre_cat homocisteina2_visita2 B12_sanguevisita2 if 

visitas==4 & status2==1 

regress lnb12_leite  escore_final_idatee_gest imcpre_cat vitbfolato_gest b12_ajustadogest_c if visitas==4 

& status2==1 

 

regress lnb12_leite  epds_escore_1m if visitas==4 & status2==1   

regress lnb12_leite  epds_escore_1m imcpre_cat  homocisteina2_visita4 B12_sanguevisita4 epdsgest_cat 

if visitas==4 & status2==1 

regress lnb12_leite epds_escore_1m imcpre_cat vitbfolato_gest b12_ajustadogest_c epdsgest_cat if 

visitas==4 & status2==1 

 

regress lnb12_leite  escore_final_idate_estado_1m if visitas==4 & status2==1  

regress lnb12_leite  escore_final_idate_estado_1m imcpre_cat  homocisteina2_visita4 B12_sanguevisita4 

idateestadogest_cat if visitas==4 & status2==1 

regress lnb12_leite escore_final_idate_estado_1m imcpre_cat vitbfolato_gest b12_ajustadogest_c 

idateestadogest_cat if visitas==4 & status2==1 

 

Figura 1 (realizada no R) 

 

gb12epds_b12<-dadosb12 %>%  

  filter(epdsgest_cat2 %in% c("No","Yes")) %>% 

  filter(consulta %in% c("3","4")) %>% 

  ggplot(aes(x=consulta, y=vitB12_HM, fill=factor(epdsgest_cat2))) + 

  geom_boxplot(width=0.4, lwd=0.15, outlier.colour = "grey", outlier.size =0.5) + 

  stat_compare_means( label = "p.signif", label.x = 1.5, label.y = 1000, size=3, hide.ns = TRUE)+ 

  theme_classic()+ 

  theme(legend.title = element_text(color = "black", size = 3), 
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        legend.text = element_text(color = "black", size = 3),legend.key.size = unit(0.1, "cm"), 

legend.key.height = unit(0.1, 'cm'), 

        legend.key.width = unit(0.1, 'cm'))+ 

  scale_fill_manual(values = c("#999999", "#FFFFFF"))+ 

  scale_x_discrete(labels = c('2-8 days','28-50 days'))+ 

  scale_y_continuous(breaks = seq(0,1500, by =200))+ 

  labs(x="Postpartum", y = "B-12 (pmol/L)")+ 

  theme(axis.title.x = element_text( size =3),axis.title.y = element_text( size =3),axis.text.x = 

element_text(color="#000000",  size =3),axis.text.y = element_text(color="#000000", size =3), axis.ticks 

= element_line(size =0.1),axis.line = element_line(size = 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, "cm"))+ 

  ggtitle("A") 

 

g1<-gb12epds_b12+ labs(fill = "Depressive symptoms\nat baseline")+ 

  theme(plot.title = element_text(size =5,face="bold",hjust=0.5))+ theme( 

    legend.position ="right") 

g1 

 

gb12stai_s_b12<-dadosb12 %>%  

  filter(idateestadogest_cat2 %in% c("No","Yes")) %>% 

  filter(consulta %in% c("3","4")) %>% 

  ggplot(aes(x=consulta, y=vitB12_HM, fill=factor(idateestadogest_cat2))) + 

  geom_boxplot(width=0.4, lwd=0.15, outlier.colour = "grey", outlier.size =0.5) + 

  stat_compare_means( label = "p.signif", label.x = 1.5, label.y = 800, size=3, hide.ns = TRUE)+ 

  theme_classic()+ 

  theme(legend.title = element_text(color = "black", size = 3), 

        legend.text = element_text(color = "black", size = 3),legend.key.size = unit(0.1, "cm"), 

legend.key.height = unit(0.1, 'cm'), 

        legend.key.width = unit(0.1, 'cm'))+ 

  scale_fill_manual(values = c("#999999", "#FFFFFF"))+ 

  scale_x_discrete(labels = c('2-8 days','28-50 days'))+ 

  scale_y_continuous(breaks = seq(0,1500, by =200))+ 

  labs(x="Postpartum", y = "B-12 (pmol/L)")+ 
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  theme(axis.title.x = element_text( size =3),axis.title.y = element_text( size =3),axis.text.x = 

element_text(color="#000000",  size =3),axis.text.y = element_text(color="#000000", size =3), axis.ticks 

= element_line(size =0.1),axis.line = element_line(size = 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, "cm"))+ 

  ggtitle("B") 

 

g2<-gb12stai_s_b12+ labs(fill = "Anxiety symptoms\nat baseline")+ 

  theme(plot.title = element_text(size =5,face="bold",hjust=0.5))+ theme( 

    legend.position ="right") 

g2 

 

gb12epds1m_b12<-dadosb12 %>%  

  filter(epds1m_cat2 %in% c("No","Yes")) %>% 

  filter(consulta %in% c("4")) %>% 

  ggplot(aes(x=consulta, y=vitB12_HM, fill=factor(epds1m_cat2))) + 

  geom_boxplot(width=0.4, lwd=0.15, outlier.colour = "grey", outlier.size =0.5) + 

  stat_compare_means( label = "p.signif", label.x = 1.5, label.y = 1000, size=3, hide.ns = TRUE)+ 

  theme_classic()+ 

  theme(legend.title = element_text(color = "black", size = 3), 

        legend.text = element_text(color = "black", size = 3),legend.key.size = unit(0.1, "cm"), 

legend.key.height = unit(0.1, 'cm'), 

        legend.key.width = unit(0.1, 'cm'))+  

  scale_fill_manual(values = c("#999999", "#FFFFFF"))+ 

  scale_x_discrete(labels = c('28-50 days'))+ 

  scale_y_continuous(breaks = seq(0,1500, by =200))+ 

  labs(x="Postpartum", y = "B-12 (pmol/L)")+ 

  theme(axis.title.x = element_text( size =3),axis.title.y = element_text( size =3),axis.text.x = 

element_text(color="#000000",  size =3),axis.text.y = element_text(color="#000000", size =3), axis.ticks 

= element_line(size =0.1),axis.line = element_line(size = 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, "cm"))+ 

  ggtitle("C") 
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g3<-gb12epds1m_b12+ labs(fill = "Depressive symptoms\nat TP2")+ 

  theme(plot.title = element_text(size =5,face="bold",hjust=0.5))+ theme( 

    legend.position ="right") 

g3 

 

gb12stai1m_s_b12<-dadosb12 %>%  

  filter(idateestado1m_cat2 %in% c("No","Yes")) %>% 

  filter(consulta %in% c("4")) %>% 

  ggplot(aes(x=consulta, y=vitB12_HM, fill=factor(idateestado1m_cat2))) + 

  geom_boxplot(width=0.4, lwd=0.15, outlier.colour = "grey", outlier.size =0.5) + 

  stat_compare_means( label = "p.signif", label.x = 1.5, label.y = 800, size=3, hide.ns = TRUE)+ 

  theme_classic()+ 

  theme(legend.title = element_text(color = "black", size = 3), 

        legend.text = element_text(color = "black", size = 3),legend.key.size = unit(0.1, "cm"), 

legend.key.height = unit(0.1, 'cm'), 

        legend.key.width = unit(0.1, 'cm'))+ 

  scale_fill_manual(values = c("#999999", "#FFFFFF"))+ 

  scale_x_discrete(labels = c('28-50 days'))+ 

  scale_y_continuous(breaks = seq(0,1500, by =200))+ 

  labs(x="Postpartum", y = "B-12 (pmol/L)")+ 

  theme(axis.title.x = element_text( size =3),axis.title.y = element_text( size =3),axis.text.x = 

element_text(color="#000000",  size =3),axis.text.y = element_text(color="#000000", size =3), axis.ticks 

= element_line(size =0.1),axis.line = element_line(size = 0.2), axis.ticks.length = unit(0.05, "cm"))+ 

  ggtitle("D") 

 

g4<-gb12stai1m_s_b12+ labs(fill = "Anxiety symptoms \nat TP2")+ 

  theme(plot.title = element_text(size =5,face="bold",hjust=0.5))+ theme( 

    legend.position ="right") 

g4 

 

figure1<-ggarrange(g1, g2, g3, g4, nrow =4, ncol=1) 

figure1 
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Tabela Suplementar 1 (realizado no Stata) 

sort status 

by  status: sum B12_sanguevisita2 if visitas==1,d 

ranksum B12_sanguevisita2 if visitas==1, by(status) 

 

sort status 

by status: sum homocisteina2_visita2 if visitas==1,d 

ranksum homocisteina2_visita2 if visitas==1, by(status) 

 

tab2 idademae_cat status  if visitas==1, chi2 exact row 

tab2 estudo_cat status  if visitas==1, chi2 exact row 

tab2 B12_sanguevisita2_cat status  if visitas==1, chi2 exact row 

tab2 vitbfolato_gest status  if visitas==1, chi2 exact row 

tab2 epdsgest_cat status if visitas==1, chi2 exact row 

tab2 idateestadogest_cat status if visitas==1, chi2 exact row 

 

Tabela Suplementar 2 (realizado no Stata) 

regress  epds_escore_1m  B12_sanguevisita2 folato_visita2 idade_mae estudo_cat situacao_conjugal 

imcpre_cat epdsgest_cat if visitas==1 & status_new==1 

regress  escore_final_idate_estado_1m  B12_sanguevisita2 folato_visita2 idade_mae estudo_cat 

situacao_conjugal imcpre_cat idateestadogest_cat if visitas==1 & status_new==1 

 

regress  epds_escore_1m  homocisteina2_visita2 B12_sanguevisita2 folato_visita2 epdsgest_cat if 

visitas==1 & status_new==1 

regress  escore_final_idate_estado_1m homocisteina2_visita2  B12_sanguevisita2 folato_visita2 

idateestadogest_cat if visitas==1 & status_new==1 

 

Tabela Suplementar 3 (realizado no Stata) 

 

sort epdsgest_cat 

by epdsgest_cat: sum vitB12_HM if visitas==3,d 

ranksum vitB12_HM if visitas==3, by(epdsgest_cat) 
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sort epdsgest_cat 

by epdsgest_cat: sum vitB12_HM if visitas==4,d 

ranksum vitB12_HM if visitas==4, by(epdsgest_cat) 

 

sort idateestadogest_cat 

by idateestadogest_cat: sum vitB12_HM if visitas==3,d 

ranksum vitB12_HM if visitas==3, by(idateestadogest_cat) 

 

sort idateestadogest_cat 

by idateestadogest_cat: sum vitB12_HM if visitas==4,d 

ranksum vitB12_HM if visitas==4, by(idateestadogest_cat) 

 

sort epds1m_cat 

by epds1m_cat: sum vitB12_HM if visitas==4,d 

ranksum vitB12_HM if visitas==4, by(epds1m_cat) 

 

sort idateestado1m_cat 

by idateestado1m_cat: sum vitB12_HM if visitas==4,d 

ranksum vitB12_HM if visitas==4, by(idateestado1m_cat) 

 

 


