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La nueva vida prende,

prende tanto que no deja ni un pequefio rincén oscuro.

La nueva vida llega y se queda.

Se unen las llamas, el fuego crece,

y la nueva vida inunda de luz los pequerios rincones o0Scuros.

German Rodriguez
“Mas vida”






AGRAIMENTS

En primer lloc vull agrair al Dr. Paya la seva empenta, compressio i paciéncia a
I'hora de dirigir aquesta tesi doctoral. També el meu sincer agraiment a la Dra.
Morales, co-directora de la tesi, per la seva gran ajuda en tot el procés. Sense

cap dels dos, no m’hagués estat possible enllestir aquesta llarga tasca.

Al Dr. Foradada i la Dra. Canet, per confiar-me la coordinacié de I'estudi INMA

a I’Hospital Parc Tauli quan tot just acabava la residencia.

Al Dr. Sunyer, anima del projecte INMA, per facilitar-me tot el que vaig

necessitar abans i durant I'elaboraci6 de la tesi.

A la Silvia Fochs, Anna Boixader i Nuria Pey, pel seu treball de camp realitzat

de forma excepcional i pels moments compartits.

A tots els professionals del CAP Sant Félix i de I'Hospital Parc Tauli (obstetres,
llevadores, infermeres, auxiliars d’'infermeria, lliterers) que van participar de

forma desinteressada en tasques essencials per dur a terme I'estudi.

A tots els co-autors dels articles que formen part d’aquesta tesi, per la seva

imprescindible col.laboracié.



A totes les dones que han participat a I'estudi i que, juntament amb els seus fills

i les seves parelles, formen part de la gran familia d’'INMA.

Vull agrair de forma molt especial a tots i cadascun del meus companys del
Servei de Ginecologia i Obstetricia, per haver-me ensenyat, cuidat,
acompanyat. Per riure i plorar plegats. Per tenir cura de les dones i els infants
d’'una manera respectuosa i professional. Per ajudar-me a estimar la meva

professio.

Als meus pares, impulsors de la meva carrera, mestres de la vida i persones

excepcionals.

Gracies a Susana, a la meva tia Pili i a la abuela Caridad. Tres dones a les que
estimo i m’han transmés la seva valentia davant de les adversitats.

A Carlos, el meu amor, per I'ajuda incondicional i per tots anys compartits.

A les meves princeses Samia i Nora, que sén el millor regal que la vida m’ha
donat.

Al meu angel Victor.

Gracies.



NIVELLS DE VITAMINA D EN GESTANTS DEL NOSTRE

MEDI: PRINCIPALS FACTORS DETERMINANTS |

RESULTATS PERINATALS






INDEX

1. INTRODUCCIO GENERAL......cocoieitieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e en e 11
1.1, INTRODUCCIO. ..ot 13

1.2.  FONTS DE VITAMINA D...ooiiiieeeie e 14

1.3. METABOLISME DE LA VITAMINA D.....ooiiiiiieiiiee e 16

1.3.1. MetaboliSMe 0SSi........ccooiiiiiiiiiiiieeeeee s 18

1.3.2. Funcions no esquelétiques..........cooovviiiiiiiiiiiiiiiieee e 18

1.4. REQUERIMENTS DE VITAMINA D....oooiiiiiiiiee e 21

1.5. CONCENTRACIO OPTIMA DE VITAMINAD........ccooveveerereenne 22

1.6. EXCESDE VITAMINAD......oovomeeieieeeeeeeeeeee e, 23

1.7. DEFICIENCIA DE VITAMINA D.....coovoreeeeeeeeeeeeee e 24

1.7.1. Epidemiologia...........uuueeieiiiiiiiiiiiiiiiii 24

1.7.2. Implicacions CliNIQUES...........ouuuuueeuiiiieee e 24

1.7.3. Grups de FMSC....cceeeeeieeeeiieeee e 29

1.8. VITAMINA D | GESTACIO.......oi oo 30

1.8.1. Metabolisme de la vitamina D durant la gestacio.............. 30

1.8.2. Deficiéncia de la vitamina D en la gestacio....................... 31

1.8.3. Suplements de vitamina D durant la gestacio................... 36

1.9. JUSTIFICACIO | ESTRUCTURA DE LA TESI DOCTORAL........ 38

2. HIPOTESI DE TREBALL | OBJECTIUS......cooiveteeeeeee e 39
3. METODOLOGIA..... et e e e e e e e e e e e e aneeeeeanees 43
3.1. DISSENY | POBLACIO D’ESTUDL.......cocuiieeeeeeeeeeee e 45



4.

5.

10.

3.2. DETERMINACIO DE 25-HIDROXIVITAMINAD........cccocvveeee.. 46

3.3.  RECOLLIDA DE DADES.......ooo e 47
3.3.1. Resultats perinatalS.........cccoooeeieiiiii e 47

3.3.2. Factors determinants...........ccccooeeeiiiiiiiiiiiiiee 49

3.4. ANALISIESTADISTICA. ......o oo 51
3.5. ASPECTES ETICS...cooioie oot 53
3.6.  FINANGAMENT ... e 53
RESUL T AT S ettt e e et e e e et e e e e enne e e e e anneeeeenneeeenn 55

41. FACTORS DETERMINANTS DELS NIVELLS DE VITAMINA

D e 57
4.2. VITAMINA D | RESULTATS PERINATALS........coooeeiiieeee 61
DISCUSSIO ...ttt 67

5.1. FACTORS DETERMINANTS DELS NIVELLS DE VITAMINA

DD e e e 69

5.2. VITAMINA D | RESULTATS PERINATALS.......cccoiiiiiieee e 73
5.3.  PUNTS FORTS I LIMITACIONS DE L'ESTUDI........ccccceerennnen. 75
CONCLUSIONS FINALS. ... 77

PRIMER ARTICLE: Vitamin D Status in Pregnancy and Determinants in a
Southern European Cohort Study...........c.cooviiiiiiii e, 81

SEGON ARTICLE: Associations of maternal circulating 25-hydroxyvitamin

D3 concentration with pregnancy and birth outcomes........................... 95
ANNEXES. . e e e 107
BIBLIOGRAFIA. ...t 113

10



1. INTRODUCCIO GENERAL






1.1. INTRODUCCIO

La deficiéncia de vitamina D és un problema de salut publica a nivell mundial
amb importants consequéncies cliniques. Tot i aixd, la majoria de paisos
encara no disposen de dades a nivell poblacional, sobretot de gestants, infants
i adolescents. S’ha estimat que a prop de mil milions de persones presenten
nivells de vitamina D en sang inadequats i que la deficiencia es pot trobar en
tots els grups étnics i a totes les edats”.

La vitamina D és essencial pel manteniment de I'homeostasi del calci, perd
també és important per a la salut i benestar en general. La deficiencia de
Vitamina D s’ha relacionat de forma més classica amb I'aparicié de problemes
en el desenvolupament del sistema ossi com el Raquitisme. En I'actualitat i en
paisos desenvolupats, el raquitisme ha estat practicament eradicat gracies a la
complementacié de vitamina D (afegida a la llet, al nostre medi), perd altres
consequencies per a la salut materno-infantil del déficit d’aquesta vitamina han
adquirit importancia en els ultims temps. En aquest sentit, s’ha relacionat el
deficit de vitamina D en dones embarassades amb problemes de salut que
inclouen major risc de diabetis gestacional, estats hipertensius de I'embaras,
part preterme i cesaria®.

Durant la infancia, la deficiéncia de vitamina D pot ser causa de retard de

creixement, deformitats esquelétiques i pot incrementar el risc de fractures®>.
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En adults, s’ha relacionat amb [linici o exacerbaci6 de [I'osteopénia i
osteoporosi, osteomalacia i debilitat muscular*®.

El descobriment de receptors per a la vitamina D en multiples teixits i grups
cel-lulars, aixi com el coneixement més especific del seu metabolisme, ha
permeés una millor comprensid sobre les funcions d’aquesta vitamina. En aquest
sentit, s’ha relacionat la importancia que podria tenir la vitamina D en relacié
amb el risc d’aparici6 de varies malalties de tipus cronic, incloent diabetis,

neoplasies, malalties autoimmunes, neurologiques, o cardiovasculars®?®,.

1.2. FONTS DE VITAMINA D

L'aport de vitamina D procedeix de l'exposicid solar, de la dieta o de
suplements farmacologics (Taula 1). Al mateix temps, existeixen una série de
factors que poden afectar la seva sintesi, com ara sén: el sexe, I'étnia, la
pigmentacié de la pell, la concentracié de melanina, la composicié corporal,
factors genétics, aixi com la latitud, el clima i 'estacié de I'any®.

Molt pocs aliments contenen vitamina D de forma natural, de manera que la
principal font és la sintesi dermica, ja que origina el 90% del total de vitamina D.
Es per aixd que existeixen aliments com la llet, cereals o pa fortificats amb
vitamina D, (ergocalciferol, trobat a plantes i plancton) o vitamina D3
(colecalciferol). L’enriquiment dels aliments amb vitamina D varia depenent del
pais. Aixi, a Estats Units d’América la llet de vaca i de férmula, els cereals i
altres aliments es fortifiquen amb vitamina D,; en canvi, en altres zones del

mon, els cereals i el pa son enriquits frequentment amb vitamina Ds.
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Taula 1. Fonts de vitamina D5 i Ds

FONTS
Fonts naturals
Salmé (100gr)

Fresc, salvatge
Fresc, criat
Enllaunat
Sardina, enllaunada (100gr)
Verat, enllaunat (100gr)
Tonyina, enllaunada (100gr)
Oli de fetge de bacalla (5ml)
Rovell ou

Exposicié solar, radiaci6é ultraviolada B (5-10
minuts d’exposicio directa de bragos i cames)

Aliments enriquits (100gr)
Llet

Suc taronja
Formules infantils
logurt

Mantega
Margarina
Formatge
Suplements’
Vitamina D3
Vitamina D2

Multivitaminics

'Comercialitzats a Espanya

15

CONTINGUT VITAMINA D (aprox)

600-1000 Ul vitamina D3
100-250 Ul vitamina D3 o D2
300-600 Ul vitamina D3

300 Ul vitamina D3

250 Ul vitamina D3

230 Ul vitamina D3
400-1000 Ul vitamina D3

20 Ul vitamina D3 o D2

3000 Ul vitamina D3 o D2

50 Ul vitamina D3
50 Ul vitamina D3
50 Ul vitamina D3
50 Ul vitamina D3
50 Ul vitamina D3
430 Ul vitamina D3

100 Ul vitamina D3

2000 Ul/ml
8000 Ul/ml

400 Ul/ml



1.3. METABOLISME DE LA VITAMINA D

La vitamina D existeix en dues formes: vitamina D> o ergocalciferol i D3 o
colecalciferol. Durant I'exposicio solar a la radiaci¢ ultraviolada B (longitud
d'ona: 290-315nm), el 7-dehidroxicolesterol de la pell és convertit en pre-
vitamina D, que a la seva vegada es transforma en vitamina D3z mitjangant un
procés depenent d’energia calorica (Figura 1). Al mateix temps, les vitamines
D.i D3 procedents de la dieta, son incorporades als quilomicrons (lipoproteines
que es sintetitzen a les cél-lules epitelials intestinals) i transportades a través
del sistema limfatic fins a la circulacié venosa'0. La vitamina D (D2 iD3)
procedent d’'ambdues vies pot ser emmagatzemada i posteriorment alliberada a
nivell de les cél-lules adiposes.

A nivell sanguini s’'uneix a la Proteina Transportadora de la vitamina D, que la
transporta fins al fetge, a on és metabolitzada a 25-hidroxivitamina D o calcidiol.

Aquesta ultima molécula és la utilitzada per a determinar I'estat de deficiéncia o
no deficiéncia de vitamina D'".

La conversi6 a la forma activa, la 1,25-hidroxivitamina D o calcitriol, es produeix
mitjangant la 1-a-hidroxilasa principalment a nivell renal, perd també al tracte
gastrointestinal, pell, vasos sanguinis, teixit mamari, osteoblasts i osteoclasts?.
Aquest procés es troba regulat, entre d’altres, pel calci, fosfor i hormona
paratiroidea. La 1,25-hidroxivitamina D disminueix la seva propia sintesi i la de

I’'hormona paratiroidal mitjangant un feedback negatiu.
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La 1,25-hidroxivitamina D s’uneix al seu receptor a nivell tissular (present a
diferents organs, incloent placenta), la transcripcié del qual es relaciona amb
multiples funcions: creixement i diferenciacié cel-lular, metabolisme dels glucids
i funcié muscular i immunitaria, entre d’altres

Finalment, la 1,25-hidroxivitamina D és catabolitzada a acid calcitroic, que

s’excreta a nivell biliar>™,

Figura 1. Metabolisme de la vitamina D

i Radiacié UVB Radiacié UVB
4 Oehnd'r’:i(:lcsterol & Previtamina D, > Fotoproductes inactius
i ®
Energia L\o\)‘l
colorica 20
Vitam"na D,
Quilomicrons Adipocit
DIETA »  Vitamina D, —> ‘
-0
\ 7 o . emmagatzematge
Circulacié < - -7

vitamina D-25-hidroxilasa

|

25-hidroxivitamina D Acid calcitroic =3 Excrecié biliar

\

25-hidroxivitamina D-1- 24-OHasa
hidroxilasa

1,25-hidroxivitaminaD s 1,25-hidroxivitamina D
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PTH y ’ . ~ )
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Holick. Lancet,2007° (modificada)
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1.3.1. Metabolisme ossi

La 1,25-hidroxivitamina D incrementa I'absorcioé del calci a nivell de l'intesti prim
interaccionant amb el Complexe Receptor de la vitamina D-Receptor X de I'acid
retinoic (VDR-RXR). D’aquesta forma, augmenta I'expressié del Canal epitelial
del calci i de la Calbindina, una proteina que fixa el calci®.

Al mateix temps, la 1,25-hidroxivitamina D és reconeguda pel seu receptor a
nivell dels osteoblasts, causant un increment en l'expressié del Receptor
activador del Factor lligant nuclear kB (RANKL). EI RANKL indueix la
maduracié de preosteoclasts a osteoclasts, que extreuen calci i fosfor de la
matriu Ossia per tal de mantenir els seus nivells plasmatics estables™.

Com és conegut, 'hormona paratiroidal també participa en aquest proceés,
incrementant |‘absorcid de calci i estimulant la produccié renal de 1,25-
hidroxivitamina D. També activa els osteoblasts, que estimulen la transformacio

de preosteoclasts a osteoclasts'®.

1.3.2. Funcions no esquelétiques

A part del seu paper sobre I'nomeostasi del calci i I'os, la vitamina D regula
altres funcions cel-lulars. El receptor de la vitamina D (VDR) es troba gaire bé
de forma universal a totes les ceél-lules nucleades i, d’altra banda, fins a 10
teixits extra-renals expressen la 1-a-hidroxilasa, I'enzim responsable de la
conversio de la vitamina D a la seva forma activa'. Per tant, I'espectre d’accid

de la vitamina D és potencialment molt ampli.?
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Funcié muscular

Existeix certa evidéncia que suggereix una relacié entre la vitamina D i la funcio
muscular'’. Estudis en ratolins sense VDR van mostrar un nombre inferior de
fibres musculars i anormalitats en gens i proteines musculars'®, perd el muscul
esquelétic adult no sembla que expressi la proteina del VDR quan aquesta es
mesura amb anticossos especifics'®.

D’altra banda, infants amb déficit hereditari d’ 1-a-hidroxilasa presenten debilitat
muscular greu, que millora quan es suplementa amb vitamina D'. Per contra,
diverses revisions sistematiques d’estudis randomitzats que comparen
suplementacié en poblacié adulta amb vitamina D (amb o sense Calci) amb
placebo o calci sol, mostren resultats variables??"?,

Per tant, en aquest sentit caldrien més estudis que valoressin el mecanisme
d’accio de la vitamina D sobre el teixit muscular aixi com l'efecte clinic de la

seva suplementacio®"%,

Proliferaci6 cel-lular

Estudis in vitro han mostrat que la forma activa de la vitamina D (1,25-
hidroxivitamina D) pot inhibir la proliferacié d’'una gran varietat de tipus
cel'lulars®. S’ha suggerit que el teixit pancreatic, mamari i de colon, entre
d’'altres, expressen 1-a-hidroxilasa, produint de manera Ilocal 1,25-
hidroxivitamina D. Aquesta actuaria controlant els gens que regulen la
proliferacio i diferenciacio cel-lular, aixi com induint I'apoptosi i prevenint

I'angiogénesi en processos malignes o premalignes?.
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Sistema immunitari

Les cél.lules dendritiques, els macrofags | els limfocits T | B expressen VDR. La
1,25-hidroxivitamina D inhibeix la maduracié de les cél-lules dendritiques i
funciona com immunomodulador, reduint l'activacié del sistema immune
adquiritz. A partir d’aqui, s’ha postulat que la deficiencia de vitamina D
incrementaria el risc de desenvolupar malalties autoimmunes, fet descrit en
models animals®. Existeixen en aquest sentit estudis observacionals en
humans que suggereixen una associacio entre el déficit de vitamina D i
I'aparicié d’esclerosi multiple, malaltia inflamatoria intestinal, asma i Diabetis
Mellitus tipus 1.

Per contra, la vitamina D activa el sistema immunitari innat, particularment
monocits i macrofags, que incrementen I'expressio del VDR i 1-a-hidroxilasa

en preséncia de bactéries®.

Sistema cardiovascular

La1,25-hidroxivitamina D també actua com a inhibidor del sistema renina-
angiotensina-aldosterona, podent tenir un paper important en el control de la

tensio arterial®’.

Funcid neuropsiquiatrica

Tant el VDR com la 1-a-hidroxilasa es troben expressats a nivell cerebral®. La
seva funcié a nivell del desenvolupament cerebral es basaria en els seus
efectes sobre la proliferacié neuronal, la diferenciacid, la migracié i 'apoptosi®®.
Els estudis en humans que valoren els efectes de la concentracio de la 25-

hidroxivitamina D en el desenvolupament cerebral i la funcié cognitiva son
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limitats i no concloents, sobretot els realitzats a nivell d’adults®. A nivell
prenatal, existeixen treballs que relacionen els nivells de vitamina D amb la

funcié cognitiva i el desenvolupament psicomotor durant la infancia®' %%,

Metabolisme dels glticids

Dins l'espectre d’accio de la vitamina D trobem també la funcidé sobre la
secrecid d’Insulina a nivell pancreatic, especialment a nivell de les cél-lules
beta. La 1,25-hidroxivitamina D activa de forma directa la transcripcioé del gen
del receptor d’insulina estimulant la seva expressid, millorant la uni6 del
receptor a la insulina i augmentant la sensibilitat de la insulina sobre les

cél-lules diana de fetge, muscul esquelétic i greix.**

1.4 REQUERIMENTS DE VITAMINA D

L’any 2010, l'Institute of Medicine (IOM) va publicar unes recomanacions sobre
els requeriments de vitamina D i Calci a la dieta®. El consum diari recomanat
de vitamina D dels nens d’1 any fins els adults de 70 anys és de 600 Ul
(15mcg). A partir d’aquesta edat s’incrementa fins les 800 Ul (20mcg). Per a les
dones gestants i les que fan alletament matern, la recomanacié també és de
600 Ul diaries.

El consum diari recomanat estimat per als nadons de fins a I'any de vida és de
400 Ul (10mcg). Existeixen societats pediatriques que consideren que, donat
que el contingut de vitamina D a la llet materna és relativament baix, s’hauria

de recomanar la suplementacié amb vitamina D en aquells lactants amb
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alletament matern exclusiu i en aquells que ingereixen menys d’1 litre diari de
llet de formula®®.

Els requeriments diaris de vitamina D varien en funcié de I'exposicié solar, i
aquesta dependra de la localitzacié geografica, l'estacié de l'any i la
pigmentacié de la pell>. La IOM assumeix una exposicié solar minima quan
estableix les seves recomanacions, ja que una exposicio casual seria suficient

per prevenir raquitisme.

1.5 CONCENTRACIO OPTIMA DE 25-HIDROXIVITAMINA D

La concentracié sérica de 25-hidroxivitamina D és considerada com el millor
indicador dels nivells de vitamina D%, perd no existeix un clar consens a I'hora
de definir els seus nivells optims per a una correcta salut, tant esquelética com
extraesquelética.

La classificacid més acceptada és la que defineix el grau de deficiéncia quan
els nivells es troben per sota de 20ng/l (50nmol/l), insuficiencia amb nivells

entre 20-30 ng/ml (50-75nmol/l) i nivells dptims a partir de 30ng/mI?383940,

En canvi, la revisio realitzada pel IOM al 2011 conclou que el risc important de
deficit ossi (i, per tant, deficiéncia de vitamina D) es donaria amb uns nivells de
25-hidroxivitaminaD inferiors a 12ng/ml (30nmol / litre), es parlaria
d’insuficiencia amb nivells de 12 a 20ng/ml i de nivells suficients a partir de

20ng/ml.
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Aquests nivells s’han establert per assegurar una correcta salut o0ssia. Per
contra, els nivells optims en relacié a altres potencials efectes clinics encara no

s’han consensuat.

1.6 EXCES DE VITAMINA D

El nivell de consum de vitamina D considerat com a toxic no esta del tot definit.
L’IOM defineix el “nivell maxim de consum tolerable” a partir de 100 micrograms
(4000 Ul) al dia en adults sans, nens de 9 a 18 anys, gestants i dones en
periode de lactancia®® . Aquest nivell & menor en nens de fins a 9 anys (25-75
micrograms).

La intoxicacio per vitamina D generalment és deguda a un uUs inadequat de
suplements i ha estat documentada amb dosis de més de 60.000 Ul al dia*'.
S’han descrit casos d’hipervitaminosi per errors en la fabricacié, formulacié o
recepta dels preparats amb vitamina D, incloent llet de féormula o dietes
d’aprimament.

L’exposicié solar excessiva no produeix nivells toxics de vitamina D3 degut a la
fotoconversido a metabdlits inactius. Una exposicio perllongada donaria lloc a
nivells sérics de 25-hidroxivitamina D inferiors a 80ng/ml (200 nmol/l)*.

Els simptomes de la intoxicacié aguda per vitamina D venen donats per la
hipercalcemia secundaria i inclourien confusid, poliuria, polidipsia, anoréxia,
vomits i debilitat muscular. La intoxicacid cronica pot causar nefrocalcinosi,

desmineralitzaci6 ossia i dolor.
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1.7 DEFICIENCIA DE VITAMINA D

1.7.1 Epidemiologia

Existeix una creixent preocupacido per l'elevada prevalenca de déficit de

vitamina D, tant a nivell de la poblacié general, com entre les dones

43,44

gestants . Es calcula que fins a mil milions de persones en tot el mon

tindrien déficit o insuficiéncia de vitamina D'. D’acord amb nombrosos estudis

34546 entre el 30 i 50% de la poblacid d’Estats Units

publicats al respecte
presentarien deficiencia de vitamina D, existint diferencies depenent de I'area
d’estudi, edat, sexe i raga. Dades similars trobariem a nivell de paisos

12,47,48

europeus , No tan sols en arees de més latitud si no també en paisos més

propers a I'equador com ara Espanya, a on s’han descrit taxes d’insuficiéncia

del 47-56% i de déficit del 27-37% en poblacié general*®°.

1.7.2 Implicacions cliniques

Raquitisme i osteomalacia

Davant una deficieéncia de vitamina D severa (25-hidroxivitaminaD generalment
inferior a 10 ng/mL), 'absorci6 de calci i fosfor a nivell intestinal es redueix i es
produeix hipocalcémia. Secundariament es produeix hiperparatiroidisme, que
donara lloc a fosfaturia, desmineralitzacio ossia i, a llarg termini, osteomalacia

en adults i raquitisme en nens.
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Els simptomes clinics que podem trobar associats inclouen: dolor ossi, debilitat

muscular, fractures i dificultat al caminar.

Cancer

En les décades de 1930 i 1940 es va objectivar que les poblacions d’arees de
latitud més alta presentaven un risc més elevat de presentar alguns tipus de
cancer (limfoma Hodgkin, colon, pancrees, ovari i mama entre d’altres)51. Donat
que I'exposicié a radiacié ultraviolada B esta en relacié amb la latitud, aquesta
observacio va donar lloc a hipotetitzar sobre la possible relacié entre el cancer i
els nivells de vitamina D*2.

Estudis in vitro han mostrat que la forma activa de la vitamina D (1,25-
hidroxivitamina D) pot inhibir la proliferacié d’'una gran varietat de tipus
cel'lulars®. S’ha suggerit que el teixit pancreatic, mamari i de colon, entre
d’altres, expressen 1-a-hidroxilasa, produint de manera local 1,25-
hidroxivitamina D. Aquesta actuaria controlant els gens que regulen la
proliferacio i diferenciacio cel-lular, aixi com induint I'apoptosi i prevenint
'angiogénesi en processos malignes o premalignes®®.Per altra banda, s’ha
descrit en models animals que la deficiencia de VDR predisposaria a
desenvolupar lesions precanceroses de mama o intesti**.

La relacio entre els nivells de vitamina D i el risc de desenvolupar cancer també
s’ha descrit en estudis observacionals®. De fet, 'Organitzacié Mundial de la
Salut (OMS), a partir de diversos meta-analisis, va identificar el cancer de

colon com el tipus de cancer de major risc associat a la manca de vitamina D®.
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Pel que fa al cancer de mama o de prostata, els resultats dels diferents estudis

57,58

publicats s6n més inconsistents , aixi com els resultats dels diferents

assajos amb suplementacié de vitamina D%,
Podriem concloure en aquest sentit que, tot i que existeixen estudis que
suggereixen una possible associacio entre la deficiencia de Vitamina D i el

cancer, no hi ha evidéncia suficient com per a recomanar una suplementacio de

vitamina D per prevenir o tractar els processos neoformatius.

Diabetis

Existeixen diverses raons per les quals es pot relacionar la diabetis tipus 1 i

tipus 2 amb l'estat de vitamina D®'. L’efecte de la vitamina D sobre el sistema

immunitari estaria relacionat amb I'aparicio de diabetis tipus 1. En canvi, la
funcio de la vitamina D sobre I'activitat de les cél-lules beta del pancrees i sobre

la insulina tindria relacié amb la diabetis tipus 2.

- Diabetis tipus 1: els resultats d’alguns estudis observacionals suggereixen
una associacio entre el déficit de vitamina D i la diabetis tipus1%?. Per altra
banda, diferents estudis (sobretot de cas-control), mostren que la
suplementacié de vitamina D en la infancia redueix el risc de desenvolupar
diabetis tipus 1 en aproximadament el 30%%%*. Fins el moment, perd, no
existeixen estudis randomitzats que avalin aquesta associacio.

- Diabetis tipus 2: diferents estudis transversals i de cohorts han trobat
associacié entre nivells suboptims de vitamina D i la diabetis tipus 2°°. En
aquest sentit, un meta-analisi que inclou 21 estudis prospectius mostra una

relacid inversa entre els nivells de 25-hidroxivitamina D i l'aparicié de
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diabetis tipus 2 (risc relatiu (RR) 0.62, 95% CI 0.54-0.70, per pacients amb

els nivells més alts respecte els pacients amb nivells més baixos)67.

Malalties infeccioses

Pel seu efecte sobre el sistema immunitari, s’ha intentat relacionar els nivells de
vitamina D amb les malalties infeccioses. Una de les més estudiades ha estat
la Tuberculosi, donat el classic benefici de I'efecte de la radiacié ultraviolada
abans de la terapia amb antibiotics®®. Diferents estudis amb suplements de
vitamina D han observat una milloria clinica i de la mortalitat en comparacio
amb placebo®, perd actualment les dades publicades son encara insuficients
per acabar de definir el paper de la vitamina D en la prevencié i tractament de
la Tuberculosi.

Pel que fa a les infeccions viriques, s’ha hipotetitzat que la marcada variacio
estacional de les mateixes podria estar relacionada amb els nivells de vitamina
D, pero la relacio causal encara esta per establir. Existeixen diferents estudis
que avaluen l'efecte de la suplementacio de vitamina D sobre I'aparicié i curs

d’aquestes infeccions (sobretot a nivell respiratori), amb resultats variables’*"".

Malalties cardiovasculars

Com en altres patologies, estudis observacionals han mostrat una associacio
entre els nivells baixos de vitamina D i el risc d’hipertensio arterial i altres
malalties cardiovasculars com linfart agut de miocardi’®>. Per altra banda,
existeix una variacio geografica i racial de la tensio arterial, amb un increment

del risc d’hipertensié arterial que s’incrementa a latituds més altes?.
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En canvi, a I'hora d’analitzar els efectes de I'administracié de suplements de
vitamina D, molts sén els estudis randomitzats que no han trobat cap benefici
cardiovascular”.

Tanmateix, es desconeix encara quina és la relaci6 causal d’aquesta
associacio i com varia entre diferents poblacions (malalts renals, diabétics,

grups étnics, etc.).

Malalties autoimmunes

Diversos estudis han mostrat que viure en latituds altes incrementa el risc
d’esclerosi multiple o malaltia de Crohn™. Per exemple, viure per sota la latitud
35° durant els 10 primers anys de la vida redueix el risc d’esclerosi multiple en
aproximadament un 50%. En el mateix sentit, en poblacié blanca el risc
d’esclerosi multiple disminueix un 41% per cada increment de 20ng/ml de 25-
hidroxivitamina D per sobre dels 24ng/ml (odds ratio (OR) 0.59; 95% CI 0.36-
0.97)".

Observacions similars s’han observat en altres patologies com [artritis
reumatoide " i l'osteoartritis . Perd de moment no existeixen estudis
randomitzats que hagin confirmat I'eficacia dels suplements de vitamina D per a

la prevencié de malalties autoimmunes.

Asma i al-lérgies

Existeix certa controvérsia respecte I'associacié entre els nivells de vitamina D i
les patologies al-lérgiques. En alguns estudis, pero, s’ha observat una relacio
entre la deficiéncia de vitamina D en gestants, nens i adolescents, i I'aparici¢ de

78,79

malalties al-lérgiques tals com lI'asma o lI'éczema De igual forma, els
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estudis randomitzats que avaluen l'efecte de la suplementacié amb vitamina D

sobre 'asma no son concloents, tant els realitzats en poblaci6 amb aquesta

80,81 t82,83

patologia™ "', com els duts a terme sobre poblacié gestan

Malalties neuropsiquiatriques

El déficit de vitamina D s’ha relacionat amb una incidéncia incrementada
d’esquizofrénia i depressié>. De fet, donat els seus efectes durant el
desenvolupament cerebral, s’ha proposat que el déficit prenatal de vitamina D
podria incrementar el risc de patir en l'edat adulta diferents patologies
neuropsiquiatriques, entre elles I'esquizofrénia®®. Per altra banda, és freqiient
trobar nivells baixos de 25-hidroxivitamina D en pacients amb depressido o amb
malaltia d’Alzheimer®®%,

Perd, com en altres casos, existeixen poques dades que avalin I'iUs de

suplements de vitamina D com a prevencio o tractament d’aquestes patologies.

1.7.3. Grups de risc

- Edat: la produccié cutania de vitamina D disminueix amb I'edat®’. Es per
aixd que les persones d’edat avancada, sobretot aquelles sense activitat a
I'exterior o hospitalitzades, sén un grup de risc de deficiéncia de vitamina D.
Altrament, s’ha observat que la ingesta de vitamina D acostuma a ser més
baixa en aquest grup d’edat®®.

- Etnia: la pigmentacié de la pell és un dels factors més importants per a la
sintesi de vitamina D. Aixi, les persones de raga negra necessitarien entre 3

i 4 vegades més exposicio solar per assolir els mateixos nivells de vitamina

D que les persones de raca blanca®. Per altra banda, la superficie corporal
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exposada també influeix en la produccié de vitamina D. Es per aix6 que
s’hauria de tenir en compte la major superficie corporal coberta per motius
culturals, sobretot en dones (Us de vel, burca, etc.).

Malalties associades a malabsorcio de greixos: malaltia celiaca, malaltia
inflamatodria intestinal, insuficiéncia pancreatica, fibrosi quistica, coléstasi
hepatica.

Patologies hepatiques i renals: poden ocasionar una inadequada
hidroxilacié de la vitamina D i, per tant, una disminucié de les seves formes
actives™.

Farmacs: s’ha relacionat amb nivells baixos de vitamina D [I'us
d’antiepileptics (fenobarbital, fenitoina), rifampicina, antiretrovirals i
corticoides de forma continua, entre d’altres®".

Obesitat: s’han observat nivells més baixos de vitamina D en les persones
amb excés de teixit gras, possiblement perqué es produeix un augment del

diposit de vitamina D en els adipocits®°.

1.8. VITAMINA D | GESTACIO

1.8.1. Metabolisme de la vitamina D durant la gestacio

La funcidé principal de la vitamina D durant la gestacié és, classicament, la

participacio en la regulacié del metabolisme del calci, tant de la mare com del

fetus. Durant la gestacié es produeixen una série de canvis adaptatius per tal

de garantir I'aport de calci necessari pel creixement de la massa 0ssia fetal, tot
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mantenint la de la mare. La primera estratégia adaptativa és I'increment de
I'absorci6 de calci a nivell intestinal, relacionada amb un increment de la
concentracié d'1,25-hidroxivitamina D%.

La majoria de la 1,25-hidroxivitamina D prové de la seva sintesi renal, perd una
part tindria un origen extrarenal a nivell de la placenta i decidua. | és que ja des
de l'inici de 'embaras, tant la decidua materna com les cél-lules trofoblastiques

expressen el receptor de la vitamina D i la 1-a-hidroxilasa®.

1.8.2 Deficiéncia de la vitamina D en la gestacié

Epidemiologia

Existeix una creixent preocupacié pel que fa a I'elevada prevalencga del déficit
de vitamina D, tant a nivell de poblaciéo general com en les dones gestants,
doncs, com s’ha descrit en apartats anteriors, els seus potencials efectes sobre
la salut sbn nombrosos i importants.

En l'actualitat, son pocs els estudis a nivell de I'estat espanyol que avaluin els
nivells de vitamina D en dones gestants o en edat reproductiva. L'any 2008,
Gonzalez-Solanellas et al. va publicar un estudi realitzat sobre una poblaci6 de
dones en edat fertil provinents d'una area urbana amb alt percentatge
d’immigrants i condicions socio-econdmiques desfavorables ™. El 47.9%
presentaven nivells insuficients de vitamina D (10-20ng/ml), i el 37.2% nivells
deficients (inferiors a 10ng/ml). Més endavant, Pérez-Lopez et al. varen trobar

en dones gestants procedents d'Almeria (i per tant, d'una area de latitud baixa)
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una taxa d'insuficiéncia de vitamina D del 42.4% i de deficiéncia del 22.7%.

Pel que fa a paisos de la resta d'Europa, s'han publicat dades similars. En un
estudi belga que incloia 1311 dones gestants, la prevalengca de déficit de
vitamina D va resultar del 44.6%, amb un 12.1% de déficit sever (<10ng/ml)®.
McAree et al. varen trobar, d'un total de 346 gestants londinenques, unes taxes

de 36 i 45% de deficiéncia i insuficiéncia, respectivament®’

. Per altra banda,
dades procedents de la Danish National Birth Cohort mostren un percentatge

del 42.3% de gestants amb nivells de vitamina D deficients®®.

Factors determinants

Les principals fonts de vitamina D sén I'exposicio solar, la dieta i els suplements
de vitamina D. Donat que son pocs els aliments que contenen o que estan
fortificats amb vitamina D, la sintesi d’aquesta a nivell de la pell induida per la
radiacié ultraviolada B, és el principal factor determinant dels nivells de vitamina
D en una poblacié?.

Altres factors que s’han associat als nivells circulants de vitamina D en gestants
son: latitud, estacio de I'any en la qué es realitza la determinacio, pigmentacié
de la pell, edat, raca, base genética, paritat, estat socioecondomic, nivell
d’estudis, tabaquisme, alcoholisme, activitat fisica i obesitat™'%.

La latitud i I'estacié de I'any logicament estan relacionats amb I'exposicio solar.
La pigmentacié de la pell pot afectar a la sintesi de vitamina D en el sentit de
que la melanina actua com a protector davant la radiacié ultraviolada.
D’aquesta forma, la insuficiencia de vitamina D és més comu en gestants amb

la pell més pigmentada, aixi com en les de raga negra'".

Pel que fa a I'edat, els estudis publicats en dones en edat fértil i en gestants
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mostren resultats discordants, pero en general les dones més joves tindrien
més tendéncia a presentar nivells de vitamina D més baixos®'%2'% Per altra
banda, diversos estudis han trobat una relacio inversa entre la paritat i els
nivells de vitamina D%'%, També s’ha descrit que la deficiéncia de vitamina D
és més comu entre les dones amb un baix nivell d’estudis'®%.

L’associacio entre el tabaquisme i els nivells baixos de 25-hidroxivitamina D

s’ha reportat en diferents estudis®'%’

, perd es desconeix el mecanisme pel
qual es dona aquesta relacio. S’ha suggerit que la baixa concentracié de 25-
hidroxivitamina D pot ser per un augment de l'alliberament de calci des de 'os
associat al tabaquisme o per una baixa ingesta de vitamina D, més frequent en
fumadors'®1%8,

Per altra banda, I'index de Massa Corporal (IMC) també s’ha descrit com un
potencial determinant de la concentracié de 25-hidroxivitamina D%'%%"%° de tal
forma que les pacients amb sobrepés o obesitat presenten més risc
d’hipovitaminosi D. En les persones amb excés de teixit gras, es produeix un

augment del diposit de vitamina D en els adipocits, aixi com una elevacié dels

nivells de vitamina D quan perden pes>°.

Resultats perinatals

Els nivells baixos de vitamina D durant 'embaras s’han associat amb un risc

incrementat de desenvolupar diabetis gestacional '° 1. 112, 113, 114, 115

116,117,118 119,120 1

preeclampsia , vaginosi bacteriana , part preterme'' i part per

122123 Es més, un estat deficient de vitamina D podria tenir també

cesaria
consequencies sobre el desenvolupament i creixement fetal, derivades del risc

incrementat de part preterme i de I'associacié que s’ha descrit amb el retard de
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creixement intrauteri

124,125

ESTATS HIPERTENSIUS DE L'EMBARAS:

Tal i com s’ha descrit en I'adult no gestant, la 1,25-hidroxivitamina D tindria
un paper inhibidor sobre I'eix renina-angiotensina-aldosterona també durant
'lembaras. Es per aquest motiu que seria raonable pensar que el risc de
desenvolupar preeclampsia durant la gestacié estaria incrementat en
aquelles dones amb uns nivells de vitamina D suboptims. Diferents estudis
han intentat demostrar aquesta relacié, amb resultats contradictoris'’ 1%, |a
majoria amb poc numero de casos.

Existeixen quatre revisions sistematiques publicades fins el moment que si
han trobat una possible relacié entre els nivells de vitamina D i la
preeclampsia’?’12129.130  pery molts dels estudis revisats presenten poc
nombre de casos, un analisi ajustat per factors de confusio inconsistent i

diferéncies en relacié a la raga. Per tant, conclouen que serien necessaris

meés estudis que aportessin una evidéencia de més alta qualitat.

DIABETIS GESTACIONAL:

Com s’ha descrit anteriorment, la vitamina D jugaria un paper important en
el manteniment de 'homeostasi dels glucids, la funcié de les cel-lules beta i
la sensibilitat de la insulina. Durant la gestacio, en canvi, la funcié de la
vitamina D sobre el metabolisme de la glucosa i el desenvolupament de
diabetis gestacional no és tan clar.

Dos meta-analisi recents mostren que les gestants amb diabetis gestacional

tendeixen a presentar nivells de vitamina D significativament meés
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baixos''>'?®. E| primer d’ells, que inclou deu estudis, va trobar que els
nivells insuficients de 25-hidroxivitamina D estaven associats amb un risc
incrementat de desenvolupar diabetis gestacional (OR 1.49, 95% CI, 1.18,
1.89). Cinc dels deu estudis van ajustar per factors de confusi6; d’aquests,
tres no varen trobar relacio entre els nivells baixos de vitamina D i la

|98,112, 131

diabetis gestaciona i dos si que varen trobar una associacio

significativa’'™.  El segon meta-analisi, que inclou set estudis
observacionals amb un total de 2146 participants, va trobar que la
deficiéncia de vitamina D estava associada amb un risc incrementat de
diabetis gestacional. Aquesta associacid, pero, no es va trobar quan es van

analitzar els estudis que ajustaven per estacié de I'any''?"*2.

PART PRETERME:

S’ha publicat que uns nivells optims de vitamina D podrien reduir el risc de
part preterme consequent a la colonitzacié placentaria per les espéecies
causants de la vaginosi bacteriana'"'**. Sén pocs els estudis realitzats al
respecte i, en general, amb un escas nombre de casos. Un estudi recent de
casos i controls que comparava 40 casos de parts preterme espontanis amb
120 parts a terme, no va trobar diferéncies en els percentatges de
deficiencia de vitamina D ni en les mitjanes de la 25-hidroxivitamina D

circulant '

. Per contra, un estudi retrospectiu de cohorts japonés que
incloia 93 gestants, va trobar nivells inferiors de 25-hidroxivitamina D
circulant en aquelles gestants que van tenir un part preterme en comparacio

amb les que van tenir el part a terme'®.
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PART PER CESARIA

Donat els efectes de la vitamina D sobre el teixit muscular, diferents estudis
han suggerit que la deficiéncia de vitamina D durant la gestacié podria
incrementar el risc de cesaria, especialment quan aquesta s’indica per
fracas de la progressio del part. Merewood et al. van publicar que aquelles
gestants amb nivells de vitamina D inferiors a 37.5 nmol/l presentaven gaire
bé quatre vegades més risc de tenir un part per cesaria'?. Posteriorment,
un altre estudi va trobar el doble de risc de cesaria per part perllongat quan
la concentracié de vitamina D era inferior a 30 nmol/l, perd no de cesaria per
destret respiratori fetal o per altres causes'®.

En canvi, altres estudis no han trobat aquesta relacié. En un estudi realitzat
a Almeria amb 466 participants, els nivells sérics de vitamina D al primer i
tercer trimestre no es van relacionar amb més risc de cesaria’®. En el
mateix sentit, un estudi anglés amb 995 gestants no va trobar diferencies en
la concentracio de 25-hidroxivitamina D entre les dones que van tenir un

part vaginal i aquelles a les que es va realitzar una cesaria'’.

1.8.3. Suplements de vitamina D durant la gestacié

Segons les recomanacions de [l’Institute of Medicine (IOM, 2010), el consum

diari recomanat de vitamina D per a les dones gestants i les que fan alletament

matern, és de 600 Ul diaries®*®. En lany 2011, I’American Congress of

Obstetricians and Gynecologists (ACOG) va recomanar continuar la

suplementacié amb la dosi estandard, en espera de dades procedents d’estudis
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clinics randomitzats'®. La majoria de preparats vitaminics utilitzats durant la
gestacio contenen 400 Ul de vitamina D, perd podem trobar amb dosis de 200 i
fins i tot , de 1200 Ul. També cal tenir en compte que alguns contenen vitamina
D, (ergocalciferol) i altres vitamina D3 (colecalciferol). En principi, seria
preferible aquesta ultima, doncs és més facilment la conversié a les formes
actives de la vitamina D i incrementa de forma més efectiva la 25-
hidroxivitamina D circulant.

De totes formes, el valor de la suplementaciéo amb vitamina D durant la gestacio
continua essent un tema controvertit, doncs en l'actualitat no existeix evidéncia
suficient que recolzi el seu benefici pel que fa a la reduccié dels resultats
perinatals adversos. L’ultima revisio Cochrane, que inclou set assajos clinics,
troba que les gestants que prenen diariament vitamina D presenten nivells més
elevats de 25-hidroxivitamina D respecte a les que prenien placebo'. Dos dels
set estudis van trobar que la suplementacié amb vitamina D reduia el risc de
preeclampsia, baix pes i part preterme. En canvi, quan la suplementacié es
combinava amb la de calci, el risc de part preterme augmentava. D’aquesta
manera, els autors conclouen que encara no hi ha evidéncia suficient per
recomanar de forma rutinaria I'us de suplements de vitamina D durant

'embaras.

1.9. JUSTIFICACIO | ESTRUCTURA DE LA TESI DOCTORAL

El plantejament de la present tesi ve donat per la importancia que ha adquirit en

els ultims anys la vitamina D sobre la salut en general i sobre 'embaras en
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particular. Ja s’ha esmentat en apartats anteriors que la prevalenga de la
deficiéncia de la vitamina D en gestants és elevada, inclus en zones de latituds
properes a I'equador. Per altra banda, els nivells baixos de vitamina D s’han
relacionat amb diferents patologies propies de la gestacio i amb el
desenvolupament i creixement fetal.

En aquest sentit, i a falta de dades a nivell poblacional, es van establir els
objectius principals de la tesi: 1) determinar la prevalenca de la deficiencia de
vitamina D en dones embarassades participants d’'una cohort prospectiva al
naixement de base poblacional; 2) identificar els principals determinants dels
nivells de vitamina D en dones gestants; i 3) analitzar si la deficiéncia de
vitamina D té relacié amb resultats perinatals adversos.

La tesi s’ha estructurat en dues fases, amb la consequent publicacié de dos
articles originals independents perd que parteixen d’'una mateixa cohort de
gestants. En la primera fase de 'estudi (que correspon al primer article) es van
determinar els nivells de vitamina D i es va posar en evidéncia I'elevada
prevalenga de deficiéncia i insuficiencia de vitamina D en la poblacié estudiada.
Aquest fet ens va dur a analitzar els possibles factors determinants dels nivells
de vitamina D en la nostra cohort. En la segona fase (corresponent al segon
article) es va realitzar un analisi de la possible associacio entre els nivells de
vitamina D a lI'embaras i I'aparici6 de diabetis gestacional, part preterme,
cesaria, retard de creixement intrauteri, fetus petit per edat gestacional i pes al

néixer.
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2. HIPOTESI DE TREBALL | OBJECTIUS






PRIMERA HIPOTESI

Les escasses dades publicades sobre els nivells de vitamina D en gestants de
paisos del sud d’Europa indiquen que els percentatges d’insuficiéncia i
deficiéncia de vitamina D son elevats. A més, existirien una série de factors
associats als nivells de vitamina D que, un cop detectats, podrien ajudar a
establir recomanacions o estrategies per tal de detectar o prevenir la

hipovitaminosi D durant la gestacio.

Objectius:

- Establir les prevalences d’insuficiéncia i deficiencia de vitamina D en les
gestants del nostre medi.

- Identificar els principals factors determinants dels nivells de vitamina D en la

gestacio.

SEGONA HIPOTESI

La importancia de la vitamina D va més enlla que la seva funcid sobre el
metabolisme ossi, tenint efectes a nivell d'altres organs i teixits, incloent la
placenta. Per altra banda, s’ha descrit a la literatura la possible relacio entre els
nivells de vitamina D i diferents esdeveniments perinatals. Per tant, la primera
hipodtesi de la tesi doctoral es basa en qué el déficit de vitamina D al primer
trimestre en gestants del nostre medi es podria relacionar amb resultats

perinatals adversos.
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Objectius:

- Avaluar si existeix una associacio entre els nivells de vitamina D a 'embaras
i l'aparicié de diverses patologies materno-fetals (diabetis gestacional,
prematuritat, retard de creixement intrauteri, fetus petit per edat gestacional
i pes al néixer), aixi com la seva possible relacié amb el tipus de part.

— En el cas de trobar una associacio significativa, determinar un punt de tall a

partir del qual hi hauria més risc de desenvolupar les patologies estudiades.

42



3. METODOLOGIA






3.1 DISSENY | POBLACIO D’ESTUDI

L’estudi esta dissenyat com a prospectiu de cohorts i forma part del projecte
INfancia y Medio Ambiente (INMA), basat en cohorts de naixement de base
poblacional (parelles mare-fill) provinents de diferents arees geografiques de
I'estat espanyol (www.proyectoinma.org )'*°.

Per a la primera fase de I'estudi, que correspon al primer article, es van incloure
un total de 2150 gestants des del Novembre del 2003 fins el Febrer del 2008.
Aquestes gestants es van reclutar a la primera visita de control de 'embaras
(entre les 10 i les 13 setmanes de gestacid) i procedien de tres arees
geografiques diferents: Valéncia (latitud 39°N, 855 casos), Sabadell (latitud
41°N, 657 casos), i Guipuzkoa (latitud 42°N, 638 casos). Es va determinar la
concentracio serica de 25-hidroxivitamina D3 al primer trimestre en 2036 dones
(96% del total inicial) i es van obtenir dades completes sobre els factors
determinants en 1772 dones (87% del total inicial).

En el cas de la segona fase de I'estudi (segon article) es van incloure les dones
procedents de Valéncia, Sabadell i Guipuzkoa, afegint 494 gestants procedents
d’Asturies (latitud 43°N), el que fan un total de 2644 dones. D’aquestes, la
concentracio serica de vitamina D va ser realitzada en 2510 gestants i es va fer
un seguiment fins el naixement en 2401 (per tant, 91% del total inicialment
reclutat). Finalment, es van obtenir dades completes (25-hidroxivitamina D3
circulant, variables de resultats perinatals i de factors de confusio) en un total

de 2358 parelles mare-fill (81% del total inicialment reclutat).
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Criteris d’inclusio:

- Edat igual o superior a 16 anys.

- Primera visita entre les 10 i 13 setmanes de gestacio.

- Intencié de part a I'hospital de referéncia: Hospital La Fe (Valéncia),
Hospital Parc Tauli (Sabadell), Hospital San Agustin de Avilés (Asturies),
Hospital de Zumarraga (Guipuzkoa).

- Gestacio6 unica.

Criteris d’exclusio:

- Dificultats comunicatives.

- Malaltia cronica prévia a la gestacio.

- Gestacié mitjangant tecniques de reproduccio assistida.

3.2. DETERMINACIO 25-HIDROXIVITAMINA D

Es va obtenir una unica mostra durant 'embaras (mitjana [DE]: 13.3 [1.5]). Les
mostres van ser processades de forma immediata i congelades entre -70°C i
-80°C fins al moment de I'analisi. La quantificacio dels nivells plasmatics de 25-
hidroxivitamina D3 es va dur a terme mitjangant el métode HPLC utilitzant un kit
de BioRAD, d’acord amb els protocols del Clinical and Laboratory Standard

" La deteccio

Institute (National Comitee for Clinical Laboratory Standards)
minima va ser de 5ng/ml amb un coeficient de variacio inter-assaig de 4.5%.
L’analisi va ser validada pel German Programme of External Evaluation of

Quality (DGKL-RFB-Referencezinstutuk fur Bionalytik), amb un resultat

satisfactori en el 100% dels casos.
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3.3 RECOLLIDA DE DADES

3.3.1. Resultats Perinatals:

Diabetis gestacional: La informacio sobre el diagnostic de diabetis gestacional

va ser recollida de la historia clinica de la gestant. D’acord amb les
recomanacions de la Societat Espanyola de Ginecologia i Obstetricia, es va
realitzar el cribratge de la diabetis gestacional a totes les gestants entre la
setmana 24 i la 28 mitjancant el Test d’'O’Sullivan (determinacio de la glicémia
despres d’'una hora de la ingesta de 50 grams de glucosa). A les dones que van
obtenir una glicémia igual o superior a 7.8 mmol/l se’ls hi va sotmetre, entre una
i dues setmanes després, al Test de tolerancia oral a la glucosa amb 100
grams de glucosa. Es va diagnosticar de Diabetis gestacional seguint els
criteris de la National Diabetis Data Group: dos o més valors superiors a
5.8mmol/l de basal, 10.6mmol/l a 'hora, 9.2mmol/l a les dues hores o 8.1mmol/l

a les tres hores'*.

Part preterme: Els parts esdevinguts abans de la setmana 37 es van definir

com a parts preterme. Cal dir en aquest sentit que es va utilitzar la longitud
crani-caudal mesurada a l'ecografia del primer trimestre per datar la gestacié
quan la diferéncia amb la datacié per data d’ultima menstruacié diferia en 7 o

més dies (12% dels casos)'®.
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Tipus de part: Es va realitzar la seguent classificacié sobre el tipus de part:

- Vaginal

- Cesaria electiva: quan la cesaria es realitzava abans de l'inici del treball de
part.

- Cesaria urgent: quan la cesaria s’indicava despreés de l'inici del part per risc
de pérdua del benestar fetal.

- Cesaria no electiva/no urgent: quan es va indicar per part estacionat,

desproporcio pélvico-fetal o induccio fallida.

Mesures antropométriques: El pes del nadd al néixer (expressat en grams) va

ser mesurat per la llevadora o llevador que va atendre el part. En canvi, la talla i
la circumferéncia cefalica (expressades totes dues en centimetres) varen ser
mesurades abans de les 12 hores post-part per part d’'infermeria de la planta

d’hospitalitzacié.

Alteracions del creixement fetal: D’acord amb les corbes nacionals de

creixement'#*

, €s van considerar els nadons com a petits per edat gestacional
quan el pes al naixement va ser inferior al percentil 10. Es va definir el retard de
creixement intrauteri quan aquest pes va ser inferior al percentil 5 del pes
esperat basat en el potencial de creixement, calculat a partir de I'edat
gestacional, sexe, edat materna, algada i pes pre-concepcional de la mare ',

També es va dividir el pes en tres categories: inferior a 2500gr, de 2500 a

4000gr i superior a 4000gr.

48



3.3.2. Factors determinants de la vitamina D

Es van recollir dades sobre potencials factors descrits a la literatura amb una
possible associacié tant amb els nivells materns de vitamina D com amb els
resultats perinatals que es volien analitzar. Per aquest motiu es van utilitzar dos
questionaris: un al primer trimestre i un altre al tercer.

Dels questionaris realitzats al primer trimestre es van obtenir dades sobre les
seguents variables:

- Edat

- Paritat: es van definir dues categories: nul-liparitat i multiparitat.

- Pais de naixement: es va distingir entre les gestants nascudes a Espanya i
les nascudes a pais estranger.

- Etnia: aquesta variable va tenir dues categories: raca blanca i la resta de
races (raga no blanca).

- Classe social: definida com a tipus d’ocupacié durant la gestacio, utilitzant

8" classe alta

I'adaptacié espanyola del sistema de codificacié ISCO8
(tipus I/ll: directors i gerents / téecnics i professionals cientifics i
intel-lectuals), classe mitjana (tipus lll: tecnics i professionals de suport
qualificats), classe baixa (tipus IV/V: treballadors no qualificats, no

ocupacio).

- Nivell destudis: classificats en primaris o inferiors, secundaris, i

universitaris.

- index de massa corporal (IMC) pregestacional (Kg/m?): basat en la talla

mesurada en el moment del reclutament i el pes anterior a 'embaras referit
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per la gestant. S’han utilitzat tres categories: baix pes (<18.5), pes normal
(18.5-24.99), sobrepés / pes (=25).

Activitat fisica: s’han considerat tres nivells d’activitat fisica durant el primer

trimestre de I'embaras: inactivitat o poca activitat, activitat moderada i
activitat intensa.

Consum de tabac: definit com a consum durant el primer trimestre o no

consum. També s’han considerat el nombre de cigarretes diaries.

Consum d’alcohol: definit com a consum almenys un cop al mes durant el

primer trimestre o no consum.

Consum de peix es va determinar a partir d’'un questionari semi-quantitatiu

validat de 100 items sobre frequéncies d’alimentacio de la gestant des de la
data d’'ultima menstruacio fins al tercer mes de gestacio, versio adaptada
|147

del questionari Willett per a gestants de I'ambit espanyo

Consum calodric (Kcal/dia): es va calcular a partir del questionari semi-

quantitatiu d’alimentacio.

Vitamina D procedent de la dieta: en primer lloc es va obtenir informacid

sobre el contingut de vitamina D dels diferents aliments a partir de taules

148

espanyoles'® i també les publicades pel US Department of Agriculture.

Suplements de vitamina D: es va obtenir informacié sobre la dosi a partir del

la composicié del polivitaminic utilitzat, aixi com sobre la posologia i temps

de consum.

Dels questionaris realitzats al tercer trimestre es va recollir informacié sobre el

consum de tabac, alcohol i calories.

El pes matern durant 'embaras es va obtenir de la historia clinica i la variable

guany de pes es va classificar com a: recomanat, inferior al recomanat i
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superior al recomanat, segons les guies de 'lOM®.

3.4. ANALISI ESTADISTICA

S’ha realitzat un analisi bivariant utilitzant el test estadistic x° per a les variables
categoriques i un analisi de la variancia per a les variables continues amb
distribucié normal.

La concentraci6 de 25-didroxivitamina D3 s’ha considerat com a variable
continua i com a variable categorica dividida en tres categories: superior a
30ng/ml (concentracid optima), 20-30ng/ml (insuficiéncia) i inferior a 20ng/mi
(deficiéncia)'®®.

Factors determinants

L’associacio entre la deficiéncia i insuficiencia de vitamina D i els potencials
factors determinants s’ha analitzat mitjangant regressio logistica multinomial,
introduint en el model les seguents variables com a predictores: area d’estudi,
estacié de I'any en que es realitza I'extraccio, edat gestacidé en el moment de
I'extraccio, pais d’origen de la mare, étnia, edat materna, paritat, classe social,
nivell d’estudis, index de massa corporal pre-concepcional, guany de pes
durant I'embaras, consum d’alcohol i tabac, activitat fisica, consum de vitamina
D procedent de la dieta, us de suplements de vitamina D i tipus de peix
consumit. La mesura d’associacio utilitzada ha estat el Risc Relatiu (RR) amb el
corresponent 95% CI.

S’ha realitzat una analisi de regressio lineal multivariable per tal d’estudiar

'associacid entre la concentracié de 25-hidroxivitamina D i els mateixos factors
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predictors anteriorment citats, mesurada mitjangant coeficients de regressio,

amb el corresponent 95% d'’interval de confianga (ClI).

Resultats Perinatals:

Tenint en compte que la variacié temporal observada dels nivells de 25-
hidroxivitamina D3 segueix un patr6 sinusoidal, s’ha tractat la variable seguint
un model cosinor'®. La prediccid de la mitjana anual de 25-hidroxivitamina D
derivada d’aquest model sinusoidal (basat en el mes de la recollida de sang de
cada dona), es va restar del valor real observat. D’aquesta forma, es va crear la
variable “vitamina D ajustada per estacionalitat”’’.

La relacié lineal dosi-resposta entre els nivells de 25-hidroxivitamina Ds
materna i els resultats perinatals s’ha avaluat mitjangant models additius
generalitzats ajustats mitjancant el test de likelihood ratio'?.

S’ha realitzat una analisi de regressio linear multivariable entre la concentracio
de 25-hidroxiviramina D; materna i les variables continues (pes, algcada i
circumferéncia cefalica del nadd), mesurant les associacions mitjangant
coeficients de regressio amb el seu corresponent 95% (ClI).

S’han construit models de regressié binomial i multinomial per tal d’estimar
'associacié ajustada per factors de confusié entre els nivells de 25-
hidroxivitamina D3 i les variables binaries i el tipus de part, respectivament. La

mesura d’associacio utilitzada ha estat el Risc Relatiu (RR) amb el 95%

d’interval de confianga corresponent.

Tota l'analisi estadistica s’ha realitzat utilitzant el programa informatic STATA

versidé 12.0 (StataCorp, College Station,Texas, USA). El nivell de significacio
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estadistica s’ha establert per a p<0.05.

3.5. ASPECTES ETICS

Totes les gestants participants van signar un document de consentiment
informat després de realitzar I'explicacio de I'estudi i els seus objectius. A I
Annexa 1 s’adjunta el model d’aquest document i a I' Annexa 2 el full
d’informacio entregat a la gestant.

Per altra banda, I'estudi va ser aprovat per tots els comites etics dels centres

participants.

3.6. FINANCAMENT

L’estudi INMA ha estat financat per subvencions i beques procedents de:

- Instituto Carlos Il i Ministerio de Sanidad de Espana: FIS 97/0588; 00/0021-
2, PI061756; PS0901958; FIS-FEDER 03/1615, 04/1509, 04/112, 04/1931,
05/1079, 05/1052, 06/1213, 07/0314 i 09/02647; FIS-Pl041436, FIS-
Pl1081151, FIS-PI06/0867, FIS-PS09/00090, FISS-PI042018, i FISS-
P10902311.

- Universidad de Oviedo.

- Conselleria de Sanitat de la Generalitat Valenciana.

- Generalitat de Catalunya: CIRIT 1999SG 000241.

- Departament de Salut del Govern Basc: 2005111093 i 2009111069.

- Govern Provincial de Guipuzkoa: DFG06/004 i DFG08/001.

- Fundacié Roger Torné
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4. RESULTATS






4.1. FACTORS DETERMINANTS DELS NIVELLS DE VITAMINA D

Caracteristiques de la poblacié d’estudi

La mitjana d’edat materna va ser de 30.4 (DE:4.3) anys i la mitjana d’edat
gestacional en el moment de I'extraccio va ser de 13.3 (DE:1.5) setmanes. El
90.6% de les dones eren d’origen espanyol i el 54.8% eren nul-lipares. Del total
de gestants, el 26.8% tenien un nivell d’estudis baix (estudis primaris o menys) i
el 20.9% provenien de classe social alta. El 25.9% de les dones eren obeses o
tenien sobrepés abans de la gestacio, i un 18.9% del total de les gestants van
presentar un guany de pes durant 'embaras superior al recomanat. Per altra
banda, el 18.5% de les dones va referir realitzar una activitat fisica intensa
durant la gestacio.

Pel que fa a habits de consum, el 18.5% i el 23.5% de la mostra va referir fumar
i consumir alcohol durant I'embaras, respectivament. El consum de peixos
grassos grans i petits més d'un cop per setmana va ser de 7.5% i 10.5%,
respectivament; i el 53.6% de les dones va referir consumir peix magre més de
tres cops per setmana. Només el 18.2% de les gestants van prendre

suplements de vitamina D.

Nivells de vitamina D:

La mitjana de concentracio de 25-hidroxivitamina D3 va ser de 30.2ng/ml, amb
un rang d'inter-quartil de 22.7 a 37.6. El 31% i el 18% de les gestants
presentaven insuficiéncia i deficiéncia de vitamina D, respectivament.

La concentracid de 25-hidroxivitamina D3 va ser diferent depenent de I'area
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d’estudi. Aixi, les dones que provenien de l'area més al sud (Valéncia) van

presentar nivells més elevats de 25-hidroxivitamina Ds.

Com era d’esperar, es va trobar una variacié estacional dels nivells de vitamina

D de forma significativa, amb les concentracions més elevades als mesos

d’estiu i les més baixes als mesos d’hivern.

A la Taula 2 es mostren les concentracions de 25-hidroxivitamina D en funcié

de les caracteristiques de la poblacié d’estudi.

Taula 2. Concentracio de 25-hidroxivitamina D3 segons les caracteristiques de

les gestants.

Area estudi
Guipuzkoa
Sabadell
Valéncia

Estaci6 de I'any
Hivern
Primavera
Estiu
Tardor

Edat gestacional mostra

(setm.), mitjana (DE)

Pais d’origen
Espanya
P. Estranger

Etnia
Blanca
No-blanca

Edat (anys), mitjana (DE)

Paritat
0
1
+2

Total Categoria 25(0OH)D3, n(%)

%

mitjana Optima Insuficiéncia Deficiéncia
N (DE) N=1038 N=631 N=367 p
612 30.6(12.4) 281(27.1) 218(34.5) 113(30.8) <0.001
642 29.2(11.6) 310(29.9) 183(29.0) 149(40.6)
782 32.1(11.0) 447(43.1) 230(36.5) 105(28.6)
461 26.6(10.7) 168 (16.2) 158 (25.0) 135 (36.8) <0.001
508 28.9(12.1) 224 (21.5) 158 (25.0) 126 (34.3)
545 36.0(11.1) 383 (36.9) 139 (22.0) 23 (6.3)
522 30.7(10.6) 263 (25.3) 176 (27.9) 83 (22.6)
2030 13.3(1.5) 13.2(1.5) 13.3 (1.3) 12.6 (1.7) <0.001
1836 30.8(11.4) 946 (91.3) 571 (90.9) 319 (87.9) 0.146
191  30.3(13.8) 90 (8.7) 57 (9.1) 44 (12.1)
1948 30.8(11.6) 998 (96.2) 605 (96.3) 345 (94.5) 0.303
82 30.4(14.4) 39(3.8) 23 (3.7) 20 (5.5)
2036 30.4 (4.3) 30.3 (4.3) 30.1 (4.3) 29.7 (4.) <0.001
1100 30.3(11.8) 548 (52.9) 344 (54.8) 218 (60.1) 0.150
767 31.1(11.3) 403(38.9) 243 (38.7) 121 (33.3)
150 32.6(12.6) 85(8.2) 41 (6.5) 24(6.6)
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Classe social
Alta
Mitja
Baixa

Nivell d’estudis
Primaris o menys
Secundaris
Universitaris

IMC

pregestacional(kg/m?
18.5-24.99
<18.5
25-29.99
=30

Guany de pes gestacional
Recomanat
Inferior al recomanat
Superior al recomanat

Tabac durant gestacié
No
Si

Consum alcohol
No
Si

Activitat fisica
Inactiva/poc activa
Moderada
Intensa

Vitamina D de dieta (mcg)

(tercils)
0.10-2.04
2.04-3.20
>3.20

Suplements Vitamina D
No
Si

Consum peix gras petit

(cops per setm.)

0

0-1

> 1
Consum peix gras gran
(cops per setm.)

0

0-1

> 1
Consum peix magre
(cops per setm.)

0-2

2-3

>3

424
549
1058

542
824
660

1404
98
365
161

713
443
706

1558
353

1470
451

805
727
358

673
667
673

1661
370

1006
855
152

858
949
206

632
302
1079

32.6(11.9)
31.1(11.1)
29.9(11.8)

29.9(11.5)
30.3(11.4)
32.0(12.1)

31.2(11.7)
30.3(13.0)
29.7(11.4)
29.9(10.9)

30.7(11.6)
30.9(12.4)
30.7(11.4)

31.1(11.7)
29.1(11.4)

30.6(11.6)
31.4(11.9)

30.0(11.3)
31.0(11.9)
31.9(11.9)

30.8(10.9)
30.8(11,7)
30.8(12.4)

29.8(11.7)
35.1(10.7)

30.3(11.8)
31.6(11.6)
30.3(10.8)

30.5(11.6)
31.0(11.8)
31.2(11.6)

30.4(11.2)
31.4(11.7)
30.9(12.0)

237 (22.8)
298 (28.0)
510 (49.2)

270 (26.1)
405 (39.1)
360 (34.8)

741 (71.5)
44 (4.2)
168 (16.2)
84 (8.1)

360 (37.9)
226 (23.8)
364 (38.3)

518 (83.4)
163 (16.6)

739 (74.6)
252 (25.4)

395 (40.8)
379 (39.1)
195 (20.1)

358 (34.6)
329 (31.8)
347 (33.6)

780 (75.2)
257 (24.8)

491 (47.5)
464 (44.9)
79 (7.6)

431 (41.7)
502 (48.6)
101 (9.8)

318 (30.8)
162 (15.7)
554 (63.6)

133 (21.1)
168 (26.7)
328 (52.2)

159 (25.3)
274 (43.6)
195 (31.1)

423 (67.4)
36 (5.7)
125 (19.9)
44 (7.0)

232 (40.1)
129 (22.3)
217 (37.5)

483 (82.4)
103 (17.6)

470 (79.8)
119 (20.2)

254 (43.5)
226 (38.7)
104 (17.8)

204 (32.9)
228 (36.8)
188 (30.3)

541 (86.0)
88 (14.0)

320 (51.6)
259 (41.8)
41 (6.6)

276 (44.5)
274 (44.2)
70 (11.3)

198 (31.9)
94 (15.2)
328 (52.9)

54 (14.8)
91 (24.9)
220 (60.3)

113 (31.1)
145 (39.9)
105 (28.9)

240 (66.1)
18 (5.0)
72 (19.8)
33 (9.1)

121 (36.2)
88 (26.4)
125 (37.4)

257 (74.7)
87 (25.3)

261 (76.5)
80 (23.5)

156 (46.3)
122 (36.2)
58 (17.5)

111 (30.9)
110 (30.6)
138 (38.4)

340 (93.1)
25 (6.9)

195 (54.3)
132 (36.8)
32 (8.9)

151 (42.1)
173 (48.2)
35 (9.7)

116 (32.3)
46 (12.8)
197 (54.9)

0.003

0.068

0.203

0.653

0.001

0.060

0.407

0.053

<0.001

0.066

0.493

0.751
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Factors associats als nivells de vitamina D:

Mitjangant I'analisi multivariable (Taula 2 de l'article 1), es va observar que la
concentracio de 25-hidroxivitamina D3, respecte a I'hivern, va ser més elevada
a l'estiu, amb un coeficient de 9.46 (95%CI:8.01-10.9); a la tardor, amb un
coeficient de 4.37 (95%CI:2.89-5.85); i a la primavera, amb un coeficient de
1.75 (95%CI1:0.28-3.22). Els nivells de 25-hidroxivitamina D3 també es van
trobar més elevats amb l'edat materna (coeficient=0.19, 95%CI:0.05-0.33),
I'activitat fisica intensa (coeficient=2.22, 95%CI:0.78-3.65) i I'us de suplements
de vitamina D (coeficient=4.81, 95%CI:3.21-6.41).

En canvi, la classe social baixa i el consum de tabac durant la gestacio es van
relacionar amb concentracions més baixes de 25-hidroxivitamina D3, amb uns
coeficients de -1.93 (95%Cl:-3.62 a -0.25) i -1.43 (95%CI:-2.81 a -0.05).

No es van trobar associacions amb I'area d’estudi, I'edat gestacional en el
moment de I'extraccio, pais d’origen i etnia materna, paritat, nivell d’estudis,
index de massa corporal, guany de pes durant la gestacié, consum d’alcohol, ni

tipus de peix consumit.

Factors de risc d’insuficiéncia i deficiéncia de vitamina D:

L’analisi multivariable va mostrar que la latitud, l'estiu i I'Us de vitamina D
disminueixen el risc d’insuficiencia i deficiencia de vitamina D. L’edat materna
es trobaria associada a un risc inferior d’insuficiéncia i, en canvi, el consum de
tabac incrementaria el risc de deficiencia.

No es va trobar associacio entre la deficiencia o insuficiéncia de vitamina D i els
seguents factors: pais d’origen, nivell d’estudis, index de massa corporal,

guany de pes i tipus de peix consumit.
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Aquests resultats es mostren a la Taula 3 de I'article 1.

4.2. VITAMINA D | RESULTATS PERINATALS

Caracteristiques de la poblacié d'estudi:

De les 2358 dones que es van incloure en la segona fase de l'estudi (article 2)
nomes el 4% eren immigrants. La mitjana d'edat en el moment del part va ser
de 32.0 (DE: 4.2) anys i el 56% eren nul-lipares. El 25% de les mares tenien un
nivell baix d'estudis (estudis primaris o sense estudis) i el 21.1% provenien de
classe social alta. El 27% de les dones presentaven sobrepés o obesitat abans
de la gestacio. Del total de les gestants incloses, el 16% van fumar durant la

gestacio i el 20% van consumir alcohol.

Nivells de vitamina D:

La mitjana de concentracio de 25-hidroxivitamina D3 en la poblacié estudiada
va ser de 29.4ng/ml, amb un rang d'inter-quartil de 21.8 a 37.2. Un total de
31.8% i 19.7% de les gestants presentaven insuficiencia o deficiencia,
respectivament.

La concentracio de 25-hidroxivitamina D3 va ser significativament diferent entre
les arees d’estudi, amb els nivells més elevats en les gestants de Valéncia i els
més baixos en les gestants d’Asturies.

Els nivells de 25-hidroxivitamina D3 en funcié de les caracteristiques de les

gestants es mostren en la Taula 3.
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Taula 3: caracteristiques de les pacients segons la concentracié de 25-

hidroxivitamina D.

Quartils de 25(0H)D3 (ng/mL)

<21.8 21.8-29.4 29.4-37.2 237.2
(n=596) (n=601) (n=591) (n=594) p

Area d’estudi, %

Valencia (39°N latitud) n=741 22.0 29.5 36.0 37.0 <0.001

Sabadell (41°N latitud) n=604 28.2 22.0 26.7 246

Asturies (43°N latitud) n=453 25.7 211 13.9 15.3

Gipuzkoa (42°N latitud) n=584 242 27.5 23.4 23.1
Estacié de I'any, %

Hivern 36.2 24.5 18.6 15.5 <0.001

Primavera 34.2 26.1 20.6 21.0

Estiu 8.4 21.6 31.3 424

Tardor 21.1 27.8 29.4 21.0
Sexe nadé (masculi) 53.9 51.5 51.1 49.8 0.568
Paritat (1 o més vs 0), % 40.2 43.8 46.1 46.0 0.136
Classe social, %

Alta 16.1 21.3 21.5 26.0 <0.001

Mitjana 24.0 25.0 28.1 28.0

Baixa 59.9 53.7 50.4 46.0
Etnia materna(blanca vs altres), % 95.0 96.5 97.1 96.1 0.257
Nivell d’estudis, %

Primaris o inferiors 27.6 225 24.9 234 0.027

Secundaris 42.5 44.7 40.2 37.9

Universitaris 29.9 32.8 34.9 38.6
Edat materna (anys), mitjana (DE) 31.7 (4.5) 31.7 (4.3) 32.1 (4.0) 32.5(4.1) 0.001
Tabac durant gestacio (si vs no), % 35.3 30.2 29.0 32.7 0.102
n°cig/dia 12 setm., mitjana (DE) 1.8 (4.4) 1.3 (4.1) 0.9 (2.8) 1.2 (3.6) 0.002
Alcohol 12 setm. (g/dia), mitjana (DE) 0.33 (1.9) 0.21 (1.0) 0.35(1.2) 0.34 (1.2) 0.445
Alcohol 3% tr (g/dia), mitjana (DE) 0.34 (1.7) 0.30 (1.7) 0.33 (0.9) 0.33 (1.0) 0.996
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Taula 3 (continuacid)

Calories 12 setm. (Kcal/day), mitjana (DE) 2138 (599) 2113 (556) 2132 (512) 2152 (538)
Calories 3°" tr (Kcal/day), mitjana (DE) 2119 (570) 2085 (545) 2095 (543) 2100 (554)
IMC pregestacional (kg/m2), mitjana (DE) 23.9 (4.6) 23.8 (4.5) 23.6 (4.4) 23.2 (3.9)
IMC pregestacional (kg/m2), %
Baix pes (<18.5) 5.2 4.7 3.7 4.4
Normal (18.5-24.99) 64.2 67.7 71.4 72.7
Sobrepés (25-29.99) 215 20.6 16.4 15.8
Obesitat (=30) 9.1 7.5 8.5 7.1
Edat gestacional mostra (setm), mitjana (DE)) 13.7 (2.4) 13.5(2.2) 13.3(1.9) 13.5(2.1)

0.689

0.772

0.032

0.082

0.008

Diabetis Gestacional:

Un total de 93 dones (5%) van ser diagnosticades de diabetis gestacional. La
mitjana de la concentracié de 25-hidroxivitamina D3 no va ser diferent entre
aquestes gestants (28.42ng/ml, 95%CI: 26.31-30.70) i les que no van presentar
diabetis gestacional (28.41ng/ml, 95%: 27.93-28.89), amb un valor de p=0.990.
Després d’ajustar pels factors de confusio, no es va trobar associacio entre els
nivells baixos de 25-hidroxivitamina D3 i el risc de desenvolupar diabetis

gestacional (RR=0.92; 95%CI:0.55-1.55).

Part preterme:

Es van produir 108 parts preterme (4.6%). La mitjana de la concentracié de 25-
hidroxivitamina D3 no va ser diferent entre les dones que van presentar part
preterme (28.79ng/ml, 95% CI: 26.78-30.96) i les que van parir a terme
(28.22ng/ml, 95% CI: 27.77-28.67), amb un valor de p=0.592. Tampoc en

aquest cas es va trobar una associacio significativa entre els nivells de 25-
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hidroxivitamina D3 i el risc de part preterme, tal i com es mostra en la Taula 2

de l'article.

Via del part:

La prevalenca de cesaries a la poblacié d’estudi va ser de 17.5%. Del total de
cesaries, el 40% van ser electives, el 24.1% urgents i el 35.1% no electives/no
urgents. La mitjana de la concentracid de 25-hidroxivitamina D3 no va ser
diferent entre el part vaginal (28.27ng/ml, 95% CI: 27.79-28.76) i la cesaria
(28.04ng/ml, 95% CI: 26.99-29.13).

Després d’estratificar segons el tipus de cesaria, es va observar que els nivells
de 25-hidroxivitamina D3 no estaven associats a un risc incrementat de cesaria
electiva o urgent. En canvi, varem trobar que les dones que presentaven uns
nivells suficients de 25-hidroxivitamina D tenien un risc inferior de cesaria no

electiva/no urgent: RR=0.60, 95% CI 0.37-0.97 (Taula 3 de l'article).

Mesures antropometriques:

La mitjana (amb desviaci6 estandard, DE) del pes al néixer, talla i
circumferéncia cefalica va ser de 3272.3 (477.61) g, 49.68 (2.10) i 34.26 (1.45)
cm, respectivament. No es va trobar cap associacié entre la concentracio de
25-hidroxivitamina D3 i el pes i algada, tal i com mostra la Taula 4 de I'article.
En canvi, en els fills de mares amb nivells més elevats de 25-hidroxivitamina D3
es va observar una tendéncia a presentar una circumferencia cefalica menor,
amb un coeficient (DE) estimat pel doble de la concentracio de 25-
hidroxivitamina D de -0.10 (0.05) cm, p=0.038.

Un total de 120 nadons (5.1%) presentaven retard de creixement intrauteri i
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237 (10.1%) es van classificar com a petits per edat gestacional. Després
d’ajustar per factors de confusio, no es va trobar cap associacio entre els nivells
de 25-hidroxivitamina D3 i aquests defectes de creixement (Taula 5 de I'article).
D’igual forma, tampoc es va trobar relacié entre les diferents categories

cliniques de pes (inferior a 2500 g, entre 2500 i 4000 g i superior a 4000 g) i els

nivells circulants de 25-hidroxivitamina Ds.
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5. DISCUSSIO






5.1. FACTORS DETERMINANTS DELS NIVELLS DE VITAMINA D

En primer lloc, cal destacar I'elevada prevalenca de deficiencia de vitamina D
(18%) i insuficiéncia (31%) de vitamina D, tot i ser un estudi realitzat en un pais
europeu de latitud baixa i per tant, amb més hores d’exposicié solar. Aquests
resultats sén similars als d’altres estudis realitzats a Espanya amb anterioritat
(44.6-47.9% d’insuficiéncia i 22.7-37.2% de deficiéncia en gestants) . Per
altra banda, si bé els percentatges que hem trobat son lleugerament inferiors
als publicats en altres paisos europeus sobre poblacié gestant (36-45% de

deficiencia de vitamina D)%%

, continuen essent elevats per a un pais de la
regio sud d’Europa.

D’altra banda, s’ha de tenir en compte també que en aquest estudi s’han exclos
gestants amb malalties croniques, amb dificultat de comunicacié (dones
immigrants, per exemple) i procedents de técniques de reproduccio assistida;
tots ells potencials grups de risc de deficiéncia de vitamina D. Per tant, malgrat

aquests criteris d’exclusio utilitzats, el percentatge de deficiéncia i insuficiéncia

és elevat.

Estaci6 de I'any i area geografica:

Tant en I'article 1 com a l'article 2, els nivells de de 25-hidroxivitamina D3 durant
la gestacié van ser inferiors durant els mesos d’hivern, en comparacié amb els
d’estiu.

Els resultats també mostren diferéncies entre les tres arees d’estudi. D’aquesta
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forma, la concentracié meés elevada de 25-hidroxivitamina D3 i el percentatge
més baix de deficiéncia els trobem entre les gestants procedents de Valéncia,
I'area més al sud de les incloses.

Aquestes diferéncies respecte I'estacio de I'any i la latitud sén un reflex de les
variacions en I'exposicié a les radiacio ultraviolada B, peca clau en la sintesi de
vitamina D.

L’elevada prevalenca de deficiéncia i insuficiéncia en la poblacié estudiada, tot i
pertanyer a una regio del sud d’Europa, podria ser consequéncia de I'estil de
vida, com per exemple la tendéncia cada cop meés frequent a realitzar menys

activitats a I'exterior.

Etnia:

Es un fet conegut que la pigmentacié de la pell pot afectar la sintesi de vitamina
D i, en aquest sentit, I'étnia seria un factor important relacionat amb els nivells
de vitamina D°. En el present estudi no hem trobat diferéncies pel que fa al pais
de naixement de la gestant, si bé en les dones que no son de raga blanca
s’observa una tendéncia no significativa a presentar més deficiéncia de
vitamina D. De totes formes, en la poblacié estudiada tan sols el 9.4% de les
gestants procedien d’altres paisos, amb el 4% de dones de raga no blanca.

Aquest fet limitaria el poder estadistic per tal de detectar possibles diferencies.

Edat materna:
Els resultats mostren que les dones més joves presenten nivells més baixos de
vitamina D durant la gestacio i un risc incrementat d’insuficiéncia. En aquest

sentit, existeixen estudis previs que no han trobat aquesta diferéncia®®'%%i o’
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altres que han trobat que I'edat materna estaria relacionada de forma positiva
amb lI'us de suplements de vitamina D, suggerint una possible explicacio a

I'associacio entre edat i nivells de vitamina D%,

Paritat:
Tot i que s’ha publicat una relacié inversa entre la paritat i els nivells de

vitamina D%104

, els resultats d’aquest estudi mostren només una associacio
significativa amb el risc de deficiéncia de vitamina D en l'analisi univariable,

perd que no es confirma després d’'ajustar per factors de confusio.

Classe social i nivell d’estudis:

Les gestants de la poblacio estudiada que pertanyen a una classe social baixa
presenten nivells de 25-hidroxivitamina D3 més baixos i un risc incrementat de
deficiéncia i insuficieéncia de vitamina D. Diferents estudis han trobat nivells de

vitamina D inferiors en dones gestants amb un baix nivell d’estudis®*"’

, fet que
s’acostuma a associar a classes socioecondomiques baixes. En aquest estudi
hem trobat una tendéncia a que les mares amb un nivell d’estudi baix presentin

nivells de vitamina D més baixos.

Tabaquisme:

Els resultats de I'estudi mostren que el consum de tabac durant la gestacio es
troba associat amb una concentracié baixa de 25-hidroxivitamina D3 i un risc
incrementat de deficiéncia de vitamina D. Aquesta relacio ja s’ha publicat amb

t96,125

anteriorita , pero el mecanisme principal pel qual es produeix I'associacio

encara es desconeix.
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Activitat fisica:

Segons els resultats obtinguts, I'activitat fisica intensa durant 'embaras s’ha
relacionat amb concentracions més elevades de 25-hidroxivitamina Ds;. En
aquest sentit, altres autors han publicat dades similars, sobretot pel que fa a
I'activitat fisica que es practica a I'exterior i, per tant, amb una possible relacio

amb I'exposicié solar'®,

Suplements de vitamina D:

Tot i que només el 18.2% de les gestants participants van referir I'is de
suplements de vitamina D, l'associacié trobada amb els nivells de 25-
hidroxivitamina D3 i el risc de deficiéncia i insuficiéncia de vitamina D ha estat
significativa de forma important, en concordangca amb els resultats d’altres
estudis®® %2 A Espanya, el suplements de vitamina D durant la gestacié sén
donats en forma de multivitaminics. El fet de que no tots en contenen i de que
no existeix un clar consens per a la seva recomanacié pot haver influit en la

baixa taxa d’uUs.

index de massa corporal i guany de pes:

En aquest estudi no s’ha trobat associacié entre els nivells de vitamina D o el
risc de deficiéncia o insuficiéncia de vitamina D i I'index de massa corporal o
'increment de pes durant la gestacié. Aquests factors, perd, han estat
préviament descrits com a potencials determinants de la concentracio de 25-
hidroxivitamina D%1%%1% | 3 falta de poder estadistic de I'estudi i el fet de que
el pes pre-gestacional sigui referit per la pacient, podrien explicar aquesta

discrepancia amb estudis anteriors.
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5.2. VITAMINA D | RESULTATS PERINATALS

En aquesta segona fase de I'estudi, que correspon l'article 2, hem trobat una
prevalenca d’insuficiencia i deficiencia del 31.8% i 19.6%, respectivament.
Aquests percentatges son similars als publicats en anteriors estudis, que
mostraven que els nivells suboptims de vitamina D son frequents en les dones

gestants®®2,

Diabetis Gestacional:

1100,111,112,114,115,128 " o nostre estudi no mostra

A diferéncia d’altres publicacions
un risc incrementat de Diabetis Gestacional en embarassades amb
insuficiéncia o deficiencia de vitamina D. Aquesta discrepancia podria ser
consequéncia de varis factors: les diferéncies en l'edat gestacional en el
moment de I'extraccio, el nombre inferior de casos, i la utilitzacié de criteris
diagnostics diferents. A Espanya, al contrari que en altres paisos, no s’han
adoptat els criteris de '’American Diabetes Association (ADA). Si els criteris de
I’ADA s’implementessin a la poblacio d’Espanya, aixd podria incrementar fins el

30% la prevalengca de Diabetis Gestacional sense augmentar de forma

substancial el diagnostic de resultats perinatals adversos'>.

Part preterme:

En el nostre estudi, el 4.6% de les gestants han presentat un part preterme,
perd aquest fet no s’ha associat amb els nivells de 25-hidroxivitamina Ds. La
relacio del part preterme amb els nivells de vitamina D ha estat publicada amb
anterioritat’**'®,  perd altres estudis com el nostre no han trobat

associaci¢'¥1%4,
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Via del part:

En el present estudi hem trobat una associacio significativa entre la
concentracio de 25-hidroxivitamina D3 materna i el risc de cesaria indicada per
part estacionat, induccié fallida o desproporcié péelvico-fetal, perd no per cesaria
electiva o urgent. Aquests resultats, similars a altres estudis publicats amb

anterioritat'?>'%®

, suggereixen que l'efecte de la vitamina D sobre el rendiment
del muscul llis esquelétic i la forca muscular podria ser beneficiés per a un
correcte progrés del part'®’. Per tant, altres estudis serien necessaris per tal

d’aclarir aquest aspecte.

Mesures antropometriques:

A diferéncia d’altres estudis'®®, no hem trobat una associacié significativa entre
els nivells de 25-hidroxivitamina D3 materns i el pes al néixer (ni tractat com a
variable continua ni com a variable categorica), algada, risc de retard de
creixement intrauteri ni risc de petit per edat gestacional. Els nostres resultats
suggereixen que, si bé la concentraci6 de 25-hidroxivitamina D3 no estaria
relacionada amb fetus amb defectes de creixement, existiria una tendéncia a
presentar perimetres cefalics més petits amb nivells més elevats de 25-
hidroxivitamina D3. No obstant, la reducciéo en la circumferencia cefalica és
massa petita per poder concloure que existeix una associacid clinica

significativa.
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5.3. PUNTS FORTS | LIMITACIONS DE L’ESTUDI

Un dels principals punts forts d’aquest estudi és el seu disseny prospectiu, amb
una cohort de naixement que inclou un important nombre de gestants que
procedeixen de varies zones geografiques d’Espanya. Per altra banda, s’ha
analitzat la concentracié de 25-hidroxivitamina D3, considerada la millor mesura
dels nivells de vitamina D en humans. A nivell de la primera fase de I'estudi,
s’han avaluat un nombre important de potencials factors determinats a I’hora de
realitzar els models multivariables.

D’igual forma, en la segona fase de I'estudi, la utilitzacié d’'una mitjana anual
estimada de 25-hidroxivitamina D3 tenint en compte la variacio estacional de la
mateixa i el fet de realitzar un analisi multivariable ajustat per multiples factors
de confusio, es podrien considerar punts de fortalesa

Pero I'estudi presenta també algunes limitacions. En primer lloc, no s’han pogut
mesurar la concentracid de 25-hidroxivitamina D3 en totes les participats
elegibles, el que pot ocasionar un possible biaix de seleccié. També cal tenir en
compte el fet que només s’hagi realitzat una unica determinacié de 25-
hidroxivitamina D3 per gestant, el que podria no reflectir els nivells durant tota la
gestacio. No s’ha determinat la 25-hidroxivitamina D,, perd de forma general el
90% de la 25-hidroxivitamina D circulant és en forma de Dj;. Finalment, la
utilitzacié de questionaris podrien haver donat lloc a un biaix d’informacio.

Per altra banda, el fet que els resultats perinatals estudiats presentin una
prevalengca baixa ha pogut limitar el poder estadistic per tal de detectar
possibles diferencies significatives.

Una altra limitacié considerable és el fet de no haver pogut avaluar la possible
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associacio entre els nivells de vitamina D i el risc de preeclampsia, una
important patologia obstétrica que diferents publicacions han relacionat amb la

deficiéncia de vitamina D""6-118.136.155
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6. CONCLUSIONS FINALS






. Només una de cada dues dones de la poblacié presenta nivells optims
de 25-hidroxivitamina D durant 'embaras (superiors a 30ng/ml). Les
prevalences de deficiéncia i insuficiencia de vitamina D trobades sén
elevades (18% i 31%, respectivament), tot i pertanyer a una area
geografica de latitud baixa i tractar-se d’'una poblacio de gestants de baix

risc.

. En relaci6 amb els nivells de vitamina D de les gestants de la nostra
poblacid, aquests s’han relacionat amb I'estacio de I'any en qué s’ha
realitzat la determinacio, la latitud de I'area geografica a la que
pertanyen, I'edat de I'embarassada, el nivell sdcio-econdmic, el nivell
d’estudis, el consum de tabac, I'activitat fisica intensa durant la gestacio i

I'ds de suplements de vitamina D.

. Les gestants amb nivells optims de vitamina D (25-hidroxivitamina D3
igual o superior a 30ng/ml) van presentar de forma significativa una
disminucié del risc de cesaria per obstruccio en la progressio del part; és

a dir, per part estacionat, desproporcio pélvico-fetal o induccio6 fallida.

. Els nivells de 25-hidroxivitamina D; de les gestants de la poblacié
estudiada no s’han associat amb l'aparicid de Diabetis gestacional ni

amb el part preterme.

. Respecte a les mesures antropomeétriques dels nadons, hem observat
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una tendencia a presentar perimetres cefalics més petits en els fills de
mares amb nivells més elevats de 25-hidroxivitamina D3, sense trobar
cap relacio entre els nivells materns de vitamina D i la resta de mesures.
La reduccié en la circumferéncia cefalica és massa petita per poder

concloure que existeix una associacio clinica significativa.

No s’ha trobat associacié entre la concentracid de 25-hidroxivitamina D
durant la gestacio i alteracions fetals de creixement (retard de

creixement intrauteri o fetus petits per edat gestacional).

Segons els resultats obtinguts, es podrien suggerir una serie de
recomanacions en dones gestants per tal d'intentar augmentar els nivells
de vitamina D durant I'embaras i reduir els potencials efectes adversos
derivats del seu déficit sobre la salut, tant materna com fetal. Aquests
consells sobre habits saludables podrien ser: una adequada exposicio
solar, activitat fisica a I'exterior, no consumir tabac, promocio6 de la dieta

rica en vitamina D i, probablement, I'is de suplements de vitamina D.
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Abstract

Background: Population-based data on vitamin D status in pregnancy in southern European countries are scarce.
We assessed the prevalence and determinants of vitamin D insufficiency and deficiency in pregnancy in Spain.
Methods: Plasma 25-hydroxyvitamin D3 (25(OH)D3) concentration was measured at the first trimester of gestation
in 2,036 pregnant women from several geographical areas of Spain (latitude 39—42°N). Uni- and multivariable
regression models were conducted to identify predictors of circulating 25(OH)D3 concentration and vitamin D
insufficiency (20-30 ng/mL) and deficiency (<20 ng/mL).

Results: Thirty-one per cent and 18% of women were vitamin D insufficient and deficient, respectively. Season at
blood collection, latitude, age, social class, tobacco smoking, physical activity and use of vitamin D supplements
were identified as independent determinants of 25(OH)D3 concentration. Lower risk of vitamin D insufficiency
and deficiency was associated with summer season at blood collection (RR for insufficiency = 0.34, confidence
intervals (CI) 0.25, 0.48; and RR for deficiency = 0.07, 95% CI 0.04, 0.12), southern latitude (RR for
insufficiency = 0.71, 95% CI 0.50, 1.02; RR for deficiency = 0.60, 95% CI 0.38, 0.94); use of vitamin D supplements
(RR for insufficiency = 0.50, 95% CI 0.35, 0.71; RR for deficiency = 0.24, 95% CI 0.14, 0.41); and strong physical
activity (RR for insufficiency = 0.80, 95% CI 0.58, 1.09; and RR for deficiency = 0.67, 95% CI 0.46, 1.03). Higher risk
of vitamin D deficiency was related to lower social class (RR = 1.94, 95% CI 1.19, 3.16) and smoking (RR = 1.76,
95% CI11.23,2.54).

Conclusions: Vitamin D insufficiency and deficiency are highly prevalent in pregnancy. Recommendations and
policies to detect and prevent hypovitaminosis D during pregnancy should be developed taking into account the
associated factors.

Keywords: deficiency, determinants, insufficiency, pregnancy, vitamin D.

. . . . . . . .12
The discovery that most human tissues, including pla- classic action on calcium and bone homoeostasis.

centa, express vitamin D receptors has provided new
insights into the functions of this vitamin beyond the
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Adequate vitamin D status is associated with lower
risk of cancer, cardiovascular and autoimmune dis-
eases, neurological disorders and diabetes.® In addi-
tion, studies have shown that vitamin D deficiency
during pregnancy is associated with multiple adverse
health outcomes in mothers and offspring including
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gestational diabetes, pre-eclampsia, and higher risk of
caesarean, premature birth, low birth weight, fetal
growth restriction, low respiratory tract infections and
impaired neuropsychological development.*”

There is a growing concern about the magnitude of
the high prevalence of vitamin D deficiency world-
wide among the general population, including preg-

nant women.&9

Results from previous surveys
suggest that both vitamin D insufficiency and defi-
ciency among pregnant women is common in Europe,
not only in countries located at a high latitude’ '* but
also in regions with high level of sunshine.® To this
regard, studies conducted in Spain have reported high
prevalence of suboptimal levels of vitamin D among
women of childbearing age and pregnant women.'*"?
Exposure to sunlight, diet and dietary supplements
are main sources of vitamin D for humans. As few
food items contain or are fortified with vitamin D, the
skin synthesis of vitamin D induced by ultraviolet B
radiation (UVB) is the main determinant of vitamin D
status in the population.' Factors that have been asso-
ciated with circulating levels of vitamin D include lati-
tude, season at blood collection, skin tone, age,
ethnicity, parity, genetic background, socioeconomic
position, smoking and alcohol habits, and obesity.'*'”
There is little population-based data available to
quantify the degree of vitamin D insufficiency and
deficiency in pregnant women in Spain, a region with
high level of sunshine. Moreover, understanding the
determinants of vitamin D status in pregnancy is nec-
essary in an effort to guide future public health poli-
cies and vitamin D intakes during pregnancy. This
warrants an examination of the impact of the individ-
ual factors influencing vitamin D status. The aims of
the present study were to quantify the prevalence of
vitamin D insufficiency and deficiency and to identify
determinants of vitamin D status in pregnant women
of a population-based cohort study conducted in sev-
eral geographical areas of Spain (latitude 39-42°N).

Methods

Study population

We used data from the INMA-INfancia y Medio
Ambiente-(Environment and Childhood) Project, a
prospective population-based birth cohort study con-
ducted in several geographical areas of Spain
(www.proyectoinma.org).'® In brief, between Novem-
ber 2003 and February 2008 a total of 2150 women

who fulfilled the inclusion criteria (=16 years of age,
intention to deliver at the reference hospital, no prob-
lems of communication, singleton pregnancy, and no
assisted conception) were recruited during the first
prenatal visit in three areas of study: Valencia (39°N
latitude, n = 855), Sabadell (41°N latitude, n = 657),
and Gipuzkoa (42°N latitude, n = 638). A common
characteristic of these areas is that the vast majority of
the population attends the public health sector. From
54% to 68% of the eligible pregnant women agreed to
participate (54% in Valencia, 60% in Sabadell, and
68% in Gipuzkoa). Circulating 25(OH)D3 concentra-
tion was determined in 2,036 pregnant women (95%
of those eligible) that were eligible for the present
study (Figure 1). There were no significant differences
between included participants and initially recruited
with respect to age, education, social class, prepreg-
nancy body mass index, tobacco smoking, vitamin D
intake from diet, and use of vitamin D supplements,
except that the included subjects tended to drink less
alcohol and reported less physical activity in preg-
nancy (data not shown). The Ethical Committees of
the centres involved in the project approved the study
and written informed consent was obtained from all
the participants.

Assessment of circulating 25(0OH)D3 concentration

A single maternal blood specimen was drawn during
pregnancy (mean (SD) 13.3 (1.5) weeks of gestation).
Samples were processed immediately and stored from
—70°C to —80°C until analysis. Quantification of
maternal plasmatic levels of 25- hydroxyvitamin D3
was performed by HPLC method by using a BioRAD
kit according to ‘Clinical and Laboratory Standard

Areas of study

Valencia {rn = 855)
Sabadell (n = 657) —>| Women recruited in pregnancy (n = 2150) |

Gipuzkoa (n = 638)

| 114 excluded
(no blood sample collection)

A4
Measurement of 25(0OH)D; (n = 2036, 95%),
eligible for this study

264 excluded
{missing data on predictors)

Y

Areas of study v
Valencia {n = 700)
Sabadell (n = 560) [ >
Gipuzkoa (n =512)

Included in multivariable models
(n=1772, 87%)

Figure 1. Flow chart of the study population.
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Institute’ (NCCLS) protocols.'” Detection limit was
5 ng/mL and inter-assay coefficient of variation was
4.5%. The assay was validated by ‘German Pro-
grammes of External Evaluation of Quality’ (DGKL-
RFB-Referencezinstutuk fur Bionalytik), and results
were satisfactory in 100% of the cases.

Determinants of circulating 25(0H)D3
concentration

We considered latitude, month and season at blood
sampling, gestational age at blood sampling, country
of birth, ethnicity, age, parity, social class, education
level, prepregnancy body mass index (BMI), gesta-
tional weight gain, physical activity, tobacco smoking
and alcohol consumption in pregnancy, use of vita-
min D supplements, dietary intake of vitamin D, and
fish intake to be potentially important determinants of
25(OH)D3 based on previous literature.

Gestational age at blood sampling was calculated
from the date of the last menstrual period reported at
recruitment and was confirmed using ultrasound
examination in week 12 of gestation. Questionnaires
during the first trimester of pregnancy obtained infor-
mation about parity (0, 1 or more), age, country of
birth (Spanish vs. foreign), ethnicity (white vs. non-
white), social class (occupation during pregnancy
based on the highest social class by using a widely
used Spanish adaptation of the international ISCOS88
coding system) (high, I-II, managers/technicians;
medium, III, skilled; low, IV-V, semiskilled/un-
skilled), education level (primary or less, secondary,
university degree), prepregnancy body mass index
(BMI) based on measured height at recruitment and
prepregnancy self-reported weight (kg/m? (under-
weight (<18.5), normal weight (18.5-24.99), over-
weight/obese (>25)), self-reported physical activity
during first trimester of pregnancy (inactive/low
active, intermediate active and strong active), tobacco
smoking during first trimester of pregnancy (no vs.
yes), and alcohol consumption during first trimester
of pregnancy (no vs. yes, defined as consumption of
alcohol beverages at least 1 time/month). Maternal
weight throughout pregnancy was extracted from
prenatal visit records and gestational weight gain was
classified as recommended, less than recommended
and more than recommended following the US Insti-
tute of Medicine (IoM) guidelines.”® Dietary fish
and vitamin D intake were determined using a vali-
dated 100-item semiquantitative food frequency

© 2016 John Wiley & Sons Ltd
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questionnaire (FFQ) interview-administered to preg-
nant women at 10-13 weeks, which included intakes
from the last menstrual period until the third month
of pregnancy. The FFQ was an adapted version of the
Willett questionnaire and validated for Spanish preg-
nant women in Valencia.?! Vitamin D content of the
food items was primarily obtained from food compo-
sition tables from the US Department of Agric:ulture,22
and other tables published for Spanish foods.** Infor-
mation on vitamin D supplement use during the first
trimester of pregnancy was collected using a struc-
tured questionnaire. Vitamin D was estimated based
on supplement brand name and composition, daily
dose and timing of consumption.

Statistical analysis

Differences in baseline characteristics of participants
across quartiles of maternal vitamin D levels were
compared using % tests for categorical variables and
analysis of variance for continuous variables with nor-
mal distribution. Maternal circulating 25(OH)D3
concentration was treated as continuous and as cate-
gorical variable divided into clinically defined cut-off
points: >30 ng/mL (optimal concentration, reference
group), 20-30 ng/mL (insufficiency), and <20 ng/mL
(deficiency).***

Uni- and multivariable associations of 25(0OD)D3
insufficiency and deficiency with examined potential
determinants were estimated through multinomial
logistic regression (comparing optimal levels with
insufficiency and deficiency) while entering the fol-
lowing variables as predictors in the basic model: area
of study, season at blood extraction, gestational age at
blood sampling, country of origin, ethnicity, age, par-
ity, social class, educational level, prepregnancy BMI,
gestational weight gain, tobacco smoking, alcohol con-
sumption, physical activity, vitamin D intake from
diet, use of vitamin D supplements, and type of fish
consumption. The measure of association was the rel-
ative risk (RR) and their corresponding 95% confi-
dence intervals (CI). Multivariable linear regression
was fitted to estimate the association between mater-
nal circulating 25(OH)D3 and the same predictors.
The associations were measured with the regression
coefficients and their corresponding 95% CI.

Analyses were conducted using STATA software,
version 12.0 (Stata Corp, College Station, TX, USA).
Statistical tests of hypotheses were two-tailed with
significance set at P < 0.05.
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Results

The characteristics of study population are shown in
Table 1. 90.6% of women were of Spanish origin.
Maternal mean (SD) age at childbirth was 30.4 (4.3)
years and mean (SD) gestational age at blood sam-
pling was 13.3 (1.5) weeks. Of the total women, 54.8%
were nulliparous, 26.8% of mothers had a low educa-
tional level (primary or less), and 20.9% were from
high social class. A per cent of women (25.9%) were
overweight/obese before pregnancy, 37.9% won
weight more than recommended, and 18.9% reported
to perform strong activity; 18.5% of women reported
tobacco smoking and 23.5% alcohol consumption dur-
ing pregnancy. The intake of large and small fatty fish
was more than once a week in 7.5% and 10.5% of the
mothers, respectively and 53.6% of the women con-
sumed lean fish more than three times per week.
Only 18.2% of women reported use of vitamin D
supplement.

The median (interquantile range) of circulating
25(OH)D3 concentration in pregnant women was
30.2 ng/mL (22.7-37.6). A total of 31% and 18% of
women were vitamin D insufficient (25(OH)D3
20-30 ng/mL) and deficient (25(OH)D3 < 20 ng/mL),
respectively. Concentration of circulating 25(OH)D3
in pregnant women differed accordingly to the lati-
tude of the area of study, with the southern area
(Valencia) showing the highest concentrations
(Table 1). We found a significant seasonal variation in
plasma 25(OH)D3 concentrations in pregnancy
(Figure 2). The highest concentrations were found in
summer months (July-September) and the lowest con-
centrations in winter months (December—February).

Associations between determinants and circulating
25(OH)D3 concentration in multivariate linear models
are shown in Table 2. We found that circulating
25(0OH)D3 concentration was higher in summer sea-
son (beta = 9.46, 95% CI 8.01, 10.9), fall (beta = 4.37,
95% CI 2.89, 5.85) and spring (beta = 1.75, 95% CI
0.28, 3.22) in comparison with winter season at blood
collection. In addition, 25(OH)D3 concentration
increased with age of women (beta = 0.19, 95% CI
0.05, 0.33), strong physical activity (beta = 2.22, 95%
CI 0.78, 3.65), and use of vitamin D supplements
(beta = 4.81, 95% CI 3.21, 6.41). In contrast, lower
social class and tobacco smoking during pregnancy
were associated with lower 25(OH)D3 concentration
(beta = —1.93, 95% CI —3.62, —0.25, and —1.43, 95% CI
—2.81, —0.05 respectively). No significant associations

were found for area of study, gestational age at blood
sampling, country of origin and ethnicity, parity, edu-
cation level, prepregnancy BMI, gestational weight
gain, alcohol consumption, vitamin D intake from
diet, and type of fish consumption.

Table 3 shows uni- and multivariable associations
of examined risk factors of vitamin D insufficiency
and deficiency. In the univariable analyses latitude of
the area of study, summer season at blood sampling,
gestational age at blood sampling, age, social class,
alcohol consumption, and use vitamin D supplements
were associated with risk of vitamin D deficiency and
insufficiency. In addition to these factors parity, edu-
cational level and tobacco smoking were associated
with vitamin D deficiency (Table 3). After adjusting
for all the other factors, latitude, summer season and
vitamin D supplement use remained associated with
risk of both vitamin D insufficiency and deficiency. In
addition, younger age was associated with vitamin D
insufficiency, and lower social class and tobacco
smoking were associated with higher risk of vitamin
D deficiency (Table 3). We did not find evidence of an
association of vitamin D deficiency or insufficiency in
pregnant women with country of origin, educational
level, prepregnancy BMI, gestational weight gain,
vitamin D intake from diet, and type of fish consump-
tion (Table 3).

Comments

This study is one of the few population-based studies
conducted in several geographical regions of Spain
evaluating vitamin D status in pregnant women and
determinants. We evaluated vitamin D status in
pregnant women by measuring plasma concentration
of 25(OH)D3 and a large number of potential deter-
minants were investigated using data of a large
population-based cohort study. The study confirms a
high prevalence of vitamin D deficiency (18%) and
insufficiency (31%) among pregnant women in Spain,
a country with high levels of sunshine. Plasma vita-
min D levels are lowest during the winter months and
among women living at southern latitudes. Younger
women, smokers and those of low socio-economic
position have lower vitamin D levels in pregnancy.
Physical activity and the use of vitamin D supple-
ments during pregnancy are associated with higher
vitamin D levels.

Our results on the prevalence of vitamin D defi-
ciency and insufficiency strengthen the findings of

© 2016 John Wiley & Sons Ltd
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Table 1. Characteristics of study population.
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25(OH)D3 categories, 1 (%)

All
Insufficiency
Optimal >30 ng/mL ~ 20-30 ng/mL  Deficiency <20 ng/mL
N Mean (SD) n =1038 n =631 n =367 P-value®
Area of study
Gipuzkoa (42°N latitude) 612 30.6 (12.4) 281 (27.1) 218 (34.5) 113 (30.8) <0.001
Sabadell (41°N latitude) 642 29.2(11.6) 310 (29.9) 183 (29.0) 149 (40.6)
Valencia (39°N latitude) 782  32.1(11.0) 447 (43.1) 230 (36.5) 105 (28.6)
Season at blood extraction
Winter 461 26.6 (10.7) 168 (16.2) 158 (25.0) 135 (36.8) <0.001
Spring 508 289 (12.1) 224 (21.5) 158 (25.0) 126 (34.3)
Summer 545  36.0 (11.1) 383 (36.9) 139 (22.0) 23 (6.3)
Fall 522 30.7 (10.6) 263 (25.3) 176 (27.9) 83 (22.6)
Gestational age at blood 2030  13.3(1.5) 13.2(1.5) 13.3(1.3) 13.5(1.7) <0.001
sampling (weeks), mean, (SD)
Country of origin
Spain 1836 30.8 (11.4) 946 (91.3) 571 (90.9) 319 (87.9) 0.146
Foreign 191  30.3(13.8) 90 (8.7) 57 (9.1) 44 (12.1)
Ethnicity
White 1948  30.8 (11.6) 998 (96.2) 605 (96.3) 345 (94.5) 0.303
Non-white 82  30.4(14.4) 393.8) 23 (3.7) 20 (5.5)
Age (years), mean (SD) 2036  30.4 (4.3) 30.7 (4.3) 30.1 (4.3) 29.7 (4.5) <0.001
Parity
0 1100  30.3(11.8) 548 (52.9) 344 (54.8) 218 (60.1) 0.150
1 767  31.1(11.3) 403 (38.9) 243 (38.7) 121 (33.3)
+2 150  32.6(12.6) 85 (8.2) 41(6.5) 24 (6.6)
Social class
High I+1I 424 32.6(11.9) 237 (22.8) 133 (21.1) 54 (14.8) 0.003
Medium ITT 549  31.1(11.1) 290 (28.0) 168 (26.7) 91 (24.9)
Low IV+V 1058  29.9(11.8) 510 (49.2) 328 (52.2) 220 (60.3)
Education level
Primary or less 542 299 (11.5) 270 (26.1) 159 (25.3) 113 (31.1) 0.068
Secondary 824  30.3(11.4) 405 (39.1) 274 (43.6) 145 (39.9)
University 660  32.0(12.1) 360 (34.8) 195 (31.1) 105 (28.9)
Prepregnancy BMI (kg/m?)
18.5-24.99 1404  31.2(11.7) 741 (71.5) 423 (67.4) 240 (66.1) 0.203
<18.5 98  30.3(13.0) 44 (4.2) 36 (5.7) 18 (5.0)
25-29.99 365  29.7(11.4) 168 (16.2) 125 (19.9) 72 (19.8)
=30 161 29.9 (10.9) 84 (8.1) 44 (7.0) 33 (9.1
Gestational weight gain
Recommended 713 30.7 (11.6) 360 (37.9) 232 (40.1) 121 (36.2) 0.653
Less than recommended 443 309 (124) 226 (23.8) 129 (22.3) 88 (26.4)
More than recommended 706 30.7 (11.4) 364 (38.3) 217 (37.5) 125 (37.4)
Smoking during 1st trimester
No 1558  31.1(11.7) 818 (83.4) 483 (82.4) 257 (74.7) 0.001
Yes 353 29.1(11.4) 163 (16.6) 103 (17.6) 87 (25.3)
Alcohol consumption during 1st trimester
No 1470  30.6 (11.6) 739 (74.6) 470 (79.8) 261 (76.5) 0.060
Yes 451 31.4(11.9) 252 (25.4) 119 (20.2) 80 (23.5)
Physical activity during 1st trimester
Inactive/low active 805  30.0(11.3) 395 (40.8) 254 (43.5) 156 (46.3) 0.407
Moderate active 727 31.0(11.9) 379 (39.1) 226 (38.7) 122 (36.2)
Strong active 358  31.9(11.9) 195 (20.1) 104 (17.8) 59 (17.5)

© 2016 John Wiley & Sons Ltd
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Table 1. Continued

25(OH)D3 categories, 1 (%)

All
Insufficiency
Optimal >30 ng/mL ~ 20-30 ng/mL  Deficiency <20 ng/mL
N Mean (SD) n = 1038 n =631 n =367 P-value®
Vitamin D intake from diet during 1st trimester (pg) (tertiles)
0.10-2.04 673 30.8(10.9) 358 (34.6) 204 (32.9) 111 (30.9) 0.053
2.04-3.20 667  30.8(11.7) 329 (31.8) 228 (36.8) 110 (30.6)
>3.20 673  30.8(12.4) 347 (33.6) 188 (30.3) 138 (38.4)
Vitamin D supplement use during 1st trimester
No 1661 29.8 (11.7) 780 (75.2) 541 (86.0) 340 (93.1) <0.001
Yes 370  35.1(10.7) 257 (24.8) 88 (14.0) 25 (6.9)
Large fatty fish intake during 1st trimester (Sv/wk)
0 times/week 1006 30.3(11.8) 491 (47.5) 320 (51.6) 195 (54.3) 0.066
0-1 times/week 855  31.6(11.6) 464 (44.9) 259 (41.8) 132 (36.8)
>1 times/week 152 30.3(10.8) 79 (7.6) 41 (6.6) 32 (8.9)
Small fatty fish (Sv/wk) during 1st trimester
0 times /week 858  30.5(11.6) 431 (41.7) 276 (44.5) 151 (42.1) 0.493
0-1 times/week 949  31.0(11.8) 502 (48.6) 274 (44.2) 173 (48.2)
>1 times/week 206 31.2(11.6) 101 (9.8) 70 (11.3) 35(09.7)
Lean fish (Sv/week) during 1st trimester
0-2 times/week 632 304 (11.2) 318 (30.8) 198 (31.9) 116 (32.3) 0.751
2-3 times/week 302 31.5(11.7) 162 (15.7) 94 (15.2) 46 (12.8)
>3 times/week 1079 30.9(12.0) 554 (63.6) 328 (52.9) 197 (54.9)

2P value determined by 77 test for categorical variables and analysis of variance for continuous variables with normal distribution.
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Figure 2. Monthly mean and 95% ClI values for 25(OH)D3 con-
centration among pregnant women in the INMA Project
(n = 2036).

previous small studies conducted in Spain among
women of childbearing age and pregnant women. A
study conducted in a socially deprived population of
women of reproductive age with a high percentage of
immigrants and urban factors including hardly any
sunlight reported that 47.9% had insufficient vitamin
D (1020 ng/mL), and 37.2% were deficient (pound

10 mg/mL)."* In addition, Pérez-Lépez et al.'® found
that a 42.4% of pregnant women from a southern
Spanish region had vitamin D insufficiency and 22.7%
had vitamin D deficiency. In accordance, previous
studies have revealed that vitamin D deficiency and
insufficiency are highly prevalent among pregnant
women of northern European countries. A national
survey in Belgium that enrolled 1311 pregnant women
found that 44.6% of them were vitamin D deficient
and 12.1% were severely vitamin D deficient (<10 ng/
dL)."" In multiethnic population of 346 pregnant
women living in London reported that 36% and 45%
of women had vitamin D deficiency and insufficiency
respectively.”® In addition, the Danish National Birth
Cohort has showed that 42.3% of the pregnant women
had deficient circulating levels of vitamin D."> Our
rates of vitamin D insufficiency and deficiency in
pregnant women are slightly lower in comparison
with those found at higher latitudes, but still high for
a southern region of Europe.

Compared with summer months 25(OH)D3 levels
were lower during winter months. We also found dif-
ferences between the areas of study, with higher
plasma 25(OH)D3 concentration and lower rate of

© 2016 John Wiley & Sons Ltd
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Table 2. Determinants of circulating 25(OH)D3 concentration
(ng/mL) in pregnancy: results from multivariable linear
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Table 2. Continued

regression (n = 1772) Coefficient (95% CI)
Coefficient (95% CI) Small fatty fish (Sv/wk) during 1st trimester
0 times/week Reference

Area of study 0-1 times/week 0.46 (—0.65, 1.56)
Gipuzkoa (42°N latitude) Reference >1 times/week 0.83 (-1.01, 2.67)
Sabadell (41°N latitude) —0.50 (—1.88,0.87) Lean fish (Sv/week) during 1st trimester
Valencia(39°N latitude) 0.88 (=0.76,2.52) 0-2 times/week Reference

Season at blood extraction 2-3 times/week 1.34 (—0.26, 2.95)
Winter Reference >3 times/week 1.06 (—0.13, 2.26)
Spring 1.75 (0.28,3.22)

Summer 9.46 (8.01,10.9) The multivariate model has a combined coefficient of determina-
Fall 4.37 (2.89,5.85) tion of 0.16.
Gestational age at -0.23 (—-0.63,0.17)
bll:md Samphngk vitamin D deficiency among pregnant women of
change per wee .

Country of crigin (foreign) 012 (_2.40,2.15) Valencia, the southern area of study. Results on the

Ethnicity (non-white) 0.83 (—2.54, 4.20) variations of 25(OH)D3 concentration with seasons

Age, change per year 0.19 (0.05,0.33) and latitude of the study area reflect the changes in

Parity UVB exposure and highlight the importance of sun
(1) REfe(r)elngce 096135 light exposure as main determinant of circulating
2 161 (_054,3.77) 25.(OH)D3 .cc.mcentra’ao?s. Th.e .hlgh Prevalence of vita-

Social class min D deficiency and insufficiency in our study that
High I+ Reference was conducted in a southern region of Europe likely
Medium III -0.89 (~247,0.69) reflect consequences of adopting Western life styles
Low .IVJ’V —1.93 (=3.62, -0.25) that includes a shift from outdoor activities to more

Education level time spent indoor and the tendency to exhibit more
Primary or less Reference d d behavi th sub
Secondary —026 (=1.60, 1.09) and more sun-avoidance behaviours, with subsequent
University 0.62 (=1.12,2.37) less solar UVB exposure and production of vitamin D.

Pre-pregnancy BMI (kg/m?) It is well known that skin pigmentation can affect
18.5-24.99 Reference the synthesis of vitamin D, and ethnicity is reported
<185 0-06 (~2.44,2.56) as an important determinant of vitamin D levels.”*®
>25 —0.76 (—2.00, 0.49) . X . . .

. . . We did not find differences regarding country of ori-

Gestational weight gain . A A
Recommended Reference gin, although women of a non-white origin tended to
Less than recommended 0.39 (—0.94, 1.72) have vitamin D deficiency without reaching statistical
More than recommended 0.33 (=091, 1.58) significance. In our study population only 9.4% of

Smoking during —143 (-2.81, -0.05) women proceed of foreign countries and 4% are not-

15t trimester (yes), white ethnicity, which may limit the statistical power

Alcohol consumption 0.84 (-0.40, 2.07) K

durine fi . to detect differences.
uring first trimester (yes)

Physical activity during 1st trimester Younger age was associated with lower vitamin D
Inactive/low active Reference levels in pregnancy and an increased risk of vitamin
Moderate active 0.85 (=030, 2.00) D insulfficiency. To this regard, previous studies have
Strong active 2.22 (0.78, 3.65) reported lower levels of circulating vitamin D among

Vitamin D intake from diet (mcg) (tertiles) during 1st trimester . . .

women of childbearing age; however, other studies
0.10-2.04 Reference . { . 1229 .
2.04-3.20 —0.13 (—1.39,1.13) have failed to show this relation.””“” Nevertheless, in
>3.20 —0.54 (—1.86,0.77) other studies, maternal age was also found to be posi-

Vitamin D supplement use (yes) 4.81 (3.21,6.41) tively associated with vitamin D intake and the use of

Large fatty fish (Sv/wk) during 1st trimester supplements, suggesting that younger individuals
0 times/week Reference - 30

. may be less conscious about health matters.
0-1 times/week —0.06 (—1.18,1.05) Alth hit has b d . 1 .
~1 times/week _115 (=3.22,091) though it has been reported an inversely associa-

© 2016 John Wiley & Sons Ltd
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tion between parity and levels of vitamin D,'**" we
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Table 3. Uni- and multivariable associations of examined determinants with vitamin D insufficiency (250HD3 20-30 ng/mL) and defi-

ciency (250HD3 < 20 ng/mL) in pregnancy.

Vitamin D insufficiency

Univariable
RRR (95% CI)

Multivariable
RRR (95% CI)

Vitamin D deficiency

Univariable
RRR (95% CI)

Multivariable
RRR (95% CI)

Area of study
Gipuzkoa
Sabadell
Valencia
Season at blood extraction
Winter
Spring
Summer
Fall
Gestational age at
blood sampling (wks)
Country of origin (foreign)
Ethnicity (non-white)
Age (years)
Parity
0
1
+2
Social class
High I+II
Medium III
Low IV+V
Education level
Primary or less
Secondary
University
Prepregnancy BMI (kg/m?)
18.5-24.99
<185
25-29.99
>30
Gestational weight gain
Recommended
Less than recommended
More than recommended
Smoking during 1st trimester (yes)
Alcohol consumption
during 1st trimester (yes)
Physical activity during
1st trimester
Inactive/low active
Moderate active
Strong active
Vitamin D intake from diet (mcg)
(tertiles) during 1st trimester
0.10-2.04
2.04-3.20
>3.20
Vitamin D supplement use
(yes) during st trimester

1.00 (Reference)
0.76 (0.59, 0.98)
0.66 (0.52, 0.84)

1.00 (Reference)
0.75 (0.56, 1.01)
0.39 (0.29, 0.52)
0.71 (0.53, 0.95)
1.07 (0.99, 1.15)

1.05 (0.74, 1.49)
0.97 (0.57, 1.64)
0.97 (0.95, 0.99)

1.00 (Reference)
0.96 (0.78, 1.18)
0.77 (0.52,1.14)

1.00 (Reference)
1.03 (0.78, 1.37)
1.15 (0.89, 1.48)

1.00 (Reference)
1.15(0.89, 1.47)
0.92 (0.71, 1.19)

1.00 (Reference)
1.43 (0.91, 2.26)
1.30 (1.00, 1.69)
0.92 (0.62, 1.35)

1.00 (Reference)
0.88 (0.67,1.16)
0.92(0.73,1.17)
1.07 (0.82, 1.40)
0.74 (0.58,0.95)

1.00 (Reference)
0.93 (0.74, 1.16)
0.83 (0.62, 1.10)

1.00 (Reference)
1.22 (0.96, 1.55)
0.95(0.74,1.22)
0.49 (0.38, 0.64)

1.00 (Reference)
0.64 (0.47,0.86)
0.71 (0.50, 1.02)

1.00 (Reference)
0.84 (0.60, 1.16)
0.34 (0.25, 0.48)
0.61 (0.44, 0.84)
1.05 (0.96, 1.15)

0.99 (0.66, 1.49)

0.96 (0.94, 0.99)

1.00 (Reference)
1.05(0.96, 1.15)
0.89 (0.56, 1.43)

1.00 (Reference)
1.01 (0.72,1.42)
1.06 (0.73, 1.52)

1.00 (Reference)
1.31 (0.97, 1.76)
0.91 (0.62, 1.33)

1.00 (Reference)
1.36 (0.80, 2.33)
1.20 (0.88, 1.63)
0.92 (0.60, 1.42)

1.00 (Reference)
0.86 (0.64, 1.16)
0.90 (0.69, 1.18)
1.07 (0.79, 1.45)
0.76 (0.58, 1.00)

1.00 (Reference)
0.88 (0.68, 1.13)
0.80 (0.58, 1.09)

1.00 (Reference)
1.20 (0.91, 1.57)
0.97 (0.72,1.29)
0.50 (0.35, 0.71)

1.00 (Reference)
1.19 (0.89, 1.60)
0.58 (0.43, 0.79)

1.00 (Reference)
0.70 (0.51, 0.96)
0.07 (0.05, 0.12)
0.39 (0.28, 0.55)
1.16 (1.07, 1.25)

1.45(0.98, 2.12)
1.48 (0.85, 2.58)
0.95(0.92,0.97)

1.00 (Reference)
0.75 (0.58, 0.97)
0.71 (0.44, 1.15)

1.00 (Reference)
1.38 (0.94, 2.01)
1.89 (1.35, 2.65)

1.00 (Reference)
0.86 (0.64, 1.14)
0.70 (0.51, 0.95)

1.00 (Reference)
1.26 (0.72,2.23)
1.32 (0.97, 1.81)
1.22 (0.79, 1.86)

1.00 (Reference)
1.16 (0.84, 1.60)
1.02 (0.76, 1.36)
1.70 (1.26, 2.28)
0.90 (0.67, 1.20)

1.00 (Reference)
0.81 (0.62, 1.07)
0.77 (0.54, 1.08)

1.00 (Reference)
1.08 (0.77, 1.46)
1.28 (0.95, 1.71)
0.22 (0.14, 0.34)

1.00 (Reference)
0.95 (0.66, 1.37)
0.60 (0.38, 0.94)

1.00 (Reference)
0.83 (0.58,1.19)
0.07 (0.04, 0.12)
0.32(0.22,0.48)
1.10 (0.99, 1.21)

1.36 (0.84, 2.23)

0.96 (0.93, 1.00)

1.00 (Reference)
0.79 (0.57,1.09)
0.60 (0.32,1.12)

1.00 (Reference)
1.41 (0.89, 2.24)
1.94 (1.19, 3.16)

1.00 (Reference)
1.03 (0.71, 1.48)
1.03 (0.64, 1.67)

1.00 (Reference)
0.88 (0.44,1.77)
1.27(0.86, 1.88)
1.20 (0.71, 2.03)

1.00 (Reference)
1.13(0.78, 1.63)
0.93 (0.66, 1.32)
1.76 (1.23,2.54)
0.85 (0.60, 1.19)

1.00 (Reference)
0.78 (0.57,1.07)
0.67 (0.46, 1.03)

1.00 (Reference)
1.17 (0.82, 1.68)
1.30 (0.91, 1.86)
0.24 (0.14, 0.41)

© 2016 John Wiley & Sons Ltd
Paediatric and Perinatal Epidemiology, 2016, ee, ee—ee



Table 3. Continued
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Vitamin D insufficiency

Univariable
RRR (95% CI)

Multivariable
RRR (95% CI)

Vitamin D deficiency

Univariable
RRR (95% CI)

Multivariable
RRR (95% CI)

Large fatty fish (Sv/wk) during 1st trimester

0 times/week

0-1 times/week

>1 times/week

1.00 (Reference)
0.86 (0.70, 1.05)
0.80 (0.53,1.19)

Small fatty fish (Sv/wk) during 1st trimester

0 times/week

0-1 times/week

>1 times/week

Lean fish (Sv/week) during 1st trimester
0-2 times/week
2-3 times/week

>3 times/week

1.00 (Reference)
0.85 (0.69, 1.05)
1.08 (0.77,1.52)

1.00 (Reference)
0.93 (0.68,1.27)
0.95 (0.76, 1.19)

1.00 (Reference)
0.88 (0.69, 1.12)
0.81 (0.51, 1.30)

1.00 (Reference)
0.89 (0.70, 1.13)
1.25 (0.85, 1.86)

1.00 (Reference)
0.86 (0.61,1.22)
0.86 (0.66, 1.12)

1.00 (Reference)
0.72 (0.56, 0.92)
1.02 (0.65, 1.59)

1.00 (Reference)
0.98 (0.76, 1.27)
0.99 (0.64, 1.51)

1.00 (Reference)
0.78 (0.53, 1.15)
0.97 (0.74, 1.27)

1.00 (Reference)
0.95 (0.69, 1.30)
1.41 (0.82, 2.44)

1.00 (Reference)
1.03 (0.75, 1.40)
0.93 (0.55, 1.58)

1.00 (Reference)
0.74 (0.47,1.17)
0.81 (0.58,1.13)

only found a statistical association with risk of vita-
min D deficiency in univariable analysis, but not after
adjustment.

We found that pregnant women with lower social
class showed lower circulating 25(OH)D3 concentra-
tion and had an increased risk of vitamin D insuffi-
cient and deficiency. Furthermore, it has been found
that lower 25(OH)D3 levels were more common in
pregnant women with a low educational level,***
which is usually associated with low socio-economic
status. To this regard we found social class but not
educational level to be associated with vitamin D
status in pregnancy. Lower social position may
make some groups more susceptible to have lower
levels of vitamin D because of factors related to their
disadvantage.

Important life-style factors investigated in relation
to vitamin D status include tobacco smoking, alcohol
consumption, diet intake, use of vitamin supplements,
and physical activity. We found tobacco smoking in
pregnancy to be associated with lower circulating
25(OH)D3 concentration and increased risk of vitamin
D deficiency. That association has been reported in
other recent studies,'’*® but the mechanism for this
remains unclear. However, it has been suggested that
low 25(OH)D3 concentration was the consequence of
an increased calcium release from reabsorbed bone in
smokers or a lower dietary vitamin D intake.*** In
contrast with our data, it has been described an associ-
ation between alcohol consumption and low levels of
vitamin D.*Although fish consumption can be a

© 2016 John Wiley & Sons Ltd
Paediatric and Perinatal Epidemiology, 2016, ee, ee—ee

major dietary source of vitamin D,' in the present
study we did not find evidence of an association with
vitamin D status of pregnant women. Moreover, in
our study the strong physical activity during preg-
nancy was correlated with higher 25(OH)D3 concen-
tration. To this regard, Jensen et al. reported similar
findings, but only outdoor physical activity predicted
25(OH) status, suggesting that the pathway by witch
physical activity leads to increased skin synthesis of
vitamin D is most likely through time spent outdoors
and subsequent solar UVB exposure and dermal syn-
thesis of vitamin D.*° Although only 18.2% of women
reported the use of vitamin D supplements during
pregnancy, we found a strong association with circu-
lating 25(0OH)D3 concentration and risk of vitamin D
deficiency and insufficiency, which is in accordance
with previous studies.''??° In Spain, the use of vita-
min D supplements in pregnancy is due in form of
multivitamins with some of them containing vitamin
D. Although there is no consensus about recommen-
dation and adequate amount of vitamin D supple-
mentation in pregnant women, given the magnitude
of vitamin D insufficiency and deficiency found in the
present study the use of specific vitamin D supple-
ments seems to be recommendable in Spain in order
to improve vitamin D status of pregnant women.*®
We did not find evidence of an association between
levels of vitamin D or risk of vitamin D deficiency and
gestational weight gain or BMI, even these factors
have been previously described like potential deter-
minants of 25(OH)D3 concentration.'"'””** This could
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have been due to self-reported prepregnancy weight,
lack of statistical power, and because gestational
weight gain and prepregnancy BMI may reflect
another points in time compared with the blood
sample.

The main strengths of this study include the use of
a large population-based birth cohort set up in three
different geographical areas in Spain and the prospec-
tive design. We examined the association with plasma
measurements of 25(OH)D3 concentration, the best
measure of vitamin D status in humans. Additionally,
in multivariate models we evaluated a large number
of potential determinants of vitamin D status in preg-
nant women. However, the study has some limita-
tions. One important limitation is that it only has a
single 25(OH)D3 measurement per subject which
could not reflect maternal long-term status during the
entire pregnancy. We did not measured circulating
25(OH)D2 concentrations, but, normally majority
(90%) of the 25(OH)D is in D3 form. In addition, we
could not obtain vitamin D data from all eligible par-
ticipants, who made selection bias possible; however,
there were no significant differences between
included participants and those initially recruited
with respect to main characteristics. Finally, the diet-
ary reports are likely to be influenced by reporting
bias.

Conclusion

Our results add to the few reporting vitamin D sta-
tus in pregnant women in Spain, highlighting a high
prevalence of vitamin D insufficiency (31%) and
deficiency (18%) in a country of high levels of sun-
shine. Vitamin D status in our population was
related to season at blood sampling, latitude, age,
tobacco smoking, use of vitamin D supplements,
and physical activity during pregnancy. We suggest
therefore, lifestyle recommendations to improve vita-
min D status in pregnancy that may include regular
mild sunshine exposure, outdoor physical activity,
quitting smoking habits, reducing the prevalence of
obesity in childbearing age women, and promoting a
vitamin D-rich diet and probably the use of vitamin
D supplementation. Both health professionals and
the public need educating with regard to this phe-
nomenon and to the benefits of vitamin D. Specific
recommendations and policies should be developed
in Spain to detect and prevent hypovitaminosis D
during pregnancy and its adverse outcomes in

maternal and neonatal health taken into account the
associated factors.
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Objective To investigate the association of maternal circulating
25-hydroxyvitamin D3 [25(OH)D3] concentration with pregnancy
and birth outcomes.

Design Prospective cohort study.
Setting Four geographical areas of Spain, 2003-2008.

Population Of 2382 mother—child pairs participating in the
INfancia y Medio Ambiente (INMA) Project.

Methods Maternal circulating 25(OH)D3 concentration was
measured in pregnancy (mean [SD] 13.5 [2.2] weeks of gestation).
We tested associations of maternal 25(OH)D3 concentration with
pregnancy and birth outcomes.

Main outcome measures Gestational diabetes mellitus (GDM),
preterm delivery, caesarean section, fetal growth restriction (FGR)
and small-for-gestational age (SGA), anthropometric birth
outcomes including weight, length and head circumference (HC).

Results Overall, 31.8% and 19.7% of women had vitamin D
insufficiency [25(OH)D3 20-29.99 ng/ml] and deficiency [25(OH)

D3 < 20 ng/ml], respectively. After adjustment, there was no
association between maternal 25(OH)D3 concentration and risk of
GDM or preterm delivery. Women with sufficient vitamin D [25
(OH)D3 > 30 ng/ml] had a decreased risk of caesarean section by
obstructed labour compared with women with vitamin D
deficiency [relative risk (RR) = 0.60, 95% CI 0.37, 0.97). Offspring
of mothers with higher circulating 25(OH)D3 concentration
tended to have smaller HC [coefficient (SE) per doubling
concentration of 25(0OH)D3, —0.10 (0.05), P = 0.038]. No
significant associations were found for other birth outcomes.

Conclusion This study did not find any evidence of an association
between vitamin D status in pregnancy and GDM, preterm
delivery, FGR, SGA and anthropometric birth outcomes. Results
suggest that sufficient circulating vitamin D concentration [25
(OH)D3 > 30 ng/ml] in pregnancy may reduce the risk of
caesarean section by obstructed labour.

Keywords Birthweight, caesarean section, gestational diabetes,
pregnancy, preterm delivery, vitamin D.
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Introduction

Deficiency of vitamin D in pregnancy is becoming a public
health concern because of its potential effects on the

maternal obstetric outcomes and offspring development.
There is therefore an increasing interest in studying the
impact of maternal vitamin D status on diverse pregnancy
and birth outcomes.'
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Poor vitamin D status during pregnancy has been associ-
ated with increased risk of adverse obstetric outcomes

including insulin resistance®, gestational diabetes mellitus,” '

preeclampsia,'""? bacterial vaginosis,'*'> preterm delivery,'®
and caesarean section.'”'® Moreover, deficient vitamin D
status during pregnancy may have adverse consequences
for fetal development and growth. Adverse newborn out-
comes related with low levels of maternal vitamin D in
pregnancy include increase risk of preterm birth and fetal
growth restriction resulting in low birthweight and
small-for-gestational-age neonates.'**°

We aim to assess the association of maternal circulating
25-hydroxyvitamin D3 [25(OH)D3] concentration — the
best measure of vitamin D status in humans®' — with preg-
nancy outcomes (gestational diabetes mellitus, premature
delivery and caesarean section) and birth outcomes (small
for gestational age, fetal growth restriction, birthweight,
birth length, and head circumference at birth) in a popula-
tion-based birth cohort study.

Methods

We used data from the INMA — INfancia y Medio Ambi-
ente (Environment and Childhood) Project, a prospective
population-based birth cohort study conducted in several
geographical areas of Spain (www.proyectoinma.org).*”
During the first prenatal visit (10-13 weeks of gestation)
2644 women were recruited during 2003-2008 in the main
public hospital or health centre in four areas: Valencia
(39°N latitude, n = 855), Sabadell (41°N latitude, n = 657),
Asturias (43°N latitude, n = 494) and Gipuzkoa (42°N Ilati-
tude, n = 638). Inclusion criteria were: >16 years of age,
intention to deliver at the reference hospital, no communi-
cation problems, singleton pregnancy, and no assisted con-
ception.  Circulating  25(OH)D3  concentrations  in
pregnancy were determined in 2510 women, and 2401
(91% of initially recruited) were followed until the child’s
birth. In all, 2358 mother—child pairs (89% of initially
recruited) with complete data on circulating 25(OH)D3
concentration in pregnancy, outcomes and confounders
were included in the present study. The Ethical Committees
of the centres involved in the project approved the study
and written informed consent was obtained from the par-
ents of all children.

A single maternal fasting blood specimen was taken in
pregnancy (mean [SD] 13.5 [2.2] weeks of gestation). Sam-
ples were processed immediately and stored from —70 to
—80°C until analysis. Quantification of maternal plasmatic
levels of 25-hydroxyvitamin D3 was performed by HPLC
using a BioRad kit according to ‘Clinical and Laboratory
Standard Institute’ (National Committee for Clinical Labo-
ratory Standards, NCCLS) protocols.23 Detection limit was
5 ng/ml and inter-assay coefficient of variation was 4.5%.

The assay was validated by ‘German Programmes of Exter-
nal Evaluation of Quality’ (DGKL-RFB-Referencezinstutuk
fur Bionalytik), and results were satisfactory in 100% of the
cases.

Information about diagnosis of gestational diabetes mell-
itus (GDM) onset in pregnant women was obtained from
medical records. According to the Spanish Society of Obstet-
rics and Gynaecology recommendations, pregnant women
were screened at 24-28 weeks of gestation using a 50-g, 1-h
oral glucose test. The women who failed this screening test
(glucose >7.8 mmol/l) were tested within 1-2 weeks with a
100-g, 3-h oral glucose tolerance test (OGTT). Women were
diagnosed with GDM if two or more of the OGIT
glucose levels exceeded the National Diabetes Data
Group criteria: fasting >5.8 mmol/l, 1-hour >10.6 mmol/],
2-hour >9.2 mmol/l, 3-hour >8.1 mmol/l.>* The mode of
delivery was classified as vaginal, elective caesarean section,
emergency caesarean section, and non-elective non-emer-
gency caesarean section according to information obtained
from clinical records. Elective caesarean section included all
cases in which delivery was undertaken before the onset of
labour (i.e. previous caesarean section, malpresentation or
maternal indications). Emergency caesarean section was per-
formed after the onset of labour when fetal distress existed.
Non-elective non-emergency caesarean section included all
cases of failure to progress in labour, failed induction or
cephalopelvic disproportion.

An early ultrasound of the crown-rump length was also
available and was used for gestational dating when the dif-
ference with the last menstrual period was >7 days (12% of
newborns). Deliveries before 37 weeks of gestation were
defined as preterm births.>

The offspring anthropometric outcomes at birth were
weight in grams and birth length and head circumference
(HC), both in centimetres. Birthweight was measured by
the midwife attending the birth, whereas birth length and
HC were measured by a nurse when the newborn arrived
at the hospital ward within the first 12 hour of life. Birth-
weights at <10th percentile for gestational age and sex
according to national growth curves®® were defined as
small-for-gestational age (SGA). Fetal growth restriction
(FGR) was defined as birthweight at <5th percentile of the
expected weight based on constitutional growth potential
based on the expected birthweight taking into account ges-
tational age, sex, birth rank, maternal age, and height and
pre-gravid weight.”” Birthweight was categorised into clini-
cally relevant categories: <2500 g, 2500-4000 g and
>4000 g.

Based on previous knowledge, the following were consid-
ered a priori potential confounder factors because of their
possible associations with maternal circulating 25(OH)D3
concentration and assessed outcomes: child’s sex,
gestational age, month at blood sampling, parity, maternal
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age, ethnic background, maternal social class and education
level, maternal pre-pregnancy body mass index, maternal
smoking and alcohol consumption during pregnancy, and
maternal energy intake during pregnancy. Questionnaires
during the first trimester of pregnancy were used to obtain
information about parity (0 versus 1 or more), maternal
age, parental ethnic (White versus other), maternal social
class (I-II Managers/technicians, III Skilled, IV-V Semi-
skilled/unskilled), maternal education level (primary or less,
secondary, university degree), and maternal pre-pregnancy
body mass index (kg/m?*) (underweight [<18.5 kg/m’], nor-
mal weight [18.5-24.99 kg/m’], overweight [25-29.99 kg/
m?], obese [>30 kg/mz]). Information on maternal smok-
ing (no versus yes), alcohol (no versus yes, defined as con-
sumption of alcohol beverages at least 1 time/month), and
caloric consumption during pregnancy was collected using
two questionnaires (at first and third trimester). Month
and season at blood collection (winter, December—Febru-
ary; spring, March—-May; summer, June—August; and fall,
September—November)
considered.
Differences in baseline characteristics of participants
across quartiles of maternal vitamin D levels were com-
pared using chi-square tests for categorical variables and
analysis of variance for continuous variables. The distribu-
tion of mean 25(OH)D3 levels was plotted by calendar
month. To account for systematic temporal variation in 25
(OH)D3 and on the basis of observed data and published
reports that 25(OH)D3 levels follow a sinusoidal pattern,
we fitted a cosinor model to the data.”® In the cosinor
model, the dependent variable [25(OH)D3] was modelled
as a sine wave characterized by phase shift (location of
peak and trough levels on the time axis), height (vertical
shift of the sine wave), and amplitude (maximum variation
of the sine wave from its mean height).”” The predicted

and area of study were also

annual mean of 25(OH)D3 concentrations based on month
at blood collection for each subject, derived from the sinu-
soidal model, was then subtracted from the actual observed
value. Subsequently, the overall mean was added and the
resulting deseasonalised 25(OH)D3 concentrations were
analysed.”® The circulating concentration of 25(OH)D3 in
pregnant women was evaluated as continuous (effect as per
a doubling of the concentration in ng/ml) and as clinically
relevant categories: <20 ng/ml (deficiency, reference group),
20-29.99 ng/ml (insufficiency), and >30 ng/ml (suffi-
cient).>1?2

The linear dose response relationship of maternal 25
(OH)D3 concentrations with pregnancy and birth out-
comes was assessed by adjusted generalised additive models
using graphical examination and likelihood ratio test.”
Multivariable linear regression analysis was performed
between maternal circulating 25(OH)D3 concentration and
continuous birth outcomes (i.e. weight, height and head
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circumference) and associations were measured with the
regression coefficients and their corresponding 95% confi-
dence intervals (CI). Log-binomial and multinomial regres-
sion models were fitted to estimate the adjusted association
between maternal circulating 25(OH)D3 with binary out-
comes and type of delivery, respectively. The measure of
association was the relative risk (RR) and its corresponding
95% confidence interval. Confounder variables were
included in the final regression model if their association
with both the outcome and the exposure [maternal 25
(OH)D3 concentration in pregnancy] had a P-value of
<0.2, and only retained if they modified the coefficient of
maternal 25(OH)D3 by >10%. Analyses were conducted
using sTaTA software, version 12.0 (StataCorp, College Sta-
tion, TX, USA). Statistical tests of hypotheses were two--
tailed with significance set at P < 0.05.

Results

Most of the women (96%) were of Spanish origin and
mean (SD) age at child birth was 32.0 (4.2) years. Twen-
ty-five percent of mothers had a low educational level (pri-
mary or less), and 21.2% were from the high social class.
Twenty-seven percent of women were overweight/obese
before pregnancy. Overall, 31.8% of women reported
tobacco smoking and 20% alcohol consumption during
pregnancy. Offspring were 51.6% male and 56% firstborn.
The median circulating 25(OH)D3 concentration in preg-
nancy was 29.4 ng/ml (interquantile range, 21.8-37.2). A
total of 31.8 and 19.7% of women had insufficient [25
(OH)D3 20-29.99 ng/ml] or deficient [25(OH)D3 <20
ng/ml] vitamin D concentrations, respectively. The charac-
teristics of participants according to quartiles of circulating
25(OH)D3 levels during pregnancy are shown in Table 1.
The concentration of circulating 25(OH)D3 in pregnancy
differed between the areas of study, with the Valencia area
showing the highest levels and Asturias the lowest levels.
Increasing trends across the quartiles of 25(OH)D3 were
observed for parity and maternal age, and decreasing trends
were found for lower parental social class and lower
education level, as well as among smokers and overweight
mothers.

A total of 93 (5%) women were diagnosed with GDM
onset in pregnancy. Mean maternal circulating 25(OH)D3
concentration in pregnancy did not differ between women
with GDM diagnosis (geometric mean [95% CI]: 28.42
[26.31, 30.70] ng/ml) and controls (28.41 [27.93, 28.89])
(P-value = 0.990). After adjustment, a sufficient 25(OH)D3
concentration in pregnancy was not associated with a risk
of GDM onset in pregnancy (RR = 0.92; 95% CI: 0.55,
1.55) (Table 2).

There were 108 (4.6%) preterm births. The mean circu-
lating 25(OH)D3 in pregnancy did not differ between
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Table 1. Characteristics of participants according to quartiles of maternal circulating 25(0OH)D3 concentration in pregnancy

Quartiles of 25(0H)D3

<21.8 21.8-29.4 29.4-37.2 >37.2 P-value
(n = 596) (n =601) (n =591) (n = 594)

Area of study
Valencia (39°N latitude) (n = 741) 22.0 29.5 36.0 37.0 <0.001
Sabadell (41°N latitude) (n = 604) 28.2 22.0 26.7 24.6
Asturias (43°N latitude) (n = 453) 25.7 21.1 13.9 15.3
Gipuzkoa (42°N latitude) (n = 584) 24.2 27.5 23.4 23.1
Season at blood extraction
Winter 36.2 24.5 18.6 15.5 <0.001
Spring 34.2 26.1 20.6 21.0
Summer 8.4 21.6 31.3 42.4
Fall 21.1 27.8 29.4 21.0
Child sex (male) 53.9 51.5 51.1 49.8 0.568
Parity (1 or more versus 0) 40.2 43.8 46.1 46.0 0.136
Maternal social class
I/l Managers/technicians 16.1 21.3 21.5 26.0 <0.001
Il Skilled manual/non-manual 24.0 25.0 28.1 28.0
IV/V Semi-skilled/unskilled 59.9 53.7 50.4 46.0
Mother ethnic group (white versus other) 95.0 96.5 97.1 96.1 0.257
Maternal education level
Primary or less 27.6 22.5 24.9 23.4 0.027
Secondary 42.5 44.7 40.2 37.9
University degree 29.9 32.8 34.9 38.6
Maternal age at child’s birth (years) 31.7 (4.5) 31.7 (4.3) 32.1(4.0) 32.5(4.1) 0.001
Smoking during pregnancy (yes versus no) 35.3 30.2 29.0 32.7 0.102
Smoking at 12 weeks (no. cigarettes per day) 1.8 (4.4) 1.3 (4.1) 0.9 (2.8) 1.2 (3.6) 0.002
Alcohol at 12 weeks (g/day) 0.3 (1.9 0.2 (1.0) 0.3(1.2) 0.3(1.2) 0.445
Alcohol at 3™ trimester (g/day) 0.3(1.7) 0.3 (1.7) 0.3 (0.9) 0.3 (1.0) 0.986
Calories at 12 weeks (kcal/day) 2138 (599) 2113 (556) 2132 (512) 2152 (538) 0.689
Calories at 3™ trimester (kcal/day) 2119 (570) 2085 (545) 2095 (543) 2100 (554) 0.772
Maternal pre-pregnancy BMI (kg/mz) 239 (4.6) 23.8 (4.5) 23.6 (4.4) 23.2 (3.9) 0.032
Paternal BMI (kg/mz) 26.0 (3.7) 26.1 (3.5) 25.9 (3.4) 25.8 (3.2) 0.431
Maternal pre-pregnancy BMI (kg/m?)
Underweight (<18.5) 5.2 4.7 3.7 4.4 0.082
Normal weight (18.5-24.99) 64.2 67.2 71.4 72.7
Overweight (25-29.99) 21.5 20.6 16.4 15.8
Obese (>30) 9.1 7.5 8.5 7.1
Gestational age at blood extraction (weeks) 13.7 (2.4) 13.5(2.2) 13.3(1.9) 13.5(2.1) 0.008

Bold values indicate P < 0.1.
BMI, body mass index.

Values are percentages for categorical variables and mean (SD) for continuous variables.

preterm (geometric mean [95% CI]: 28.79 [26.78, 30.96]
ng/ml) and at-term deliveries (28.22 [27.77, 28.67] ng/ml)
(P-value = 0.592). After adjustment, we did not find a sig-
nificant association between 25(OH)D3 concentration in
pregnancy and risk of preterm birth (all P-values >0.4)
(Table 2).

The prevalence of any type of caesarean section was
17.5%. Overall, 40.8% of total caesarean sections were
classified as elective, 24.1% as emergency, and 35.1% as

non-elective non-emergency. The median maternal circulat-
ing 25(OH)D3 concentration did not differ between any
type of caesarean section (geometric mean [95% CIJ:
28.04 ng/ml [26.99, 29.13]) and vaginal delivery [28.27 ng/
ml (27.79, 28.76)] (P-value = 0.695). After stratifying by
type of caesarean section, circulating 25(OH)D3 concentra-
tion in pregnancy was not associated with a risk of elective
or emergency caesarean section (all P-values >0.05); how-
ever, we found that women with sufficient vitamin
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Table 2. Adjusted associations of maternal 250H(D)3 concentration* (ng/ml) in pregnancy with gestational diabetes and preterm delivery

25(0OH)D3 (ng/ml) Gestational diabetes** Preterm delivery***

n***% (%) RR (95% CI) 7 n***% (%) RR (95% CI) P
As continuous***** 93 (5.0) 1.08 (0.73, 1.61) 0.687 108 (4.6) 1.12 (0.75, 1.67) 0.573
Quartiles
Q1: <22 25 (5.8) 1.00 22 (3.9) 1.00
Q2: 22-29 16 (3.3) 0.68 (0.36, 1.28) 0.228 31(5.3) 1.60 (0.85, 3.00) 0.146
Q3: 29-37 29 (5.5) 0.98 (0.57, 1.68) 0.935 27 (4.2) 1.22 (0.63, 2.35) 0.554
Q4: >37 23 (5.3) 1.09 (0.62, 1.94) 0.762 28 (4.9) 1.28 (0.65, 2.50) 0.478
Clinical cut-offs
<20 20 (6.6) 1.00 20 (5.0) 1.00
20-29 23 (3.3) 0.53 (0.29, 0.97) 0.040 35 (4.1) 0.98 (0.52, 1.85) 0.950
>30 50 (5.7) 0.92 (0.55, 1.55) 0.761 53 (4.8) 1.08 (0.75, 1.67) 0.573

Cl, confidence interval; RR, relative risk.

*Deseasonalised maternal 25(0OHD)D3 concentration based on month of blood collection for each subject derived from the sinusoidal model.
**All models adjusted for child’s sex, gestational age, parity, and maternal social class, education, age at delivery, smoking at any time during
pregnancy, overweight, alcohol consumption during pregnancy, and area of study.

***All models adjusted for child’s sex, parity, maternal social class, education, age at delivery, smoking at any time during pregnancy,

overweight, alcohol consumption during pregnancy, and area of study.

****Number of cases.
*x***Estimates as per a doubling of the concentration of 25(0H)D3.

Table 3. Adjusted associations of maternal 25(0OH)D3 concentration* in pregnancy (ng/ml) with type of caesarean section

25(0OH)D3 (ng/ml) Elective caesarean

Emergency caesarean Non-elective non-emergency

caesarean

n** RRR (95% ClI) P-value n**

RRR (95% CI) P-value n** RRR (95% CI) P-value

As continuous*** 164 1.03 (0.75, 1.43) 0.845 97
Quartiles

Q1: <22 36 1.00 21
Q2: 22-29 42 1.15 (0.70, 1.89) 0.569 30
Q3: 29-37 41 0.80 (0.48, 1.32) 0.375 26
Q4: >37 45 0.95 (0.58, 1.59) 0.859 20
Clinical cut-offs

<20 23 1.00 17
20-29 58 1.23 (0.72, 2.10) 0.442 39
>30 83 1.04 (0.62, 1.74) 0.895 41

0.97 (0.64, 1.48) 0.904 141 0.76 (0.55, 1.05) 0.100

1.00 43 1.00

1.35(0.70, 2.61) 0.368 37 0.89 (0.55, 1.44) 0.633
1.16 (0.61, 2.22) 0.647 29 0.61 (0.37, 1.02) 0.060
0.94 (0.46, 1.90) 0.859 32 0.69 (0.41, 1.17) 0.168
1.00 33 1.00

1.21 (0.62, 2.38) 0.582 54 0.81 (0.50, 1.30) 0.377
0.98 (0.50, 1.92) 0.964 54 0.60 (0.37, 0.97) 0.038

Base outcome category: vaginal.

*Deseasonalised maternal 25(0HD)D3 concentration based on month of blood collection for each subject derived from the sinusoidal model.

**Number of cases.
***Estimates as per a doubling of the concentration of 25(0H)D3.

All models adjusted for child’s sex, gestational age, parity, and maternal social class, education, age at delivery, smoking at any time during
pregnancy, overweight, alcohol consumption during pregnancy, and area of study.

D in pregnancy had a decreased risk of of non-elective
non-emergency caesarean section compared with women
with vitamin D deficiency, even after adjustment for con-
founding factors (relative risk [RR] = 0.60, 95% CI 0.37,
0.97) (Table 3).

Mean (SD) birthweight, birth length and head circumfer-
ence were 3272.3 (477.61) g, 49.68 (2.10) and 34.26 (1.45)
cm, respectively. We did not find an association of mater-
nal circulating 25(OH)D3 concentration with offspring
birthweight and birth length (all P-values >0.3) (Table 4).
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Table 4. Adjusted associations of maternal 25(OH)D3 concentration* in pregnancy (ng/ml) with offspring anthropometric outcomes at birth

25(0OH)D3 (ng/ml) Change in weight (g)

Change in height (cm) Change in head

circumference (cm)

Coef. (SE) P-value Coef. (SE) P-value Coef. (SE) P-value
As continuous** 7.42 (15.27) 0.627 -0.06 (0.07) 0.426 -0.10 (0.05) 0.038
Quartiles
Q1: <22 Ref. Ref. Ref.
Q2: 22-29 -0.96 (23.78) 0.968 0.10 (0.11) 0.376 0.08 (0.08) 0.309
Q3: 29-37 17.08 (23.36) 0.465 0.07 (0.11) 0.494 -0.01 (0.08) 0.906
Q4: >37 22.22 (24.26) 0.360 -0.03 (0.11) 0.786 -0.11 (0.08) 0.175
Clinical cut-offs
<20 Ref. Ref. Ref.
20-29 -16.68 (24.32) 0.493 -0.02 (0.11) 0.878 —0.08 (0.08) 0.284
>30 12.43 (23.72) 0.600 0.00 (0.11) 0.979 -0.12 (0.08) 0.119

*Deseasonalised maternal 25(0HD)D3 concentration based on month of blood collection for each subject derived from the sinusoidal model.

**Estimates as per a doubling of the concentration of 25(0OH)D3.

Models were adjusted for child’s sex, gestational age, parity, and maternal social class, education, age at delivery, smoking at any time during
pregnancy, overweight, alcohol consumption during pregnancy, and area of study.

Table 5. Adjusted associations of maternal 25(OH)D3 concentration* in pregnancy (ng/ml) with fetal growth restriction (FGR) and

small-for-gestational age (SGA).

25(OH)D3 (ng/ml) FGR SGA

n** (%) RR (95% ClI) P-value n** (%) RR (95% Cl) P-value
As continuous*** 120 (5.1) 1.14 (0.81, 1.60) 0.458 237 (10.1) 1.03 (0.82, 1.29) 0.799
Quartiles
Q1: <22 27 (4.9) 1.00 53 (9.6) 1.00
Q2: 22-29 24 (4.1) 0.79 (0.45, 1.41) 0.429 64 (11.1) 1.09 (0.77, 1.56) 0.620
Q3: 29-37 38 (6.0) 1.26 (0.77, 2.08) 0.356 61 (9.6) 0.96 (0.67, 1.38) 0.837
Q4: >37 31 (5.4) 1.16 (0.68, 1.98) 0.584 59 (10.3) 1.05 (0.73, 1.52) 0.795
Clinical cut-offs
<20 20 (5.0) 1.00 40 (10.0) 1.00
20-29 39 (4.6) 0.90 (0.52, 1.56) 0.712 89 (10.6) 1.05 (0.73, 1.51) 0.801
>30 61 (5.6) 1.15 (0.68, 1.92) 0.603 108 (9.8) 0.99 (0.69, 1.42) 0.965

*Deseasonalised maternal 25(0OHD)D3 concentration based on month of blood collection for each subject derived from the sinusoidal model.

**Number of cases.
***Estimates as per a doubling of the concentration of 25(0H)D3.

All models were adjusted for maternal social class, education, age at delivery, smoking at any time during pregnancy, overweight, alcohol

consumption during pregnancy, and area of study.

Moreover, maternal circulating 25(OH)D3 concentration
was not associated with clinical categories of birthweight
(i.e. <2500 g, 2500-4000 g and >4000 g) (data not shown).
Nevertheless, we found that newborns of mothers with
higher circulating 25(OH)D3 concentrations tended to have
smaller head circumference [coefficient (se) per doubling
maternal 25(OH)D3 concentration: —0.10 (0.05) cm,
P = 0.038] (Table 4). A total of 120 (5.1%) newborns were

classified as FGR and 237 (10.1%) as SGA. After

adjustment, maternal circulating 25(OH)D3 concentration
was not associated with risk of SGA or FGR (all P-values
>0.4) (Table 5).

Discussion

Main findings
We found that a sufficient circulating vitamin D concentra-
tion [25(OH)D3 > 30 ng/ml] in pregnancy was associated
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with a decreased risk of non-elective non-emergency cae-
sarean section. However, we did not find any association
between maternal circulating 25(OH)D3 concentration in
pregnancy with GDM and preterm delivery. Furthermore,
offspring of mothers with higher circulating 25(OH)D3 in
pregnancy showed smaller head circumference at birth;
however, no significant associations were found for other
birth outcomes such as weight and length, or risk of SGA
and FGR newborns.

Strengths and limitations

The main strengths of this study include the use of a large
population-based birth cohort study set up in several geo-
graphical areas of Spain and the prospective design; exami-
nation of the association of pregnancy and birth outcomes
with maternal circulating 25(OH)D3 concentration, the
best measure of vitamin D status in humans; the use of
estimated mean annual circulating 25(OH)D3 concentra-
tion from a single measurement to account for seasonal
variation and reduce misclassification of the exposure; and
multivariate analyses adjusted for a wide range of potential
confounders. However, the study has some limitations. We
could not obtain circulating 25(OH)D3 concentrations
from all eligible participants, which made selection bias
possible. We did not measured circulating 25(OH)D2 con-
centrations; however, the majority (90%) of 25(OH)D is
normally in D3 form. Moreover, the small rate of some
adverse pregnancy outcomes may limit the statistical power
to detect significant differences. Unfortunately, it was not
possible to evaluate the association between circulating 25
(OH)D3 concentration and preeclampsia, an important
obstetric outcome related to vitamin D deficiency." """

Interpretation

The prevalence of vitamin D insufficiency and deficiency in
our study was 31.8% and 19.6%, respectively. Those rates
are similar to those reported in previous studies that have
showed deficiency and insufficiency as common in preg-
nant women.”** In accordance with previous studies,’*””
the main factors associated with circulating 25(OH)D3
concentration were latitude, season and gestational age at
blood extraction, maternal age, parity, maternal social class
and education level, tobacco smoking and pre-pregnancy
body mass index.

Evidence suggests that vitamin D may play an important
role in maintaining normal glucose homeostasis, B-cell
function and insulin sensitivity;4 however, the role of vita-
min D in glucose homeostasis during pregnancy and the
development of GDM remains inconclusive. Two recent
meta-analyses have shown that pregnant women with
GDM tended to have significantly lower circulating vitamin
D levels.>" In a first meta-analysis including seven obser-
vational studies and 2146 participants, vitamin D deficiency

Vitamin D and pregnancy and birth outcomes

[serum 25(OH)D < 20 ng/ml] was associated with an
increased risk of GDM. Only three studies were adjusted
for potential confounders including maternal age, body
mass index and ethnicity.”” When the analysis was
restricted to these studies, the association between vitamin
D levels and risk of GDM remained statistically significant.
However, studies that adjusted for season did not find a
difference in serum 25(OH)D concentration between
women with and without GDM.”*® A second meta-analysis
including ten studies found insufficient serum 25(OH)D
concentration to be associated with risk of GMD [pooled
OR = 1.49, 95% CI, 1.18, 1.89]. Five of ten studies were
adjusted for potential confounders: three did not find an
association of low vitamin D with a risk of GDM,”*>%7
whereas two found a significant association.*” Our study
did not show a higher risk of GDM in pregnant women
with vitamin D deficiency or insufficiency. The discrepancy
with previous studies may be the consequence of lower sta-
tistical power (i.e. the small number of cases included in
the present study), the differences in gestational age at
blood sampling, and the use of different diagnostic criteria.
In Spain, in contrast to other countries, adoption of Amer-
ican Diabetes Association (ADA) criteria has not been rec-
ommended. If the ADA criteria were used in the Spanish
population this would increase the prevalence of GDM
about 30% but the contribution of additional diagnosed
cases to adverse outcomes would not be substantial.*®

An adequate vitamin D status during pregnancy could
reduce preterm delivery risk due to decreasing placental
colonisation by bacterial vaginosis species."®* In a recent
case—control study of 40 cases of spontaneous preterm
births matched by ethnicity with 120 at-term births, no dif-
ferences were found in the prevalence of first-trimester
maternal vitamin D deficiency [25(OH)D < 50 nmol/l] or
in the median circulating 25(OH)D concentration between
groups.40 Moreover, a Japanese retrospective cohort study
that included 93 pregnant women found lower circulating
25(OH)D concentration in women with threatened prema-
ture delivery than women with at-term delivery.*' In our
study, 4.6% of the pregnant women had a preterm delivery,
but this outcome was not associated with maternal circulat-
ing 25(OH)D3 concentration in early pregnancy.

Vitamin D deficiency in pregnancy may increase the risk
of caesarean section, especially when it has been performed
because of a failure to progress in labour. Merewood et al.
reported that women with circulating vitamin D concentra-
tions <37.5 ng/ml had a nearly four times higher risk of
having a caesarean section.'” Moreover, a recent study
showed a two-fold increased risk of caesarean section due
to prolonged labour when vitamin D concentration was
<30 nmol/l, but no increased risk of fetal distress or other
causes of caesarean section were reported.'® However, other
authors have found no increased risk of caesarean section
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in pregnant women in relation to low circulating 25(OH)D
concentrations. In one study conducted in Spain in 466
pregnant women, serum vitamin D in the first and third
trimesters of pregnancy was not associated with a risk of
caesarean section.” In addition, a UK study among 995
women found no difference in maternal serum 25(OH)D
concentrations between women with caesarean section and
those with a vaginal delivery.* We found a significant
association between circulating 25(OH)D3 concentrations
in pregnancy and risk of caesarean section due to failure to
progress in labour, failed induction or cephalopelvic dis-
proportion, but no association was found for other types
of caesarean sections. These results suggest that the effects
of vitamin D on skeletal smooth muscle performance and
strength could be beneficial for a correct progress of
labour.*” Studies are warranted to elucidate this critical
area in obstetric research.

Vitamin D is involved in bone metabolism, human cho-
rionic gonadotropin expression and placental sex steroid
production,* and therefore might have an important role
in fetal growth, development and newborn outcomes. A
recent meta-analysis reported an association between insuf-
ficient circulating 25(OH)D concentration and risk of SGA
newborns and low birthweight.” The association remained
significant after stratified analysis and adjustment for con-
founders. Moreover, infants of mothers with a 25(OH)D
concentration <37.5 nmol/l had a lower birthweight
(—130.92 [95% CI, —130.9 to —75.1 g]). Birth length and
head circumference were not associated with maternal 25
(OH)D concentration.” We did not find an association of
maternal circulating 25(OH)D concentration with birth-
weight (treated as continuous or using clinically relevant
categories), birth length, or risk of FGR or SGA; however,
offspring of mothers with higher circulating 25(OH)D3
concentrations tended to have a smaller head circumfer-
ence. Our results suggest that maternal circulating 25(OH)
D3 concentration is not related to risk of micro- or macro-
somic fetuses, but may be related to head circumference
dimensions within the range of normal birthweight. Never-
theless, the reduction of HC is too small to conclude that a
clinically significant association exists.

Conclusion

We found that a sufficient circulating vitamin D concentra-
tion [25(OH)D3 > 30 ng/ml] in pregnancy was associated
with a decreased risk of caesarean section because of
obstructed labour. We did not find any evidence of an
association of maternal circulating 25(OH)D3 concentra-
tion in pregnancy with GDM and preterm delivery. We
also found that offspring of mothers with higher circulating
25(0OH)D3 concentrations in pregnancy tend to have a
smaller head circumference, although other offspring

outcomes at birth were not associated with the maternal
circulating 25(OH)D3 concentration. No association was
found between maternal circulating 25(OH)D3 concentra-
tion in pregnancy with SGA and FGR. However, our results
suggest that higher circulating vitamin D concentration in
pregnancy may be associated with lower risk of caesarean
delivery due to obstructed labour (failure to progress in
labour, failed induction or cephalopelvic disproportion).
Future large and well-designed studies are needed to deter-
minate the impact of vitamin D on pregnancy and birth
outcomes and assess normative levels of vitamin D in early
pregnancy to prevent adverse pregnancy and offspring out-
comes at birth.
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ANNEXA 1: Document de consentiment informat

Jo, ...

Fulla de Consentiment Informat
(Copia Pares)

.................................................................................................................... (nom i cognoms),

B QU s e s L e S e (relacio amb el nen/a)
O T e e e oman s e A Db (nom i cognoms),

He llegit Ia fulla dinformacio que se us ha donat
He pogut fer preguntes sobre I'estudi
He rebul informacid suficient sobre I'estudi
e Ty e s G Bl qui ens ha aclarit els dubtes
Entenc que [a nostra participacio és voluntaria
Entenc que podem relirar-nos de l'estudi

-Quan vulguem

-Sense haver de donar explicacions

-Sense gue aixd reperculeixi en I'alencio médica del nen
Entenc que I'esiudi esla dissenyal per incrementar els coneixemenls meédics
Entenc que lols els resultats sén confidencials i que només nosaltres, si els demanem, i els
responsables de Pestudi els coneixerem

Dono la meva conformitat per participar en 'estudi INMA.

Signatura del pare, mare o lulor
D) | e R S e e

D ]| aodl ot St w2 R el WEE e A Yot i UL P TR de 200....

Signalura del responsable
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ANNEXA 2: Document informatiu per a la participant

)

nm4

Infancia y Medio Ambiente

Benvolguts pares,

Volem agrair-los de nou la seva participacié en aquesta nova part del projecte "INMA
(Infancia i Mediambient): Exposicions prenatals i posinatal a contaminants ambientals,
diela, creixement i desenvolupament neuro-immuno-endocrinologic™.

El projecte INMA és un estudi de recerca epidemiologica financat pel Ministeri de Sanitat i
de Consum®. La xarxa de grups INMA esta formada per 10 centres (universistals i cenlres
pablics de recerca) de 7 comunitats autdnomes diferents on hi participaran un total de
4400 parelles mares-nen. L'estudi de Sabadell pretén arribar a les 800 parelies mare-
nen.

Els inlegrants del grup INMA-Sabadell sén: el Programa Sanilari d'Alencio a la dona
(PSAD-ASSIR) del Servei d'Alencié Primaria de Sabadell i la Corporacio Sanitaria Parc
Tauli , coordinats pal Dr. Jordi Sunyer de I'institut Municipal d'Investigacio Médica (IMIM)
de Barcelona.

Els estudis epidemiologics necessiten la participacié voluntaria de persones per tal de
poder tirar endavant els seus objecfius i elaborar conclusions a nivell poblacional. La
participacid en aquest tipus d'estudis ajuda a millorar el coneixement de les variables que
afecten la salut i poder aixi establir mesures preventives. Per poder conlinuar amb
aquesta tasca i, en concret, conéixer amb més profundital I'impacte dels conlaminants
ambientals sobre la salut dels nostres nens, volem demanari de nou la seva participacio
en I'estudi a través de la participacié del seu fill.

A continuacio es detallen els procediments i qiiestionaris comesponentis a la visita dels 14
mesos.

En nom de tot I'equip volem donar-los de nou les gracies.

Entitats participants:
A ' INstiut Catala Corperscio ]
R MM % de la Salut Parc Tauli‘ A;untamentl:x:' de Sabadell

* Projecte financat per I'Instituto de Salud Carlos 1l - FIS 04/1436 i el Ministeri de Sanitat | Consum -
GO3M7s
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La visita dels 14 mesos es realitzara en dos temps ol més propers possibles:

+ A la primera visita només hauran de venir les mares per respondre una série de
preguntes,

« Alasegona visita es demanara que vingui ol nen acompanyat de la mare o del pare
iselilartlohravaluadénmbgicaidoadxcmnt

Primera visita Segona visita
CAP Sant Félix CAP Sant Félix
Participant: Mare Participant: Pares i nen*
Personal INMA: Entrevistadores Personal INMA: Neuropsicoleg i infermeres
“Caldra dur els pots amb fa saliva i Porina | la cortilla de
QUESTIONARIS Salut del nen
» Qoestionar ¢'exposicié a contaminants Informacid
sobre |a posaible exposicit del vostre fil 3 VISITA DEL NEN
nacié atmosférica "2 'altres + Desenvolypament neurcpsicoldals
:::: n eon e o Avaluacio del desenvolupament naurcldgic del
- Qoestionari de dieta nen utilitzant el test de Bayley. El test avalua el
Informacié sobre |a dieta del nen, el tipus de WWWM.MIWGﬂ :
lactancia i la introducalé d'afiments nen. L'avaluacid [a realitzara un neuropsicoleg i
.M”dmd f'enviaran als pares elis resultats de
Informacio sobre els quadres respiratoris i l'exploracid.
ingressos hospilalaris del vostre §ill = 3 des) A
Aguest qOestionar tambeé inciou Informacid sobre | 5 realitzand una expioracid fisica del nen
medicacid del nen. deostinada a mesurar ¢ seu pes i lalla.
« Qiestionar d'afectivitat | de salut mantal
MOSTRES BIOLOGIQUES Informacio sobre a relacid dels pares amb & fiil
= Al final de 1a visila es donara 2 12 mare un parell de
pats, un per recolli orina i un altre per recollir salivy Altres
del nen. Les infermeres us donaran les instruccions
de com recollir | conservar les mostres. + En una submostra de dones selecclonada a
En la orina volem mesurar l'estrés oxidatiu i els l'alzar es reafitzara una Visita al domicili per tal
nivells de lode, | en ka saliva el cortisol del vostre fill, | de mesurar I'exposicié a particules fines durant
24 hores. Les particules fines indiquen
I'exposicid a contaminants atmosfbrics derivats
del trafic.
PREGUNTES FREQUENTS

‘Emmmpmnanm

Eis pares participants on lestudi rebreu [a informacé dels resultats de I'exploracd neurnpsicoldgica del vostrs il A
muwufwumdmmmwm:hmam«mm
generacions.

ES MANTINDRA CONFIDENCIAL?

Les daces estaran protegides d'acord amb [a "Ley 15/99 de Proteccicn de datos™. L'0s que es fad de la informacio
obtinguda sera confisencial. Per tant, ka ientitat del nen | dels pares quedara sempre preservada. Les dades
obtingudes només s podran publicar de forma anénima i mal de forma Indnidual.

QUINS SON ELS COSTOS?
La seva paricipacsd an aquast estudi no ropresentard cap cost per vosaltres.
NO rebran cap remuneracis per participar en estudi.

QUINS SON ELS NOSTRES DRETS COM A PARTICIPANTS?
L3 paricipacd en lNostudi és voluntra. Podou escollir no participar-hi 0 poden abandonar lestuds on qualsevol
mement. Retirar-ge de 'estud no representara cap penalitzacéd per vosaltres o of vostre fill.

A QUI HE DE TRUCAR 81 TINC ALGUNA PREGUNTA O PROBLEMA?
Pw'gmmmmmmoermmamamusm o directament amb nosaltras a FNIMIM

{Mar Alvarez 93 221 1009).
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