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1.- RESUMENES / SUMMARIES.

1.1.- Restimenes:

1.1.1.- “Deficiencia de vitamina D y Diabetes Gestacional en relacién con el Indice de
Masa Corporal”.

Se ha descrito una relacion entre la deficiencia de vitamina D (DVD) y la diabetes
gestacional (DG). Dado que la prevalencia de DG varia con el Indice de Masa Corporal
(IMC), nuestro objetivo primario fue determinar si la DVD estaba asociada con la DG de
forma independiente del IMC. Para ello, realizamos un estudio observacional y
transversal con 886 gestantes, en Elda (Espafia) entre septiembre de 2019 y julio de 2020.
Se estimo la asociacion mediante ajuste de modelos de Poisson con varianza robusta y
estimacion de razoén de prevalencias. La prevalencia observada de DG fue del 10.5%, y
de DVD del 55.5%. El ajuste crudo mostré que la DVD vy la obesidad se asociaron a la
DG, pero en el modelo multivariante solo el DVD mantuvo su asociacion significativa
(RP =1.635, p=0.038). El analisis de otros eventos secundarios no mostro diferencias con
el DVD, pero si con el IMC como la mayor frecuencia de parto por cesareas y de neonatos
con percentiles >90 de peso en el grupo de madres con obesidad. En conclusion, la DVD
esta asociada a DG de forma independiente del BMI. Futuros estudios longitudinales

podrian establecer relaciones causales.
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1.1.2.- “Influencia del confinamiento estricto en la deficiencia de vitamina D en gestantes:
un toque de atencion”.

La principal fuente de vitamina D resulta de la exposicidn cutanea a la luz solar. E1 DVD
estd asociado a varios eventos adversos durante el embarazo. En el curso de un estudio
transversal con 886 gestantes en Elda (Espana) entre septiembre de 2019 y julio de 2020
para determinar la asociacion entre el DVD y la DG en relacidn con el IMC, se declard
un confinamiento estricto por la pandemia por COVID-19 entre el 15 de marzo de 2020
y el 15 de mayo de 2020. Para determinar si el confinamiento estricto influyo en la
prevalencia de DVD en la poblaciéon local de embarazadas, se realizé de forma
retrospectiva un estudio transversal para estimar la odds ratio de la prevalencia (POR)
para la asociacion entre VDD y el confinamiento estricto. Se calculé un modelo crudo de
regresion logistica, y posteriormente fue ajustado por la dosis quincenal medida de
ultravioleta B especifico de vitamina D en nuestra area geografica. La POR durante el
confinamiento estricto fue 4.0 (IC95% = 2.7 — 5.7), con una prevalencia del 77.8% en el
periodo de cuarentena. Nuestros resultados revelaron que la prevalencia de DVD en la
poblacion gestante fue influida por el confinamiento estricto. Esta valiosa informacion
podria guiarnos en el futuro si las autoridades ordenan a la poblacion permanecer en los

domicilios por cualquier motivo.

22



1.2.- Summaries:

1.2.1.- “Vitamin D Deficiency and Gestational Diabetes Mellitus in Relation to Body
Mass Index

A relationship between vitamin D deficiency (VDD) and gestational diabetes mellitus (GDM)
has been described. Considering that GDM prevalence depends on body mass index (BMI), our
main objective was to determine if VDD is associated with GDM, independent of BMI. A cross-
sectional study with 886 pregnant women was conducted in Elda (Spain) from September 2019
to July 2020. To assess the association, Poisson regression models with robust variance were used
to estimate the prevalence ratio (PR). The observed GDM prevalence was 10.5%, while the VDD
prevalence was 55.5%. In the crude model, both VDD and obesity were associated with GDM,
but in the adjusted model, only VDD was statistically significant (PR = 1.635, p = 0.038). A
secondary event analysis did not detect differences in VDD, but BMI yielded a higher frequency
of births by cesarean section and newborns with a >90 percentile weight in the obesity group. In
conclusion, VDD is associated with GDM, independent of BMI. Future longitudinal studies

could provide information on causality.
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1.2.2.- “Influence of Strict Lockdown on Vitamin D Deficiency in Pregnant Women: A
Word of Caution”

The main source of vitamin D results from skin sunlight exposure. Vitamin D deficiency (VDD)
is linked to several adverse events during pregnancy. While performing a cross-sectional study
with 886 pregnant women in Elda (Spain) from September 2019 to July 2020 to determine the
association of VDD with gestational diabetes mellitus in relation to body mass index, a strict
lockdown (SL) due to the COVID-19 pandemic was declared from 15 March 2020 to 15 May
2020. To determine if VDD prevalence in the local population of pregnant women was influenced
by SL, a retrospective cross-sectional study was conducted to estimate the prevalence odds ratio
(POR) for the association of VDD and SL. A crude logistic regression model was calculated, and
then further adjusted by the biweekly measured vitamin D-specific UVB dose in our geographical
area. The POR during SL was 4.0 (95%CI = 2.7-5.7), with a VDD prevalence of 77.8% in the
quarantine period. Our results revealed that VDD prevalence in pregnant women was influenced
by SL. This valuable information could guide us in future if public officials order the population

to stay indoors for any given reason.
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2.-INTRODUCCION.

La deficiencia de vitamina D (DVD) en Espafia es una realidad cada vez mas evidenciada

en la bibliografia reciente, al igual que ocurre este fendmeno en la poblaciéon mundial [1-

3.

La vitamina D (VD) o calciferol es una vitamina liposoluble cuya principal fuente de
obtencion para el organismo humano es su sintesis enddgena, a nivel cutdneo, a partir
de la transformacion del 7-dehidrocolesterol en colecalciferol en presencia de luz solar.
Es la radiacion ultravioleta B (UVB) con una longitud de onda de 280-315 nandmetros
(nm) la responsable de la adquisicion del 80% - 85% de la cantidad diaria de vitamina D
que requiere el organismo[4—6]. La absorcion de radiacion UVB esta condicionada por el
tipo de exposicion solar que depende de la latitud y altitud terrestre, el angulo cenital
solar, de la extension corporal presentada, de la estacion del ano y del momento del dia,
asi como de factores poblacionales como el fototipo cutdneo, el uso de protectores
solares, la edad y el indice de masa corporal (IMC) entre otros [7-11]. Hay varios
estudios que han explorado la relacion entre la exposicion a radiacion solar UVB y los
niveles séricos de 25-hidroxi-vitamina D (25(OH)D) [12-14]. Recientemente, se han
descrito variaciones significativas estacionales y regionales en la radiacion UVB en
Europa, las cuales pueden tener un impacto en la produccion corporal de VD. Ademas,
las diferencias mensuales en la radiacion acumulada y media ponderada, la cual toma
en cuenta factores como latitud, altitud y nubosidad, estan correlacionadas de forma
significativa con cambios en la media de 25(OH)D en diferentes poblaciones [15]. En la
poblacion general, se recomiendan exposiciones solares diarias de 10 a 20 minutos, en
funcion de la estacion del afio, para conseguir producir dosis saludables de VD

(correspondientes a la ingesta de 1000 UI) [16].

El aporte dietético, aunque en menor medida, también puede contribuir a conseguir
niveles Optimos de VD, en su forma vegetal (ergocalciferol o vitamina D2) o en su forma
animal (colecalciferol o vitamina D3). Son muy pocos los alimentos que contienen de

forma natural esta vitamina, por lo que resulta casi inalcanzable conseguir un aporte
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adecuado de VD solo con la dieta. En paises como Estados Unidos de América (USA),
Canada y Finlandia, tienen décadas de experiencia en la fortificacion de algunos
alimentos con VD, como los lacteos, para asegurar que la poblacion consiga niveles

adecuados de forma efectiva y segura [17,18].

La VD tiene un papel critico tanto, en el adecuado metabolismo del fésforo y del calcio,
como en la calidad dsea. Su deficiencia se relaciona, dependiendo de la duracion y
severidad de su carencia, con el desarrollo de raquitismo en la infancia y con la aparicion
de osteomalacia y osteoporosis en el adulto. También participa en otras multiples
funciones extra esqueléticas menos conocidas, relacionadas con el sistema muscular, el
sistema cardiocirculatorio, el sistema inmune y su déficit parece asociarse a un mayor
riesgo de determinadas neoplasias, entre otros [19]. En muchos estudios, se ha
relacionado su déficit como posible marcador de estrés oxidativo y de riesgo metabolico

[20,21].

En las revisiones bibliograficas actuales sobre los niveles de VD en la poblacion mundial,
encontramos concentraciones séricas de 25(OH)D menores a 30 nmol/L y menores a 50
nmol/L en un 13,0% y un 40,4% de la poblacién general en Europa, y un 6,7% y 26,0% de
la poblacién de USA, respectivamente [22,23].

En la poblacion espafiola esta situacion es muy similar. Los datos disponibles confirman
que existe una insuficiencia, y aun franca deficiencia, en la poblacion espafiola, en todas
las edades estudiadas y en ambos sexos [24]. Se han encontrado concentraciones de
25(OH)D por debajo de 20 ng/mL en el 80-100 % de los individuos mayores de 65 afios

y en el 40 % de los menores de 65 anos [25].

Esta deficiencia es similar a la existente en todo el mundo, incluyendo en ellas a regiones
muy soleadas, incluidos otros paises de la cuenca del Mediterrdnea [26]. En Espana,
tanto la ingesta estimada de VD, como el uso de suplementos de VD, son unos de los
mas bajos de Europa [27]. Estos hechos, junto a la creciente proteccion solar en los meses

estivales, y que la mayor parte del territorio espafol se sitiia por encima del paralelo
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35°N podria explicar, en parte, la elevada incidencia de DVD en nuestra poblacién.

Existen subpoblaciones de alto riesgo, como las embarazadas y la obesidad.

2.1.- ;Seria aconsejable el cribado universal de la deficiencia de vitamina D en
la poblacién?

La respuesta a esta pregunta es controvertida. La Sociedad Espafiola de Endocrinologia
no respalda el cribado universal de DVD, sino que recomienda que las medidas de Salud
Publica deben dirigirse a personas o grupos que acumulan factores de riesgo, como
ocurre en el caso de las embarazadas y mujeres lactantes [28], enfermedades que limitan
la absorcién de la VD (como las enfermedades inflamatorias intestinales o la cirugia
bariatrica), las enfermedades relacionadas con el metabolismo 6seo (como la
osteoporosis), las enfermedades renales crénicas, la poblaciéon anciana (sobre todo en
caso de estar institucionalizada), los pacientes obesos, y los colectivos con baja

exposicion solar, entre otros [29,30].

La Sociedad Espanola de Ginecologia y Obstetricia (SEGO), en su protocolo de manejo
de la gestacion actualizado en 2017, recomienda que si bien no hay datos suficientes para
indicar un cribado rutinario de VD a todas las embarazadas, en aquellas gestantes con
mayor riesgo de DVD, como las obesas, las que tengan factores de riesgo de pre-
eclampsia, una baja exposicion solar, o aquellas que hayan sido sometidas a cirugias
gastrointestinales que limiten la absorcion, se deberia realizar esta determinacion al
inicio de la gestacion [31]. Pese a esta recomendacidn, esta practica no esta generalizada

en la actualidad.

2.2.- ;Qué fraccion de la vitamina D es la que mejor refleja su situacion global
en el ser humano?

Dada la existencia de multiples metabolitos con diferente actividad bioldgica, debemos
establecer cudl es el que mejor evalta el valor real de la VD. Las guias actuales
recomiendan usar en la prdctica clinica habitual el nivel de 25(OH)D circulante [32]. Este
metabolito, también denominado calcifediol, engloba la cantidad de la VD obtenida por

la sintesis enddgena (a través de la exposicion solar), la obtenida por medio de la dieta,
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y la VD suplementada. Existen evidencias sdlidas de que los niveles de este metabolito
estan en relacion con eventos clinicos, como la mineralizacion dsea, el riesgo de fractura,

la mortalidad general y los eventos cardiovasculares [33].

2.3.- ;Cual es la forma mas adecuada de medir la vitamina D?

En la actualidad, la valoracion de las concentraciones en sangre de 25(OH)D resulta
dificultosa. Existen multiples métodos de laboratorio para su determinacién, con

diferencias en cuanto a su precision y exactitud [34,35].

La cromatografia liquida de alta resolucion con deteccion ultravioleta es la técnica de
referencia mas accesible. También se emplea ampliamente el inmunoensayo, aunque

presenta menor exactitud [36,37].

2.4.- ;Qué niveles se consideran Optimos para cubrir las necesidades del
organismo, tanto a nivel 6seo como en el resto de las funciones en las que
participa la vitamina D?

En la actualidad, no existe un criterio claramente establecido sobre las concentraciones
de VD necesaria en la poblacién sana, ni en la de alto riesgo. Recientemente, se ha
indicado que el rango optimo deseable de 25(OH)D sérica estaria entre 20-40 ng/mL
[38,39], y que las concentraciones por debajo de estos valores serian indicativas de un

DVD.

Existen diferentes puntos de corte aceptados como valores de normalidad de niveles
séricos de 25(OH)D en funcion de la institucion que consultemos. Para el Institute of
Medicine (IOM) [40] se consideran valores de suficiencia aquellos superiores a 20 ng/mL
a diferencia de los referidos por la International Osteoporosis Foundation (IOF) que
considera como valores de normalidad niveles por encima de 30 ng/mL. Esté umbral
estd apoyado por la American Society of Endocrinology [28]. En Espafia, la Sociedad
Espafiola de Investigacion Osea y del Metabolismo Mineral (SEIOMM) considera unos
niveles inferiores a 20 ng/mL como claramente patologicos. Unas concentraciones en

sangre superiores a 30 ng/mL garantizarian una salud dsea dptima, aunque es posible
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que se precisen valores superiores para conseguir resultados favorables en otros

problemas de salud [25,41].

Existen estudios que intentan definir el nivel maximo seguro de VD, dado que algunos
trabajos relacionan unos niveles elevados mantenidos de 25(OH)D con riesgo por
muerte cardiovascular (niveles superiores a 50-60 ng/mL). Actualmente, hasta que no se
consoliden evidencias mds sdlidas sobre los beneficios extradseos de niveles mas
elevados de VD, parece razonable tener como objetivo concentraciones séricas de

25(0OH)D entre 30 y 50 ng/mL con los que se consigue un perfil ptimo de seguridad [25].

2.5.- ;Debemos estudiar la deficiencia de vitamina D en la gestacion?
(Debemos suplementar con vitamina D a las gestantes? ;Debemos tratar la
insuficiencia de vitamina D durante el embarazo?

La DVD es comun en el embarazo y en el recién nacido (se presenta en el 54% y el 75%,
respectivamente) [1,42]. Al igual que en la poblacion general, esté circunstancia afecta a
gestantes de todas las latitudes, no sdlo a aquellas con menor exposicién solar. En
estudios realizados en poblacion gestante del Mediterraneo la prevalencia de

insuficiencia de VD oscila del 9,3% al 41,4% [43].

En la actualidad no existe un consenso acerca de la necesidad de evaluacién de los
niveles de VD durante la gestacion, ni de la necesidad de la suplementacion durante el

mismo [44,45].

La importancia del estudio del nivel de VD en la gestacion, radica en que su déficit ha
sido relacionado, con evidencias contradictorias [44], con la aparicion de diversos
eventos adversos durante el embarazo, como la aparicion de pre-eclampsia [46], de
diabetes gestacional (DG) [47], de parto prematuro, de mayor riesgo de cesdrea. También
se ha relacionado con consecuencias en el recién nacido, como el bajo peso al nacimiento
(< 2500g), la disminucion del perimetro cefalico y problemas en el neurodesarrollo

infantil [48,49].
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La suplementacién de VD en el embarazo se ha sugerido como una intervenciéon que
podria mejorar estos resultados. En la actualidad, existe un creciente nimero de estudios
que examinan la eficacia y la seguridad de esta intervencién en el embarazo [50,51]. Una
reciente revision sistematica evalud la suplementacion con VD frente al placebo/control,
y encontrd una probable reduccidn del riesgo relativo de preeclampsia, de DG, de recién
nacido con bajo peso al nacimiento (< 2500g), y una posible reduccion de la hemorragia
postparto. Sin embargo, encontré poca o ninguna diferencia con respecto al riesgo de
tener un parto prematuro (< 37 semanas de gestacion) [52]. Recientemente, Rostami M.
et al. describieron la eficacia de un programa de cribado para mejorar los niveles de
25(OH)D en la gestacion, y encontraron una marcada reduccion en los eventos adversos

registrados en las gestantes que fueron cribadas y suplementadas con VD [53,54].

Existe controversia en la actualidad respecto a la necesidad de suplementar
sistemdticamente con VD a todas las gestantes, y la realidad en nuestro medio es que no
se suplementan de rutina. Aunque algunas gestantes toman polivitaminicos, la mayoria
de los comercializados en nuestro pais para las gestantes solo contienen 5 [g (200
unidades) de VD, y sélo algunos contienen 10 [Jg (400 unidades). Estas cantidades son

muy inferiores a las recomendadas en caso de DVD.

La ultima revision sobre este tema, actualizada en el “Up-to-date” [38], se recomienda la
suplementacion rutinaria de los nifios de 1 a 18 anos, los adultos menores de 70 afios, las
gestantes y también las mujeres durante la lactancia, con dosis de alrededor de 600 UI
(los mayores de 70 afios deberian recibir dosis superiores, sobre las 800 UI), siguiendo

las indicaciones de distintas guias [40,55,56] entre las que se incluye la de la SEGO [31].

En lo que si que coincide, de forma consistente la literatura, es en la indicacion del

tratamiento del DVD [31,55], en caso de ser diagnosticado.

La dosis adecuada de tratamiento actualmente es muy controvertida. Hemos de tener en
cuenta que la respuesta individual a la administracién de esta vitamina es muy

heterogénea, ya que serd el resultado de la combinacion de mdultiples factores
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(exposicion solar, IMC, factores genéticos y los niveles de 25(OH)D de los que partamos).
Los diferentes estudios realizados utilizan dosis muy variables, desde 400 UI diarias a
4000 Ul diarias. Las distintas sociedades cientificas tampoco llegan a un acuerdo al
respecto. Se proponen pautas tan dispares como la de OMS [50,57] con 200 UI diarias,
frente a la pauta de la SEGO que propone 1000 Ul al dia. Otras guias recomiendan dosis
superiores como tratamiento en gestantes con insuficiencia de VD o con alto riesgo de
DVD al menos con 1000 UI diarias, y en gestantes con niveles deficientes (<15 ng/mL)

deberian administrarse 2000 UI al dia [31,55].

Existen diferentes formas comerciales de la VD disponibles en el mercado y, aunque
difieren en su potencia, todas ellas tienen un resultado similar en la madre y el feto. Esta
firmemente establecido que la administracion materna de VD tiene como resultado el
incremento significativo de los niveles de 25(OH)D en la madre y en el recién nacido
[58]. La suplementacion diaria de las embarazadas con VD (colecalciferol o
ergocalciferol) parece segura durante el embarazo, siendo preferible el colecalciferol
(vitamina D3) al ergocalciferol (vitamina D2), para la prevencion de la DVD, y del
calcidiol para su tratamiento, dado que consigue un efecto mas potente precisando una

dosis menor.

2.6.- (Es seguro administrar vitamina D en la gestacion?

Actualmente, no existe una clara asociacion entre la aparicion de efectos secundarios
maternos o neonatales con la administracion de VD durante el embarazo. En general, los
estudios realizados en animales y en seres humanos indican que es poco probable que
ocurra un exceso fetal de metabolitos de VD cuando las concentraciones maternas estan
dentro de un rango normal [59]. Actualmente, su posible asociacion al desarrollo fetal
del Sindrome de Williams [60] ha sido descartada, dado que existen multiples estudios
que niegan la aparicion de las alteraciones asociadas a este sindrome, como la estenosis

adrtica supravalvular y las anomalias en la denticidn fetal [61].
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La VD se encuentra clasificada en la categoria A por la Food and Drug Administration
(FDA). Esta clasificacion establece cinco categorias en funcion del potencial teratégeno
de los medicamentos. La categoria A corresponde a aquellos farmacos que cuentan con
estudios adecuados y bien controlados, no han demostrado riesgo para el feto en el
primer trimestre de embarazo, y no existe evidencia de riesgo en trimestres posteriores.

La posibilidad de dafo fetal parece remota.

Se sabe que la VD a dosis muy elevadas (de 4 a 15 veces las recomendadas en humanos)
es teratdgena en animales, pero no existe evidencia en humanos. Se desconoce si todos
los analogos pasan a través de la placenta, sin embargo, se ha confirmado con calcifediol
y calcitriol cuya transferencia es muy lenta debido, posiblemente, a su unién a la proteina

transportadora de vitamina D3.

La VD ha sido utilizada a altas dosis para el tratamiento de hipoparatiroidismo maternal
durante la gestacion sin complicaciones [62]. Existen en la literatura multiples andlisis
en los que se usaron dosis superiores a 2000, 3000 y 4000 UI diarias de VD durante la
gestacion de forma segura [50]. Diferentes estudios han tratado de definir la dosis
maxima segura en gestantes. Todos coinciden en que como minimo, dosis menores a
4000 Ul diarias son seguras. En una revision Cochrane al respecto, no se encontraron

efectos secundarios en los estudios revisados [59,63,64].

Un DVD severo durante el embarazo podria dar lugar a osteomalacia y, por lo tanto, a
un aumento en el riesgo de morbilidad en la madre (pérdida de peso y deformidad
pélvica) y en el feto (disminucion del crecimiento, esmalte dental defectuoso e

hipocalcemia neonatal) [65,66].

Partiendo de la base que los niveles de calcio no se incrementan durante la gestacion
normal [67], hemos de tener conocimiento de que los efectos potencialmente tdxicos
maternos de la suplementacién con VD son la aparicion de hipercalcemia e
hipercalciuria. En general, se consideran niveles patoldgicos los > 10,5 mg/dL de calcio

en sangre, y calcio urinario > 250 mg/dL. Estas cifras se han observado so6lo con niveles
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de 25(OH)D > 220 nmol/dL[68]. En 2010, la IOM definid el limite superior de seguridad
de la VD en 4000 UI diaria, siendo valido también para gestantes y durante la lactancia
[40]. Se recomienda la monitorizacion de la excrecion del calcio en orina durante el

tratamiento de la DVD, especialmente en mujeres con antecedentes de calculos renales.

La pauta mas adecuada de administracion durante el embarazo es la diaria, ya que
alcanza niveles mas estables y sin picos elevados. La administracion de grandes dosis,

en intervalos espaciados, parece ser la forma menos segura de tratamiento.

2.7.- La deficiencia de vitamina D en la gestacion en subgrupos de riesgo:
obesidad y diabetes gestacional.

Todas estas cuestiones planteadas se podrian trasladar a su vez a un subgrupo de
embarazadas considerado de riesgo de DVD. La mayoria de los estudios y de las
revisiones sistematicas que describen prevalencias altas de DVD en la gestacion, no

discriminan entre subgrupos de riesgo de DVD, como sucede con la obesidad.
La prevalencia de gestantes con sobrepeso y obesidad va en aumento en Espana [69,70].

De todos los eventos relacionados con el DVD en la gestacion, la diabetes gestacional
(DQ) es, sin duda, la patologia mas prevalente. La DG es una entidad clinica relacionada
con multiples complicaciones durante el embarazo como la fetopatia diabética con

hiperinsulinismo fetal, macrosomia, hipoxia y acidosis fetal y metabolopatia neonatal.

La DG identifica una poblacion de mujeres con alto riesgo de desarrollo de Diabetes Tipo
2 [71,72], representando una estacion temprana en la historia natural de la enfermedad.
Estudios recientes, postulan que la VD podria ser clave en la regulacion del metabolismo
hepatico, la funcion y desarrollo de los islotes pancreaticos, los niveles de calcio en
sangre, el estrés oxidativo y el sistema inmune e inflamatorio para mediar el comienzo
de la DG [73] y que, por ello, la existencia de DVD podria postularse como un marcador
independiente de riesgo cardiovascular y de sindrome metabdlico [74,75], al igual que
otros biomarcadores existentes de sindrome metabodlico y de resistencia a la insulina,

como el HOMA-IR (homeostasis model of assesment-insuline resistance), la insulina en
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ayunas, la glucosa en ayunas, la proteina C reactiva (PCR), el fibrindgeno y el perfil

lipidico, entre otros [76].

Entre los factores de riesgo, claramente establecidos para la aparicion de DG, se
encuentran el IMC, la edad materna, el antecedente de hijo previo macrosoma, y el
desarrollo de DG en una gestacion previa. La mayoria de los estudios consideran que el

IMC es el factor de riesgo independiente de mayor importancia entre todos [77-79].

La DG es la complicacion médica con mas alta prevalencia en la gestacion que oscila
entre un 7-12% (SEGO) de la poblacidon, incrementandose su incidencia en funcion del
IMC [80-82]. Encontramos valores de prevalencia de DG del 10,2% para IMC > 25, y del
16,7% para IMC >30 [83].

Las mujeres con IMC > 25 tienen una mayor prevalencia de DVD, al igual que sus recién
nacidos por una menor biodisponibilidad y paso transplacentario de esta vitamina. Se
considera que esté subgrupo de pacientes podria resultar mas beneficiado en caso de

realizarse una intervencion al respecto [84,85].
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3.- JUSTIFICACION DEL ESTUDIO E HIPOTESIS DE TRABA]JO.

3.1.- Justificacion del estudio.

La justificacién general de la presente Tesis Doctoral es la aspiracion de encontrar

algunas respuestas a preguntas clinicas que surgen en la practica asistencial diaria de

forma consecuente a lo expuesto. Fueron estos multiples interrogantes los que

motivaron el estudio que se llevo a cabo:

(Realmente existe una prevalencia alta de DVD en las gestantes de nuestra
poblaciéon? Ante la existencia de datos limitados hasta el momento solo hemos
podido realizar inferencias a partir de estudios realizados en otras poblaciones que

nos sugieren que es esperable que nuestras gestantes presenten un DVD.

En caso afirmativo, ;existiran diferencias entre las gestantes con sobrepeso y
obesidad con DVD y aquellas con IMC normal? Dado que se han establecido factores
de riesgo que aumentan la prevalencia de DVD pretendemos dilucidar si debemos
estratificar a nuestras gestantes en funcion de estos factores de riesgo de DVD o por

el contrario los diferentes grupos se van a comportar igual.

(La DGy el DVD estan asociados en nuestro medio? En base a la disparidad de las
conclusiones de la bibliografia existente en relacion con esta asociacion resulta de

interés saber como se comporta nuestra poblacion al respecto.

Como consecuencia de la situacion excepcional del confinamiento domiciliario,

decretado en Espana por las autoridades gubernamentales, como respuesta a la

pandemia por COVID-19, en el segundo trabajo nos planteamos si dicho confinamiento

influencio la prevalencia del DVD en nuestra poblacion gestante.

35



3.2.- Hipétesis de trabajo.

Para nuestra investigaciéon planteamos una hipdtesis de trabajo basada en el
conocimiento de la naturaleza liposoluble de la Vitamina D, cualidad fisica responsable
de su almacenaje en las células adiposas del tejido graso. Esta circunstancia bioldgica
hace que las personas con sobrepeso y, sobre todo, con obesidad grave, acumulen
mayores cantidades de VD en el tejido adiposo, lo que se traduce en unas menores
cantidades circulantes de esta vitamina en sangre. Nuestra hipotesis fue que, si la DVD
puede asociarse a la DG en la gestacidn, y el nivel en sangre de VD varia en funcién del
indice de masa corporal (IMC), el desarrollo del DG en pacientes con DVD podria ser

dependiente de su IMC.

En nuestro segundo trabajo, la hipdtesis de trabajo se basé en que la fuente principal de
la VD en el humano proviene de la sintesis cutdnea, y que el confinamiento domiciliario
al modificar la exposicion de las participantes a la radiacion UV-B, pudo influir en la

prevalencia de la DVD en nuestra poblacion gestante.
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4.- OBJETIVOS.
4.1.- Objetivo primario.

El objetivo primario del primer trabajo fue determinar si el DVD se asociaba a la DG de

forma independiente del IMC.

El objetivo primario del segundo trabajo fue determinar si la prevalencia de DVD en las

gestantes estuvo influenciada por el confinamiento estricto en Espafa.

4.2.- Objetivos secundarios.

Los objetivos secundarios que nos planteamos en el primer trabajo fueron:

- Establecer la prevalencia de DVD en las gestantes de nuestra poblacion, en concreto
aquellas que presentaban un factor de riesgo claramente establecido como la
obesidad.

- Caracterizar el estado actual de nuestra poblacion respecto a su distribucion de IMC,
y su relacion con la prevalencia de DG.

- Conocer si existen diferencias en la frecuencia de los eventos secundarios obstétricos
y del recién nacido, segtin los niveles de 25(OH)D materna y el IMC. Se consideraron
eventos secundarios adversos maternos, los siguientes: parto prematuro (el
acontecido antes de las 37 semanas de gestacion), la preeclampsia (segtin los criterios
establecidos por la SEGO), y la finalizacion de la gestacion por cesarea. Se
consideraron eventos secundarios del recién nacido, los siguientes: ingreso en UCI,
bajo peso para la edad gestacional al nacimiento, disminucién del perimetro cefalico
y disminucion de la longitud.

- Conocer, mediante la informacion recogida en un cuestionario auto administrado el

perfil de estilo de vida de nuestra poblacion gestante.

En el segundo trabajo no planteamos objetivos secundarios adicionales.
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5.- MATERIALES Y METODOS.

5.1. Poblacion de estudio.

En el primero y en el segundo trabajo, se empled la misma poblacion de estudio.

Se llevo a cabo un estudio de base poblacional unicéntrico, observacional, transversal y
analitico, en el que se invito6 a participar a todas las gestantes del Departamento de Salud
de Elda. Para la consecucion de los objetivos secundarios del primer trabajo, que
perseguia conocer si existian diferencias en la frecuencia de los eventos secundarios
obstétricos y del recién nacido segtin la presencia de DVD materna y el IMC, se realizé
un seguimiento longitudinal de las participantes hasta la finalizacion de la gestacion.
Ambos estudios fueron aprobados por el Comité de Etica de la Investigacién con
medicamentos del Hospital General Universitario de Elda (cddigo protocolo estudio
clinico: VITD) y todas las participantes firmaron un consentimiento informado previo a
su entrada. La inclusion de las gestantes se realizo en el segundo trimestre del embarazo,
por muestreo consecutivo exhaustivo, abarcando desde septiembre de 2019 a julio de
2020, siendo el unico criterio de participacion el estado de gestacion. Se consideraron
como criterios de exclusion la gestacion multiple y el antecedente personal de diabetes

pre-gestacional (diabetes mellitus tipo 1y tipo 2).

Durante el desarrollo de nuestra investigacion sucedié un acontecimiento inesperado.
La apariciéon del coronavirus SARS-CoV-2 provocd una emergencia sanitaria a nivel
internacional declarada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la enfermedad
causada por este nuevo coronavirus se denominé COVID-19. El 11 de marzo de 2020 la
COVID-19 fue declarada pandemia por la OMS y esta situacion llevé a los gobiernos de
todo el mundo a adoptar medidas para controlar la interaccion social a fin de evitar el
contagio y la propagacion de este virus. En Espana, el gobierno declaro el estado de
alarma para la gestion de la crisis sanitaria el 14 de marzo de 2020, y toda la poblacion
espanola, del 15 de marzo de 2020 hasta el 15 de mayo de 2020, realizé un confinamiento

estricto que supuso una restriccién a la exposicion solar.
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Como consecuencia de la pandemia por COVID-19 y las medidas implementadas por el
Gobierno de Espafia, una cohorte significativa de participantes en la poblacion de
estudio experiment6 dicho confinamiento estricto. Por lo tanto, en el segundo estudio,
realizamos de forma retrospectiva, un andlisis adicional para describir el impacto de la

cuarentena en la prevalencia de DVD en la poblacion gestante.

5.2. Recogida de datos.

Se recogieron los datos a lo largo de un periodo de 10 meses empleando formularios de

datos anonimizados, de forma retrospectiva y prospectiva, dependiendo de la variable.

5.2.1. Evaluacion de los niveles de vitamina D, (25(0OH)D).

Se tomo una muestra de sangre en la visita rutinaria del segundo trimestre del embarazo,
junto con una prueba de cribado para DG. La concentracion sérica de 25(OH)D se midid
mediante un ensayo automatizado por electroquimioluminiscencia (Modular Analytics
E170 y Elecsys Vitamina D Total II, Roche Diagnostics, GmBH (Manheim, Alemania)),
con un rango de 3 — 70 ng/mL. Este ensayo ha sido previamente validado frente a
cromatografia liquida y espectrometria de masa en tandem (LC/MS/MS), y ha sido
acreditado por el Programa de Estandarizacion y Certificacion de Vitamina D (VDSCP)
del Centro para el Control de Enfermedades de los USA (CDC) [86-90]. Se defini¢ el
DVD como una concentracion sérica de 25(OH)D < 20 ng/mL. En caso diagnosticarse un

DVD, se recomend¢ el suplemento de 480 Ul de calcidiol hasta el final de la gestacion.

5.2.2. Evaluacion de la diabetes gestacional (DG).

El diagnostico de DG se complet6 en dos etapas, siguiendo los criterios de Carpenter y
Coustan [91], siguiendo la propuesta de la 4th Workshop-Conference on Gestational Diabetes
Mellitus [92] y la American Diabetes Association. [93] Una prueba de cribado positiva (test
de O’Sullivan) era seguida de una prueba de sobrecarga oral de glucosa (SOG) con 100g
de glucosa, evaluando la glucemia alas 0 h, 1 h, 2 h y 3 h. Si > 2 valores eran superiores
a los valores de corte en cualquier momento de la curva (valores de corte de glucemia: 0

h > 95 mg/dL, 1 h > 180 mg/dL, 2h > 155 mg/dL y 3 h > 140 mg/dL), se establecia el
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diagnostico de DG. Estos criterios han sido validados con anterioridad en la poblacion

espanola [94].

5.2.3. Evaluacion del Indice de Masa Corporal (IMC).

El IMC se calculd con las medidas de peso (en kg) y la altura (en m) registrados en la
visita de rutina del primer trimestre del embarazo. De acuerdo con el IMC, las mujeres
fueron clasificadas en grupos segun la clasificacion de la Organizacion Mundial de la

Salud: normal (< 25), sobrepeso (25 — 30), y obesidad (> 30).

5.2.4. Evaluacion del resto de covariables.

En la visita del primer trimestre del embarazo, se realizé una historia médica y una
exploracion fisica, recogiendo datos sociodemograficos y relacionados con la gestacion,
incluyendo la edad materna (en afios), el habito tabaquico, hipotiroidismo, etnicidad,

peso (en kg), altura (en m), paridad e historia previa de parto por cesarea.

En el segundo trimestre de la gestacion, coincidiendo con el examen ecografico de las 20
semanas, se paso un cuestionario (cuestionario del estudio San Carlos) para evaluar la
actividad fisica, los habitos nutricionales y estilo de vida (cuyo resultado se expresa en
forma de puntuaciones). Este cuestionario se basa en las recomendaciones sobre
nutricion basadas en la evidencia de la American Diabetes Association, adaptadas a la
poblacioén espanola siguiendo el Diabetes Nutrition and Complications Trial (DNCT), y que
ha sido validado en nuestra poblacion [95,96]. La analitica de sangre del segundo
trimestre incluyo: proteina C reactiva (PCR) (en mg/dL), ferritina (en mg/dL), colesterol
total (en mg/dL), colesterol LDL (en mg/dL), triglicéridos (en mg/dL), fibrinégeno (en
mg/dL), hemoglobina (en g/dL) y hematocrito (en %).

Tras el parto, se recogieron el resto de las variables: hipotiroidismo gestacional, parto
pretérmino, preeclampsia, parto por cesdrea, ingreso del neonato en UCI, y percentiles
neonatales de peso, altura y perimetro cefdlico (basados en las graficas de la poblacion

espanola).
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Para completar el segundo trabajo, se definieron dos nuevas variables: el grupo de

confinamiento estricto y la dosis de UVB especifica de vitamina-D (D-UVB).

5.2.5. Definicion del grupo de confinamiento estricto (CE).

Se categorizdé como grupo CE a todas las participantes a las cuales se les extrajo la
muestra de sangre para medicion de los niveles de 25(OH)D entre el 15 de marzo de 2020
y el 15 de mayo de 2020. El resto de las participantes se categorizdo como grupo sin

confinamiento estricto (NCE).

De acuerdo con el Real Decreto 463/2020, de 14 de marzo, por el que se declara el estado
de alarma para la gestion de la situacion de crisis sanitaria ocasionada por el COVID-19.,

https://www.boe.es/eli/es/rd/2020/03/14/463/con , se anuncio que, a partir del siguiente

dia, todos los trabajadores no esenciales debian permanecer en casa durante los
siguientes 14 dias (excepto en casos excepcionales, y para el abastecimiento de comida y
productos de primera necesidad). Esta situacion se fue prorrogando de forma

consecutiva hasta el 15 de mayo de 2020.

5.2.6. Valoracion de la dosis UVB especifica para la vitamina D (D-UVB), en el drea
geogrdfica del estudio.

El Servicio de Internet de Monitorizacion de Emisiones Troposféricas (Tropospheric
Emission Monitoring Internet Service, TEMIS) es parte del programa de datos de la
Agencia Espacial Europea (European Space Agency, ESA). El proyecto TEMIS genera
conjuntos de datos con varios items de informacién, y permite su consulta y uso

gratuitos a través de internet (www.temis.nl/uvradiation/UVdose.html (accedido el 10

de febrero de 2023); version 2.0) [97]. La D-UVB es la irradiacion efectiva (en kJ/m?) que
alcanza la superficie terrestre integrada a lo largo del dia, y se calcula considerando la
dosis de radiaciéon UVB en las longitudes de onda que pueden inducir produccién
cutanea de VD (290 — 315 nm) [15]. Esta base de datos ya ha sido empleada y descrita en
el pasado [98,99].
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Se recogieron las dosis diarias de D-UVB en las tres coordenadas geograficas
correspondientes a nuestra drea, desde el 16 de septiembre de 2019 hasta el 15 de agosto
de 2020 ({1}: latitud 38.375 y longitud —0.875; {2}: latitud 38.375 y longitud —-0.620; {3}:
latitud 38.625 y longitud —0.875). Las medias ponderadas de las tres coordenadas fueron
empleadas para los calculos. Para tomar en consideracion los efectos de las nubes en las
mediciones de D-UVB, se empled el conjunto de datos modificados por nubosidad
disponible en TEMIS. Para cada quincena del estudio, se calculé una dosis media de D-
UVB. A todas las participantes se les asignd una dosis D-UVB basada en el periodo

quincenal en el cual se les determin¢ sus niveles de 25(OH)D.

5.3.- Analisis estadistico.
5.3.1.- Calculo del tamario muestral.

En el proyecto de investigacion se calculd el tamafio muestral en base al objetivo
primario del estudio, empleando como estadistico de contraste de hipdtesis una
comparacion de proporciones para no igualdad en dos grupos independientes (test
exacto de Fisher). Los pardmetros objetivo fueron un error a=0.05, un error (3=0.20
(potencia del 80%) y una relacion entre grupos de 0.5 (relacion 2:1 entre no DVD y DVD).
La prevalencia de la diabetes gestacional en gestantes espafiolas es de 10%, y asumimos
como clinicamente relevante un aumento de la prevalencia hasta un 20% en caso de
DVD. Con estos valores el tamafio muestral calculado fue de 449 pacientes, de las cuales
299 estarian en el grupo no DVD Dy 150 en el grupo con DVD. El tiempo requerido para

la inclusién de dicho tamafio muestral, de forma aproximada, se estimo en 6 meses.

Durante el desarrollo de nuestra investigacion sucedio el acontecimiento inesperado
mencionado en el apartado Poblacién de estudio. Dada la intima relacién de los niveles
de VD en sangre y la exposicion solar consideramos de interés prolongar la duracion del
estudio, por lo que el tamafio muestral calculado en el proyecto de investigacion fue

ampliamente superado.
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5.3.2.- Analisis descriptivo.

Se realizd un andlisis descriptivo para examinar la distribucion de las variables
estudiadas, con calculo de frecuencias para las variables categdricas, y medias y
desviaciones estandar para las variables continuas. Para el manejo de los valores
perdidos se empled la metodologia de pares de variables (pairwise). Para las variables
sociodemograficas, se calcularon los intervalos de confianza al 95% (IC95%) empleando
el método de Wilson para proporciones y el método asintotico para las variables
continuas. Para evaluar los factores asociados con DG y DVD se emplearon tablas de
contingencia. Las variables categoricas se compararon empleando la prueba de chi-

cuadrado, y las variables cuantitativas usando la prueba de t de Student.

En el segundo trabajo, se realizé un andlisis descriptivo similar. Para evaluar los factores

asociados con CE y DVD se emplearon tablas de contingencia.

5.3.3.- Primer estudio: Andalisis de la asociacion entre DVD con DG en relacion con el
IMC.

Para estimar la magnitud de la asociacion de DVD con DG y su relacion con el IMC, se
desarrollaron modelos de regresion de Poisson con varianza robusta crudo y ajustados,
y se calcularon la razén de prevalencia (RP) con sus respectivos IC95%. Las variables
predictoras se seleccionaron empleando una metodologia de regresiéon en pasos
sucesivos (stepwise regression method), y el modelo mas ajustado fue seleccionado por el

Criterio de Informacion de Akaike.

Se considerd un nivel de significacion estadistica con un p-valor de < 0.05 para el objetivo
primario, y de < 0.025 para los objetivos secundarios, con ajuste de Bonferroni para

comparacion dos variables.

5.3.4.- Sequndo estudio: Andlisis de la asociacion entre el CE y la prevalencia de DVD.

Se realiz6é un estudio transversal para estimar la odds ratio de la prevalencia (POR) para
la asociacion entre DVD y CE en nuestra poblacion de gestantes. Para controlar la

influencia de las variaciones estacionales en la irradiacion solar, el modelo de regresion
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logistica fue ajustado por la dosis quincenal de D-UVB medida en nuestra area
geografica. El resto de covariables se estudiaron como factores de confusion y se

realizaron analisis multivariante para determinar el modelo explicativo mas sencillo.

5.3.5.- Herramientas empleadas.

En el primer trabajo, todos los andlisis se realizaron empleando IBM SPSS v.26 (IBM
Corp., Armonk, NY, USA) y el programa informatico gratuito para computacioén

estadistica y graficos R v.4.0.2 [100].

En el segundo estudio, los andlisis se realizaron con STATA 14 (StatCorp LLC, College
Station, TX, USA) e IBM SPSS v.26 (IBM Corp., Armonk, NY, USA). Las figuras se

construyeron con Microsoft Excel para Mac (Microsoft Corp., Redmond, WA, USA).
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6.- RESULTADOS.

6.1. Caracteristicas de las participantes en el primer estudio.

En el periodo de estudio, un total de 923 gestantes fueron elegibles para su inclusion.
Treinta y siete fueron excluidas, para finalizar con una muestra total de 886, aunque los
niveles de 25(OH)D fueron obtenidos s6lo en 881. En la Tabla 1.1, se describen las

caracteristicas de las participantes en relaciéon con la DG.

Tabla 1.1. Caracteristicas de los participantes en relacion con la diabetes gestacional (DG).

No DG DG

Caracteristicas Muestra total (1=793,895%) (1=93,10.5%) p-Valor

Caracteristicas sociodemograficas
Edad (afios), media (DE) 32.0 (5.8) 31.7 (5.7) 342 (5.7) <0.001 *
Cuestionario (Estudio San Carlos), media (DE)

Actividad fisica -0.7 (1.4) -0.7 (1.4) -0.8 (1.3) 0.942

Estado nutricional 39@3.7) 3.8(3.7) 4.0 (3.6) 0.813

Estilo de vida 3.1(42) 3.2(3.9) 3.2(3.9) 0.758
Habito tabaquico materno, n (%) 91 (10.3) 79 (10.0) 12 (12.9) 0.377
Hipotiroidismo materno, # (%) 48 (5.4) 40 (5.0) 8 (8.6) 0.152
Etnia, n (%) 0.045 *

Caucasica 766 (86.7) 692 (87.6) 74 (80.6)

Sudamericana 62 (7.0) 54 (6.8) 8 (8.6)

Otras 55 (6.2) 44 (5.6) 11 (11.8)
Caracteristicas relacionadas con la gestacién
PAS, primer trimestre (mmHg), media (DE) 110.8 (11.7) 110.2 (11.5) 116.4 (12.0) <0.001 *
PAD, primer trimestre (mmHg), media (DE) 68.8 (8.8) 68.3 (8.6) 73.0 (9.7) <0.001 *
DVD, n (%) 489 (55.5) 429 (54.1) 60 (68.2) 0.012 *
IMC, n (%) 24.8 (4.8) 24.5 (4.5) 27.5(5.9) 0.021 *
Grupo IMC, n (%) <0.001 *

Normal (<25) 532 (60.4) 491 (62.3) 41 (44.1)

Sobrepeso (25-30) 234 (26.6) 212 (26.9) 22 (23.7)

Obesidad (>30) 115 (13.0) 85 (10.8) 30 (32.2)
Paridad, n (%) 0.464

Primigesta 446 (50.3) 402 (50.7) 44 (47.3)

2 gestaciones 332 (37.5) 298 (37.6) 34 (36.6)

>3 gestaciones 108 (12.2) 93 (11.7) 15 (16.1)
Historia de cesarea, n (%) 98 (11.1) 85 (10.5) 13 (14.0) 0.345
Hipotiroidismo gestacional, 1 (%) 195 (22.0) 175 (22.1) 20 (21.5) 0.901
Analitica de sangre, media (DE)
Vitamina D, 25(OH)D (ng/mL) 19.3 (8.9) 19.5 (8.9) 17.2 (8.6) 0.021 *
Proteina C reactiva (mg/dL) 5.7 (5.8) 5.7 (6.0) 6.2 (4.0) 0.005 *
Ferritina (mg/dL) 24.6 (25.5) 24.3 (25.8) 26.7 (21.7) 0.249
Colesterol (mg/dL) 224.3 (38.7) 223.7 (38.8) 229.5 (37.4) 0.084
HDL colesterol (mg/dL) 75.8 (15.3) 76.3 (15.2) 72.1 (15.7) 0.034 *
LDL colesterol (mg/dL) 114.1 (32.5) 113.5 (32.0) 119.7 (36.1) 0.197
Triglicéridos (mg/dL) 177.2 (68.1) 172.2 (62.4) 220.5 (95.3) <0.001 *
Fibrinégeno (mg/dL) 397.8 (56.3) 394.5 (54.6) 425.5 (62.3) <0.001 *
Hemoglobina (g/dL) 11.6 (0.9) 11.6 (0.9) 11.6 (0.8) 0.747
Hematocrito (%) 34.2 (2.5) 34.2 (2.5) 342 (24) 0.597

* p <0.05. Abreviaturas: DG, diabetes gestacional; DVD, deficiencia de vitamina D; PAS, presion
arterial sistolica; PAD, presion arterial diastdlica; IMC, indice de masa corporal.
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Entre las participantes del estudio, el nimero de mujeres con DG constituyé un 10.5%
(IC95% = 8.6 — 12.7%). La media de la concentracion sérica de 25(OH)D en el total de la
muestra fue 19.3 (8.9) ng/mL (IC95% = 18.7 — 19.9). En total, un 55.5% (IC95% = 51.9 —
58.4%) de las gestantes presentaron DVD. La edad media fue 32.0 (5.8) afios (IC95% =
31.6-32.4), y el IMC medio fue 24.8 (4.8) (IC95% =24.5 - 25.1). La distribucion por grupos
del IMC result6 en un 60.4% de grupo normal (IC95% = 56.8 — 63.2), seguido de un 26.6%
de sobrepeso (IC95% = 23.6 — 29.4) y un 13.0% de obesidad (IC95% = 10.9 — 15.4%). El
habito tabaquico materno estuvo presente en el 10.3% (IC95% = 8.4 — 12.4) del total. La
etnia caucasica represento el 86.7% (IC95% = 84.0 — 88.6). En cuanto a la paridad, las
primigestas fueron el 50.3% (IC95% = 47.1 — 53.6), las gestantes con 2 gestaciones fueron
el 37.5% (IC95% = 34.3 — 40.7), y con > 3 gestaciones el 12.2% (IC95% = 10.2 — 14.5) del
total de la muestra. Se encontrd una historia previa de cesarea en el 11.1% (IC95% = 9.2

—13.3) de las participantes.

La Figura 1.1 dibuja la distribucién de los valores individuales de 25(OH)D, en relacion

con el IMC, estratificando segun la presencia de DG.

GDM

No
® Yes

60

50

40

30

Vitamin D (ng/dL)

20 e

10 15 20 25 30 35 40 45 50
BMI

Figura 1.1. Distribucion individual los niveles séricos de la vitamina D, 25(OH)D, en la muestra total, en
relacion con IMC y DG (la linea de puntos horizontal representa el umbral para considerar DVD (20 ng/mL),
y las lineas de puntos verticales representan los limites de los grupos de IMC: normal <25, sobrepeso 25-30,
y obesidad >30). Los puntos oscuros representan las participantes con DG, y los claros las participantes sin
DG.
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En el andlisis univariante (Tabla 1.1), se compard a las participantes de acuerdo con la
presencia de DG. El grupo con DG mostré niveles medios de 25(OH)D menores (p = 0.02)
y una mayor prevalencia de DVD (68.2% frente a 54.1%, p = 0.01). De manera adicional,
en la comparacion de las variables continuas, las gestaciones con DG presentaron de
forma significativa una mayor edad materna (p <0.01), mayores IMC (p <0.01), mayores
niveles de PAS (p <0.01) y PAD (p <0.01) en el primer trimestre de la gestacion, menores
niveles de colesterol HDL (p < 0.05), y niveles mas elevados de triglicéridos (p < 0.01),
proteina C reactiva (p < 0.01) y fibrindgeno (p < 0.01). En el analisis cualitativo, la
frecuencia de la etnia fue diferente, siendo la raza caucasica mas frecuente en el grupo
sin DG (p <0.05). De acuerdo con el IMC, se observaron diferencias significativas, siendo
la proporcion de gestantes obesas muy superior en el grupo de DG (32.2% frente a 10.8%,

p <0.01). No se detectaron diferencias significativas en el resto de las variables.

La Figura 1.2 representa los niveles séricos medios de 25(OH)D en relacion con el grupo
de IMC, estratificados por la presencia de DG. En ausencia de DG, los niveles de
25(0OH)D fueron significativamente inferiores en el grupo de obesidad (IC95% = 15.2 —
18.5) frente al grupo de IMC normal (IC95% =19.6-21.3, p <0.01). La tendencia fue similar

en presencia de DG, aunque no se alcanz6 significacion estadistica (p = 0.376).

o4 BMI
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20 I Obesity

20

Mean vitamin D (ng/dL) (95% Cl)
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Figura 1.2. Niveles medios séricos de 25(OH)D en relacion con el IMC y agrupados por la presencia de
DG. Las barras de error representan la media y el IC95%.
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6.2. Caracteristicas de las participantes en el segundo estudio.

Una muestra total de 886 participantes fue incluida, aunque los niveles de 25(OH)D

fueron obtenidos sOlo en 881 de ellas. En la Tabla 2.1, se describen las caracteristicas de

las participantes en relacion con el grupo de CE.

Tabla 2.1. Caracteristicas de los participantes en relacion con la situacién de “Confinamiento Estricto”

(CE).
Caracteristicas (= 711\15?50.7%) (n= 17$,E19.3%) p-Valor

Caracteristicas sociodemograficas
Edad (afos), media (DE) 32.0 (5.8) 31.7 (5.6) 0.48
Cuestionario (Estudio San Carlos), media (DE)

Actividad fisica -0.7 (1.4) -0.8 (1.4) 0.26

Estado nutricional 4.1 (3.6) 3.2(3.9) 0.02 *

Estilo de vida 3341 2.3 (4.4) <0.01*
Habito tabaquico materno, n (%) 79 (11.0) 12 (7.0) 0.12
Hipotiroidismo materno, # (%) 158 (22.1) 37 (21.6) 0.90
Etnia, n (%) 0.12

Caucasica 626 (87.7) 140 (82.8)

Sudamericana 44 (6.2) 18 (10.7)

Otras 44 (6.2) 11 (6.5)
Caracteristicas relacionadas con la gestacién
PAS, primer trimestre (mmHg), media (DE) 110.6 (11.7) 111.7 (11.6) 0.28
PAD, primer trimestre (mmHg), media (DE) 68.8 (9.1) 68.7 (7.8) 0.78
DVD, n (%) 356 (50.1) 133 (77.8) <0.01*
IMC, n (%) 73 (10.2) 20 (11.7) 0.57
IMC, media (DE) 24.7 (4.7) 25.2 (4.8) 0.25
Grupo IMC, n (%) 0.12

Normal (<25) 441 (62.0) 91 (53.5)

Sobrepeso (25-30) 180 (25.3) 54 (31.8)

Obesidad (>30) 90 (12.7) 25 (14.7)
Paridad, n (%) 0.84

Primigesta 360 (50.3) 86 (50.3)

2 gestaciones 270 (37.8) 62 (36.3)

>3 gestaciones 85 (11.9) 23 (13.5)
Historia de cesarea, n (%) 77 (10.8) 21 (12.4) 0.55
Hipotiroidismo gestacional, 1 (%) 158 (22.0) 37 (21.6) 0.90
Analitica de sangre, media (DE)
Vitamina D, 25(OH)D (ng/mL) 20.5 (8.9) 14.2 (6.7) <0.01*
Proteina C reactiva (mg/dL) 5.8 (6.1) 5.3 (4.9) 0.22
Ferritina (mg/dL) 24.6 (25.3) 24.5 (26.4) 0.96
Colesterol (mg/dL) 2234 (37.4) 228.4 (43.4) 0.18
HDL colesterol (mg/dL) 76.0 (15.1) 75.0 (15.9) 0.44
LDL colesterol (mg/dL) 113.8 (32.0) 115.5 (34.6) 0.58
Triglicéridos (mg/dL) 173.4 (63.7) 193.5 (82.5) <0.01*
Fibrinégeno (mg/dL) 399.5 (56.2) 391.1 (56.1) 0.09
Hemoglobina (g/dL) 11.6 (0.9) 11.6 (0.8) 0.64
Hematocrito (%) 34.1(2.5) 34.4(2.7) 0.23

* p < 0.05. Abreviaturas: NCE, no confinamiento estricto; CE: confinamiento estricto; DVD,
deficiencia de vitamina D; DG, diabetes gestacional; PAS, presion arterial sist6lica; PAD, presion

arterial diastdlica; IMC, indice de masa corporal.
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En el andlisis univariante (Tabla 2.1), se compararon las participantes en relaciéon con su
situacion de pertenencia al grupo de CE. El grupo de CE presentd menores niveles de
25(OH)D (14.2 ng/mL frente a 20.5 ng/mL, p < 0.01) y una mayor prevalencia de DVD
(77.8% frente a 50.1%, p < 0.01) comparado con el grupo de NCE. Ademas, en la
comparacion de las variables continuas, las gestantes en el grupo CE presentaron niveles
mas elevados de triglicéridos (193.5 mg/dL frente a 173.4 mg/dL, p <0.01) y unas menores
puntuaciones en los apartados de estado nutricional (4.1 frente a 3.2, p <0.05) y estilo de
vida (3.3 frente a 2.3, p < 0.01) del cuestionario del Estudio San Carlos. En el analisis
cualitativo, no se encontraron diferencias significativas en otras variables, incluidas la

prevalencia de DG o la distribucién de los grupos de IMC.
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6.3.- Resultados del primer estudio:

6.3.1.- Valoracion de la asociacion entre DVD y DG: relacion con el IMC.

Mediante un estudio multivariante, empleando modelos ajustado de regresion de

Poisson con varianza robusta, se realizo un estudio de asociacién entre DVD y DG. Se

calcularon la razén de prevalencia (RP) y los IC95% (Tabla 1.2).

Tabla 1.2. Estudio de asociacion. Razén de prevalencia para DG, estimada por modelos de regresion de

Poisson.

Modelo crudo

Modelo 2

Modelo ajustado (AIC)

RP IC95%  p-Valor RP

p-Valor RP 1C95%

p-Valor RP 1C95%  p-Valor

DVD: Si
No
IMC: Normal
Sobrepeso
Obesidad
Etnia: Caucasica
Sudamericana
Otras
Paridad: Primigesta

1

1

1.718 (1.119-2.637) 0.013* 1.567 (1.016-2.417) 0.042* 1.660 (1.042-2.645)

1

1.220 (0.744-2.001) 0.431 1.137 (0.680-1.899)

1
0.625 0.724 (0.404-1.299)

3.385 (2.212-5.181) <0.001 * 2.992 (1.907—-4.694) <0.001 * 1.395 (0.788-2.469)

1
1.336 (0.675-2.642) 0.406
2.070 (1.169-3.665) 0.013 *
1

2 gestaciones 1.038 (0.679-1.587) 0.863
>3 gestaciones 1.408 (0.815-2.433) 0.220
Historia de cesarea 1.305 (0.755-2.256) 0.340
Hipotiroidismo gestacional 0.971 (0.608-1.551) 0.901
Edad 1.078 (1.035-1.122) <0.001 *
Triglicéridos 1.005 (1.004-1.007) <0.001 *
Fibrinogeno 1.008 (1.005-1.011) <0.001 *
PAS 1.042 (1.025-1.060) <0.001 *
DAP 1.055 (1.032-1.079) <0.001 *
PCR 1.013 (0.994-1.032) 0.193
Ferritina 1.003 (0.998-1.007) 0.285
Colesterol 1.003 (0.999-1.008) 0.160
HDL 0.984 (0.970-0.997) 0.019 *
LDL 1.005 (0.998-1.012) 0.133
Cuestionario: Actividad fisica 0.990 (0.858-1.142) 0.889
Habito nutricional 1.008 (0.951-1.069) 0.778
Estilo de vida 1.005 (0.958-1.055) 0.827
Hemoglobina 1.046 (0.837-1.308) 0.692
Hematocrito 1.010 (0.939-1.087) 0.793
Habito tabaquico materno 1.294 (0.735-2.280) 0.372

Hipotiroidismo materno

1.643 (0.846-3.192) 0.143

NS
NS

NS
NS
NS
NS
1.062 (1.020-1.104)
1.003 (1.001-1.005)
1.006 (1.002-1.009)
1.027 (1.009-1.045)
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS

1
0.033 * 1.635 (1.027-2.604) 0.038 *

0.279 NS
0.253 NS

NS
NS

NS

NS

NS

NS
0.003* 1.064 (1.022-1.107) 0.003 *
0.002* 1.003 (1.002-1.005) <0.001 *
0.001* 1.005 (1.002-1.009) <0.001 *
0.003* 1.031 (1.013-1.049) <0.001 *

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

* p<0.05. Abreviaturas: RP, razén de prevalencia; IC, intervalo de confianza; NS, no significativo; IMC,
indice de masa corporal; DVD, deficiencia de vitamina D; PAS, presion arterial sistolica; PAD, presion
arterial diastolica; PCR, proteina C reactiva. Modelo 1: ajustado exclusivamente con DVD e IMC. Modelo
2: Mas ajustado con edad, triglicéridos, fibrindgeno, y PAS. Modelo: construido empleando un método en
pasos sucesivos (stepwise) basado en el Criterio de Informacion Akaike.

En el modelo crudo, el DVD se asocié de forma significativa con una prevalencia

aumentada de DG (IC95% =1.12 - 2.64; p = 0.01). La obesidad también se asocié con DG

(IC95% =2.21 - 5.20; p < 0.01), pero no el sobrepeso (IC95% =0.74 — 2.00, p = 0.43). El resto
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de las variables asociadas con DG fueron mayor edad (IC95% =1.03 - 1.12; p < 0.01) y
mayores niveles de triglicéridos (IC95% =1.00 — 1.01, p <0.01), fibrinégeno (IC95% =1.00
-1.01, p<0.01), PAS (IC95% =1.03 - 1.06, p < 0.01) y PAD (IC95% = 1.03 — 1.08, p < 0.01)
en el primer trimestre de la gestacion, y menores niveles de HDL colesterol (IC95% =
0.97 — 0.99; p = 0.02). Otras etnias comparadas con la caucasica también estuvieron

asociadas a DG (IC95% =1.17 - 3.66; p = 0.01).

No hubo asociaciéon con ninguna de las otras variables analizadas, destacandose la
ausencia de asociacidon con variables maternas como el habito tabaquico, la historia de
hipotiroidismo, o la puntuacion en las escalas del cuestionario referentes a la actividad

fisica, al habito nutricional y al estilo de vida.

En el Modelo 1, que incluyé exclusivamente la DVD vy el grupo de IMC como modelo
explicativo de variables independientes, ambas variables fueron significativas. La razon
de prevalencia para DVD fue de 1.57 (IC95% = 1.02 — 2.42, p < 0.05), mientras que, para
la obesidad, fue de 2.99 (IC95% =1.91 — 4.69); p < 0.01).

En el Modelo 2, ajustado por todas las variables significativas, el grupo obesidad de IMC
perdid su significacion estadistica. Cuando se ajust6 por edad (p < 0.01), triglicéridos (p
< 0.01), fibrin6égeno (p < 0.01) y TAS en el primer trimestre de la gestacion (p < 0.01), el
efecto de la obesidad en la prevalencia de la DG desapareci6 (RP = 1.39; IC95% = 0.79 —
2.47, p = 0.25), mientras que el DVD mantuvo su asociacion significativa con DG (RP =

1.66; IC95% =1.04 — 2.65, p < 0.05).

Para la construccion del Modelo ajustado (AIC), se empled una regresion en pasos
sucesivos (stepwise), y la seleccién de variables se basé en el Criterio de Informacion de
Akaike. La presencia de DVD se asoci6é con un aumento en 1.6 veces de riesgo de DG
(RP=1.63; IC95% =1.03 - 2.60; p < 0.05), cuando se ajusto6 por edad (p <0.01), triglicéridos

(p <0.01), fibrindgeno (p <0.01) y TAS en el primer trimestre de la gestacion (p < 0.01).
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Este resultado significa que tanto el DVD como la obesidad estdn asociados con un
aumento de prevalencia de DG, pero que una vez ajustados por otras variables, sélo el

DVD retiene su asociacion significativa con la DG.

6.3.2.- Valoracion de eventos secundarios obstétricos y neonatales: asociacion con el DVD
y con el IMC.

Los eventos secundarios obstétricos y neonatales se analizaron en relacién con el DVD y

el grupo de IMC (Tabla 1.3).

Tabla 1.3. Eventos secundarios maternos y neonatales: asociaciones con DVD y grupo de IMC.

DVD Grupo IMC
No Si p-Valor Normal Sobrepeso Obesidad p-Valor

DG 28 (7.1) 60 (12.3) 0.012* 41(7.7) 22 (9.4) 30 (26.1) <0.001 *
Parto pretérmino 23 (5.9) 20 (4.1) 0.224 23 (4.3) 18 (7.7) 2(1.7) 0.034
Preeclampsia 10 (2.6) 13 (2.7) 0.921 11 (2.1) 6 (2.6) 6(5.2) 0.158
Parto por cesarea 79 (20.3) 90 (18.6) 0.534 86 (16.3) 52 (22.5) 31 (27.4) 0.009 *
Ingreso en UCI neonatal 79 (21.3) 99 (21.2) 0.961 106 (21.0) 42 (18.8) 32 (28.6) 0.115
Percentil peso 0.054 <0.001 *

<10 35(8.9) 29 (5.9) 44 (8.3) 9(3.8) 10 (8.7)

10-90 312 (79.6) 377 (77.1) 424 (79.7) 188 (80.3) 75 (65.2)

>90 30(7.7) 59 (12.1) 39 (7.3) 27 (11.5) 25(21.7)

Perdido 15 (3.8) 24 (4.9) 25 (4.7) 10 (4.3) 5(4.3)
Percentil altura 0.068 0.078

<10 32(8.2) 21 (4.3) 34 (6.4) 10 (4.3) 9(7.8)

10-90 272 (69.4) 349 (71.4) 386 (72.6) 164 (70.1) 69 (60.0)

>90 71 (18.1) 88 (18.0) 85 (16.0) 44 (18.8) 31(27.0)

Perdido 17 (4.3) 31 (6.3) 27 (5.1) 16 (6.8) 6(5.2)
Percentil perimetro cefalico 0.465 0.039

<10 31(7.9) 43 (8.8) 50 (9.4) 12 (5.1) 12 (10.4)

10-90 322 (82.1) 388 (79.3) 431 (81.0) 192 (82.1) 84 (73.0)

>90 21 (5.4) 24 (4.9) 23 (4.3) 12 (5.1) 12 (10.4)

Perdido 18 (4.6) 34 (7.0) 28 (5.3) 18 (7.7) 7 (6.1)

* p <0.025. Abreviaturas: DG, diabetes gestacional; DVD, deficiencia de vitamina D; IMC, indice de masa
corporal; UCI, unidad de cuidados intensivos.

En el caso del DVD, no hubo diferencias en la aparicion de eventos maternos o
neonatales, a parte del porcentaje aumentado de DG (12.3% frente a 7.1%; p = 0.01). Con
respecto al grupo de IMC, la prevalencia de DG fue muy superior en el grupo de
obesidad (26.1%), en comparacion con el grupo de sobrepeso (9.4%) y grupo de peso
normal (7.7%) (p < 0.01). Las mujeres gestantes con sobrepeso presentaron una
proporcion superior de partos pretérmino en comparacion con el grupo de IMC normal
y el grupo de obesidad, aunque este hallazgo no alcanzd significacion estadistica (p =

0.03), asumiendo el umbral de significacion con ajuste de Bonferroni para comparacion
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dos variables. Con el aumento del grupo de BMI se observé un incremento de la
frecuencia de partos por cesarea y de neonatos con un percentil de peso > 90 (p < 0.01).
La proporcion de casos con un perimetro cefalico > 90 también aumentd, aunque sin

alcanzar la significacion estadistica (p = 0.04).
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6.4.- Resultados del segundo estudio:
6.4.1.- Distribucion de la dosis de D-UVB en nuestra drea geogrdfica.

La Figura 2.1. representa la distribucion de la dosis media quincenal de D-UVB en
nuestra area geografica, como media aritmética de tres localizaciones de observaciéon
medidas y registradas en la base de datos TEMIS (conjunto de datos modificados por

nubosidad), desde mitad de septiembre de 2019 hasta mitad de agosto de 2020.

Hubo un descenso de los valores de dosis D-UVB hacia final del afio 2019, con el punto
mas bajo en la segunda quincena de diciembre de 2019, seguido de un progresivo
incremento en la dosis D-UVB, alcanzando un pico hacia julio de 2020. Se ha definido el
“invierno de VD” como el umbral de dosis D-UVB a partir del cual la sintesis cutanea
de VD es insignificante (< 1 kJ/m?) [15,101]. En el 4rea de nuestro estudio, esto
corresponderia a un periodo desde diciembre a mitad de enero (con una duracién < 2

meses).
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Figura 2.1. Distribucién de la dosis de D-UVB (J/m?) por quincenas desde septiembre de 2019 hasta agosto
de 2020, resumido como la media de los dias de cada quincena. Las barras representan IC95%. La linea
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vertical azul sélida representa el inicio del afio 2020. Las lineas verticales rojas solidas representan el inicio
y el final del confinamiento estricto.

6.4.2.- Distribucion estacional de la media de VD.

La Figura 2.2. representa la distribucién de la media quincenal de 25(OH)D en las
participantes. Mientras que la distribucion de las medias siguié un patrén estacional
entre septiembre de 2019 y marzo de 2020, hubo una caida durante el periodo de CE
(entre las lineas rojas). Tras el fin del periodo de cuarentena, los niveles 25(OH)D
retornaron a los niveles esperados. Los niveles medios de 25(OH)D fueron inferiores en

el periodo de CE, incluso comparados con el “invierno de VD”.
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Figura 2.1. Distribucién de los niveles medios de 25(OH)D por quincenas desde septiembre de 2019 hasta
agosto de 2020, resumido como la media de los dias de cada quincena. Las barras representan 1C95%. La
linea vertical azul sélida representa el inicio del afio 2020. Las lineas verticales rojas sélidas representan el
inicio y el final del confinamiento estricto. La linea de puntos horizontal roja representa el umbral para el
diagndstico de VDD (20 ng/mL).

6.4.3.- Distribucion estacional de la prevalencia de DVD.
La Figura 2.3. representa la distribucion de la prevalencia de DVD a lo largo del periodo

del estudio. La prevalencia siguid un patrén estacional. De forma predecible, la
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prevalencia de DVD aumenté con la disminucion de la irradiacion UVB. Esta
prevalencia alcanzé un pico en relacion con el “invierno de VD”. Con un aumento de la
irradiacion UVB, la prevalencia de DVD fue disminuyendo. Sin embargo, el periodo de
CE entre marzo de 2020 y mayo de 2020 se siguié de un segundo incremento de la
prevalencia de DVD, alcanzando un pico del 83% en la primera quincena de abril de
2020. Dicho pico excedi6 el alcanzado en el periodo de “invierno de VD”, apareciendo

un segundo pseudo- “invierno de VD”.
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Figura 2.3. Distribucion de la prevalencia de DVD por quincenas desde mitad de septiembre de 2019 a mitad
de agosto de 2020, expresado como porcentaje de participantes con DVD en intervalos quincenales (linea
negra solida). Las barras representan los participantes con 25(OH)D >20 ng/mL (barras verdes) o <20 ng/mL
(barras grises) en cada periodo quincenal. La linea vertical azul solida representa el inicio del afio 2020. Las
lineas verticales rojas solidas representan el inicio y el final del confinamiento estricto.
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6.4.4.- Andlisis de regresion de los niveles de 25(OH)D y dosis D-UVB en relacion con
la situacion de CE.

Para comprender la relacién entre los niveles de 25(OH)D y la dosis D-UVB, realizamos
un andlisis de regresion y exploramos el impacto de la situacién de CE. Este analisis
proporciond los siguientes coeficientes: constante = 11.6 (p <0.01), dosis [D-UVB]=0.4 (p
<0.01), y [CE] =-6.9 (p < 0.01).

La ecuacion resultante de la regresion fue:

25(OH)D (ng/mL) = 18.5 - 6.9 x [CE] + 0.4 x [D-UVB] (J/m2)

)
Grupo de CE: [CE] =1, y grupo NCE: [CE] =0

Este resultado significé que la media de los niveles de 25(0OH)D fueron, de promedio,

6.9 ng/mL superiores en el grupo NCE comparado con el grupo CE (p <0.01).

6.4.5.- Estudio transversal: valoracion de la asociacion entre DVD y CE.

Para un total de 881 observaciones validas (99.4%), la prevalencia de DVD fue del 55.5%
(IC95% = 52.2 — 58.4%). En el grupo CE, la prevalencia de DVD fue de 77.8% (IC95% =
71.0 — 83.3%), mientras que fue solo de 50.1% en el grupo NCE (IC95% = 46.5 — 53.8%)
(Tabla 2.1), con una odds ratio de la prevalencia (POR) de 3.5 (IC95% =2.4 - 5.1, p <0.01)
(Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Estudio de asociacion. Odds ratio de la prevalencia de DVD, estimado mediante modelos de
regresion logistica crudo y ajustado.

Modelo crudo Modelo ajustado
POR 1C95% p-Valor POR 1C95%CI p-Valor
Confma.mlento No 1 1
estricto:
Si 35 (2.4-5.1) <0.01 * 40 (2.7-5.7) <0.01*
Dosis D-UVB: 0.9 (0.9-0.9) <0.01*

* p <0.05. Abreviaturas: POR, odds ratio de la prevalencia; IC, intervalo de confianza; DVD, deficiencia de
vitamina D; D-UVB, dosis de ultravioleta B.
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6.4.6.- Modelo logistico binario de DVD en relacion con el CE, ajustado por la dosis
medida de D-UVB.

El modelo logistico binario crudo fue ajustado por la exposicion D-UVB para excluir un
sesgo estacional (Tabla 2.2). A todos los participantes se les asignd la dosis media de la
quincena en la cual se determiné su nivel de 25(OH)D. Una vez ajustado por las medidas
reales quincenales obtenidas de la base de datos TEMIS en nuestra area geografica, el
POR subi6 hasta 4.0 (IC95% = 2.7 — 5.7), mientras que el POR de la dosis D-UVB fue 0.9
(IC95%=0.9-0.9). El resto de las variables fueron exploradas como factores de confusién
en los modelos multivariantes, pero no se encontré modificaciones significativas del
POR de DVD o mejora en la precision de los intervalos de confianza obtenidos, siendo

del modelo bivariante el mas parsimonioso.

La ecuacion del modelo de regresion ajustado, que representa la probabilidad de DVD,
fue la siguiente:

1
4+~ (1.53+4.01 x [CE]+0.91x[D-UVB] (J/m*2))

P(DVD)=-

)
Grupo CE: [CE] =1, y grupo NCE: [CE] =0

Este resultado significa que la prevalencia de DVD en las gestantes participantes fue

influida de forma significativa por el CE. Esta observacion fue independiente de la dosis

de D-UVB medida en nuestra drea geografica. Sin embargo, dada la naturaleza

transversal del estudio, no se permite un analisis de causalidad.
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7.- DISCUSION.

7.1. Discusion del primer estudio.

Nuestros resultados mostraron que hay una elevada frecuencia de DVD en la poblaciéon
gestante de nuestra region (55.5%). En nuestro dia a dia, entre cinco y seis embarazadas
de cada diez se presentaran con esta condicién. Este resultado es consistente con los

datos previamente publicados [24,102].

La prevalencia de DG en nuestro departamento fue similar a la de la poblacion gestante
espanola [81]. Aproximadamente, 1 de cada 10 embarazos recibe este diagnostico, lo cual

lo convierte en un problema clinicamente relevante.

En este estudio, encontramos que hubo unos niveles superiores de DVD (68.2% frente a
54.1%) y de obesidad (32.2% frente a 10.8%) en gestantes con DG. En el andlisis
multivariante, encontramos una RP de 1.63 para DG cuando el DVD estaba presente,
que fue estadisticamente significativa. Esta asociacion no fue dependiente del IMC. Estos
resultados estan alineados con los resultados recientemente publicados en la poblacion
de Taiwan, en la que se revel6 una relacion no lineal entre los niveles de 25(OH)D y el
riesgo de DG [103]. La relacion entre DVD e IMC y el potencial efecto del IMC ha sido
explorada en la poblacion de China, habiéndose descrito una correlacion, siendo mas

fuerte en los grupos de sobrepeso y de obesidad [104].

De forma opuesta a otros estudios [52,92], no encontramos que el DVD estuviera
asociado con un aumento de la frecuencia de eventos secundarios, a parte de la DG
(12.3% frente a 7.1%). No hubo diferencias en la frecuencia de parto pretérmino,
preeclampsia, y admision neonatal a la UCI, o en la distribucion de los percentiles en las
medidas de los neonatos. Ignoramos si la suplementacion con calcidiol en nuestras
gestantes con DVD pudo haber influido en la incidencia de estos eventos secundarios.
Ademas, las frecuencias observadas de estos eventos en nuestro estudio fueron
inferiores a las publicadas, excepto para la DG. Por lo tanto, existe la posibilidad de que

las diferencias no fueran detectadas.
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Sin embargo, encontramos diferencias en los eventos secundarios en relacién con el
grupo de IMC. Hubo una mayor frecuencia de parto pretérmino en el grupo de
sobrepeso, aunque no estadisticamente significativa, pero no en el grupo de obesidad.
Estos resultados difieren de estudios previos [105,106]. Es posible que no detectdramos
ninguna asociacion en gestantes con obesidad dado el pequefio tamano de dicho
subgrupo y la baja incidencia esperada. Tanto los partos por cesarea como los percentiles
neonatales de peso >90 fueron mads prevalentes en el grupo de obesidad, pero no

encontramos diferencias en la admisién neonatal en UCI en comparacion con los otros

[106].

La asociacion entre DVD y DG nos permite enfocarnos en una poblacion sobre la cual
actuar. Sugerimos la realizacion de estudios longitudinales adicionales para establecer
cualquier relacion de causalidad. Esto podria llevar a la intervencion con suplementos
de VD, y a una potencial influencia en la incidencia de DG, con la consiguiente

prevencion de desdrdenes futuros como la diabetes mellitus y el sindrome metabolico.
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7.2. Discusion del segundo estudio.

En lo que respecta, este es el primer trabajo que explora los cambios en los niveles de
25(OH)D en la poblacion gestante, en relacion con el confinamiento por la pandemia por

COVID-19.

Los resultados mostraron una elevada frecuencia de DVD entre las gestantes en nuestra
region (55.5%), lo cual es consistente con series previas [24,102]. Esta prevalencia de DVD
fue influenciada de forma importante por la cuarentena, con un incremento significativo
en el grupo de CE (77.8%), como consecuencia de una disminucién en la exposicién solar
dado el confinamiento domiciliario en esta cohorte de participantes. La mitad de las
gestantes en nuestra area de estudio tienen una DVD. Pese a que estos datos son
comparables a otros estudios, son importantes desde un punto de vista de la Salud

Publica. Nuestros datos describen una realidad preocupante que deberia ser atendida.

La 25(OH)D es el marcador sérico preferido para evaluar el estado de la VD, y tiene una
semivida de 15 dias [107]. Con el fin de ajustar por la irradiacion estacional, incluimos
en nuestro modelo una variable ambiental, la dosis quincenal de D-UVB. Se acepta que
la sintesis cutdnea de la VD estd influenciada por la latitud [14]. De hecho, el término
“invierno de VD", se acund para describir el hecho de que la exposicion a la luz solar
invernal en Boston (42.2°N) y en Edmonton (52°N) no promovia la sintesis en la piel
humana desde noviembre a febrero en Boston, y desde octubre a marzo en Edmonton
[108]. Se ha realizado recientemente un andlisis exhaustivo de la variacion estacional y
geografica de los niveles de D-UVB en Europa [15]. Esta variacion en los niveles de D-
UVB ha sido previamente conectada con los niveles de 25(OH)D [101], también en
Europa. Se define el “invierno de VD” como el umbral de dosis de D-UVB por debajo
del cual (<1 kJ/m?) la sintesis de VD es insignificante [15,101]. En el sureste de Espania, el
“invierno de VD” fue desde diciembre de 2019 a mediados de enero de 2020. De acuerdo
con el estudio de Khanna et al., a pesar de una relativa moderada variacion latitudinal
en Europa (35 — 64° N), se han descrito grandes variaciones estacionales y regionales a

lo largo del continente europeo. El “invierno de VD” fue <2 meses en latitudes inferiores
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(y >7 meses en latitudes superiores). En nuestro estudio, el “invierno de VD” fue desde
diciembre de 2019 a mediados de enero de 2020, lo que es consistente con las

observaciones en las latitudes inferiores de Europa.

Nuestros resultados revelaron un desacoplamiento de la dosis de D-UVB y los niveles
de 25(OH)D durante el CE. Mientras que las dosis de D-UVB tuvieron un rango desde
4.2 kJ/m? hasta 8.5 kJ/m2 durante el periodo de CE, los niveles medios de 25(OH)D
fueron inferiores a los del verdadero “invierno de VD” (con irradiacidon < 1kJ/m?). La
prevalencia del DVD se incremento durante el CE con respecto al “invierno de VD” pese
a que la irradiacion D-UVB fue cuatro veces superior. Podriamos decir que el CE produjo

un segundo “invierno de VD” en las gestantes de forma artificial.

El musculo esquelético ha sido recientemente implicado en el mantenimiento de los
niveles de VD durante el “invierno de VD”. Dado que no existe un claro reservorio para
la VD (6rgano o tejido), se ha sugerido que sdlo puede obtenerse un estado apropiado
de niveles de VD en inverno mediante los suplementos orales. Se ha descrito que el
principal metabolito circulante de la VD, el 25(OH)D, se acumula en las células
musculares estriadas, las cuales podrian constituir una reserva funcional durante los
meses de invierno [109,110]. No encontramos diferencias del IMC o los grupos de IMC,
en relacion con el CE. Sin embargo, la cantidad de musculo varia ampliamente, incluso
para un nivel dado de IMC [111]. La composicion muscular de las participantes no fue
medida; por lo tanto, no pudimos valorar el papel de esta variable en los resultados

obtenidos.

De forma adicional a la produccion cutdnea, las dietas enriquecidas en VD y los
suplementos son una fuente relevante de VD. El acceso a los alimentos y a la medicacion
no fue restringido de forma significativa en el confinamiento domiciliario, y no se
tomaron medidas especiales para suplementar a las participantes en relacién con esta

situacion excepcional.
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En relacion con el CE, no se encontraron diferencias en la distribucidon de otras variables,
incluyendo la prevalencia de DG, de IMC y del grupo de IMC. Sélo los triglicéridos
fueron significativamente superiores en el grupo de CE, asi como los items de estado
nutricional y estilo de vida del cuestionario del Estudio San Carlos. En los modelos de
regresion logistica ajustada, estas variables, no influyeron de forma significativa en el
POR de DVD. Estos resultados podrian ser consistentes con una situacion de
confinamiento. Es probable que algunos efectos de la cuarentena, tanto
comportamentales como bioldgicos, pueden llevar mas tiempo que otros en ser

evidentes.

En el modelo de regresion logistica binario ajustado, el CE fue el factor mas importante
que explicé el incremento abrupto de la prevalencia de DVD. No hubo otros factores que
influenciaran estos resultados (DG, grupo de IMC o etnia). Por lo tanto, en el caso de
encontrarnos en una situacion similar, un aumento de la prevalencia de DVD debe ser

esperado, independientemente de estas condiciones.

En contraste a nuestro resultado, un estudio que incluyd a todos los pacientes
ambulatorios mayores a 18 afios en un hospital regional en Verona (Italia), informé de
una prevalencia similar de DVD durante y después de confinamiento, comparado con
los dos afios previos al mismo [112]. La poblacién gestante de Elda (Espafa) tuvo una
mayor prevalencia de DVD en el periodo previo al CE que la descrita en el estudio de
Verona, pero esta fue similar a otras series maternas [24,43,102]. La caida de los niveles
de 25(OH)D que encontramos en el CE ha sido descrita en la poblacion infantil en China

durante el confinamiento domiciliario durante la pandemia por COVID-19 [113].
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8.- LIMITACIONES.

8.1. Limitaciones del primer estudio.

Se deben reconocer algunas limitaciones. Primero, dada la naturaleza regional del
estudio, nuestros resultados podrian no ser generalizables. Se requieren trabajos
adicionales que corroboren nuestros hallazgos en otras localizaciones alrededor del
mundo. Segundo, una limitacién importante de nuestra investigacion es su naturaleza
transversal, que imposibilita el analisis de causalidad. Con este disefnio experimental, el
hecho de que la DG modifique los niveles séricos de 25(OH)D y todos los demas valores
no puede ser excluido. Otra limitacion que presenta este trabajo fue, el confinamiento
que sufrié Espana, debido a la pandemia por COVID-19. Esta situacion puede haber
impactado la prevalencia de DVD, dado que la mayor fuente de VD en ninos y adultos
es la exposicion solar. Sin embargo, como esta variable no fue incluida en este estudio,
no fue analizada'. Finalmente, la suplementacion con calcidiol en los participantes con
DVD, desde la semana 26 de gestacion, podria haber sesgado la incidencia de eventos
secundarios maternos y neonatales. Siguiendo las recomendaciones de las guias de
practica clinica nacionales, se considerd no ético no suplementar con calcidiol una vez
establecido el diagndstico de DVD. Sin embargo, se desconoce si las dosis empleadas
consiguieron una normalizacion de las concentraciones séricas de 25(OH)D, dado que

no se realizaron analisis de sangre adicionales.

! De hecho, fue esta limitacion del primer estudio, y la posterior posibilidad de acceder a los datos
de irradiacion D-UVB en nuestra drea geografica (a través de la base de datos TEMIS de la
Agencia Espacial Europea), la que nos impulsé a plantear el segundo estudio incluido en esta

Tesis Doctoral.
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8.2. Limitaciones (y fortaleza) del segundo estudio.

Se deben reconocer algunas limitaciones. Primero, al igual que en el primer trabajo, los
resultados pueden no ser generalizables dada la naturaleza unicéntrica del mismo.
Segundo, los datos ambientales de dosis D-UVB en nuestra area podrian no reflejar la
exposicion individual de los participantes. Nosotros empleamos los datos medidos de
TEMIS-ESA como un subrogado de la exposicion individual [15,101]. Algunos estudios
refuerzan la importancia de las medidas individuales de radiacién UVB por encima de
asumir la exposicion individual [114]. Nuestro estudio transversal no tuvo en cuenta la
cantidad o duracién de la exposicién solar de cada individuo participante. Esto es
consecuencia de su cardcter retrospectivo. Estas variaciones en la exposicion solar entre
participantes podrian haber sesgado nuestros resultados. Finalmente, la presente
investigacion fue basada en una tinica de medida en cada participante de 25(OH)D, y no
considerd los cambios longitudinales en los niveles de 25(OH)D. En un estudio
longitudinal, se describieron cambios en los niveles de 25(OH)D en el embarazo, con un
progresivo aumento de los mismo en cada trimestre[115]. El disefio transversal nos

impidio hacer un analisis de causalidad.

Una fortaleza de este estudio es la serendipia. Tuvimos la “oportunidad tnica” de
evaluar un evento raro, como es un confinamiento domiciliario, en un grupo de
participantes de un estudio transversal [116]. Por razones éticas, esta situacion nunca

podria haberse reproducido experimentalmente de forma intencional.
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9.- CONCLUSIONES.

9.1. Conclusiones del primer estudio.

- Losresultados revelaron una asociaciéon entre DVD y DG, que fue independiente de
IMC. Esta relacion podria indicar una posible influencia de los niveles de 25(OH)D
en el desarrollo de la DG. Sin embargo, se precisarian estudios longitudinales
adicionales para establecer causalidad.

- La DVD no estuvo relacionada con eventos secundarios, en oposicion a los grupos
de IMC, los cuales mostraron una mayor proporcion de partos por cesarea y percentil

de peso neonatal >90 en obesidad.

9.2. Conclusiones del segundo estudio.

- Los resultados mostraron que la prevalencia de DVD en gestantes estuvo
influenciada por el CE. Esta valiosa informacion podria guiarnos futuras acciones,
como la suplementacion de VD, en el caso de que las autoridades determinasen un

confinamiento domiciliario por cualquier razon.
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Abstract: A relationship between vitamin D deficiency (VDD) and gestational diabetes mellitus
(GDM) has been described. Considering that GDM prevalence depends on body mass index (BMI),
our main objective was to determine if VDD is associated with GDM, independent of BMI. A cross-
sectional study with 886 pregnant women was conducted in Elda (Spain) from September 2019 to
June 2020. To assess the association, Poisson regression models with robust variance were used
to estimate the prevalence ratio (PR). The observed GDM prevalence was 10.5%, while the VDD
prevalence was 55.5%. In the crude model, both VDD and obesity were associated with GDM, but
in the adjusted model, only VDD was statistically significant (PR = 1.635, p = 0.038). A secondary
event analysis did not detect differences in VDD, but BMI yielded a higher frequency of births by
cesarean section and newborns with a >90 percentile weight in the obesity group. In conclusion, VDD
is associated with GDM, independent of BMI. Future longitudinal studies could provide information
on causality.

Keywords: gestational diabetes mellitus; 25(OH)D concentration; vitamin D deficiency; body mass

index; pregnant women

1. Introduction

In adults, vitamin D deficiency (VDD) is defined as a 25-hydroxivitamin D (25(OH)D)
serum level below 20 ng/mL and vitamin D insufficiency between 20 and 30 ng/mL [1].
There is recent evidence that VDD is a reality both in Spain and globally [2—4]. VDD is
found in 40.4% of the general population in Europe and 26.0% in the United States of
America [5]. Vitamin D levels are similar in the Spanish and European populations [6].
VDD has been described in all ages and genders, in a similar fashion around the globe,
including in very sunny regions in Mediterranean countries [7].

Globally, VDD is found in 54% of pregnancies and in 75% of newborns. This affects
pregnant women of all latitudes, not only those with lower exposure to sunlight. In Europe,
the VDD prevalence in pregnancy is 57%, while it is 73% in newborns [8]. Despite the
mentioned high frequency of VDD, there is no consensus about the need for 25(OH)D level
evaluation or the requirement of supplementation in pregnancy [9].

VDD has been linked to the occurrence of several adverse events during pregnancy,
such as preeclampsia, gestational diabetes mellitus (GDM), preterm birth, and birth by
cesarean section. Consequences in newborns include a low weight at birth, a small head
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circumference, and neurodevelopmental problems [9-11]. A recent systematic review
compared vitamin D supplementation with a placebo/control and found a reduction in
the relative risk of preeclampsia, GMD, and low weight at birth (<2500 g). However, no
difference in the risk of preterm birth (<37 weeks) was detected [9].

GDM characterizes a population of women at high risk of developing type 2 diabetes
mellitus, representing an early stage in the natural history of the disease [12]. It has been
postulated that vitamin D could be key to hepatic metabolism regulation, function, and the
development of pancreatic islands, calcium levels in the blood, oxidative stress, and the
immune and inflammatory systems that mediate the start of GDM [13]. VDD could be an
independent cardiovascular risk factor and a marker of metabolic syndrome [14], as per
other existing biomarkers of metabolic syndrome and insulin resistance, such as “homeosta-
sis model of assessment—insulin resistance” (HOMA-IR), levels of fasting insulin, fasting
glycemia, C-reactive protein, fibrinogen, and lipid profile, among others [15].

GDM is a highly prevalent disease, with a frequency of 7-12% in the Spanish pregnant
women population [16]. This prevalence is associated with body mass index (BMI), with a
frequency of 10.2% for a BMI > 25 and 16.7% for a BMI > 30 [17].

Our main objective was to determine if VDD is associated with GDM, independent of
BML. In addition, the secondary endpoint was whether VDD and BMI are associated with a
higher occurrence of secondary obstetric or neonatal events.

2. Materials and Methods
2.1. Study Population

We performed a population-based, single-center, observational, cross-sectional, and
analytic study. To achieve the secondary endpoint, a longitudinal follow-up was completed
for all participating women, until the completion of pregnancy. All pregnant women
in the Health Department were invited to participate. The study was approved by the
Institutional Review Board of the Hospital General Universitario Elda (protocol code VITD),
and all participants signed an informed consent form prior to inclusion.

Exhaustive consecutive sampling was carried out from September 2019 to July 2020,
with the only inclusion criterion being the state of gestation in the second trimester of
pregnancy. Multiple pregnancies and a personal history of pregestational diabetes mellitus
(type 1 or 2) were considered as exclusion criteria.

2.2. Data Collection

Data were collected in a 10-month period via anonymized data sheets, in a retrospec-
tive and prospective way, depending on the variable.

2.2.1. Assessment of Vitamin D Levels

Blood samples were taken during the routine visit in the second trimester, in con-
junction with a GDM screening test. The 25(OH)D serum concentration was determined
by an automated electro-chemiluminescent binding assay (Modular Analytics E170 and
Elecsys Vitamin D Total II, Roche Diagnostics, GmBH (Manheim, Germany)), with a mea-
surement range from 3 to 70 ng/dL. This test has previously been validated against liquid
chromatography-tandem mass spectrometry (LC/MS/MS), and it has been certified by the
CDC Vitamin D Standardization-Certification Program (VDSCP) [18-22].

VDD was defined as a serum concentration <20 ng/mL [1,23]. In the case of VDD, 480
Ul of calcidiol per day was supplemented until the end of pregnancy.

2.2.2. Assessment of GDM

GDM diagnosis was completed in two steps, following the Carpenter and Coustan cri-
teria [24] as proposed in the 4th Workshop-Conference on Gestational Diabetes Mellitus [25]
and by the American Diabetes Association [26]. A positive screening test (O’Sullivan test)
was followed by an oral glucose tolerance test (OGTT) with 100 g of glucose, assessing 0 h,
1h,2h,and 3 h glycemia. If > 2 values were higher than the cut-off value at any time of



Nutrients 2022, 14, 102

30f10

the OGTT (glycemia cut-off points: 0 h > 95 mg/dL, 1h > 180 mg/dL, 2 h > 155 mg/dL,
and 3 h >140 mg/dL), the diagnosis of GDM was established. These criteria have been
previously validated in the Spanish population [27].

2.2.3. Assessment of BMI

BMI was calculated from the weight (in kg) and height (in m) measurements registered
in the routine visit of the first trimester of pregnancy. According to BMI, the women were
classified as normal (<25), overweight (25-30), and obese (>30), following the World Health
Organization’s classification [28].

2.2.4. Assessment of Covariates

In the first-trimester control visit, medical history and physical evaluation were com-
pleted, collecting sociodemographic and pregnancy-related data, including maternal age
(in years), smoking habit, hypothyroidism, ethnicity, weight (in kg), height (in m), parity,
and previous history of cesarean section.

In the second trimester, coinciding with the 20-week ultrasound examination, a survey
was filled out (St. Carlos Study questionnaire) to assess physical activity, nutritional habits,
and lifestyle, presented as scores. This questionnaire is based on the American Diabetes
Association (ADA) evidence-based nutrition recommendations, adapted to the Spanish
population following the Diabetes Nutrition and Complications Trial (DNCT), and it has
been validated in our population [29,30]. The routine second trimester blood test included:
C-reactive protein (CRP) (in mg/dL), ferritin (in mg/dL), total cholesterol (in mg/dL), HDL
cholesterol (in mg/dL), LDL cholesterol (in mg/dL), triglycerides (in mg/dL), fibrinogen
(in mg/dL), hemoglobin (in g/dL), and hematocrit (in %).

After the delivery, all of the other variables studied were collected: gestational hy-
pothyroidism, preterm birth, preeclampsia, birth by cesarean section, newborn admission
to the intensive care unit (ICU), and newborn weight, height, and head circumference
percentiles (based on Spanish growth charts).

2.3. Statistical Analysis

A descriptive analysis explored the distribution of the study variables, with frequency
calculations for categorical variables and mean and standard deviations for continuous
variables. A pairwise methodology was employed for missing data management. For the
sociodemographic variables, the 95% confidence intervals were calculated with the Wilson
method for proportions and the asymptotic method for continuous variables. Factors
associated with GDM and VDD were analyzed with contingency tables. The qualitative
variables were compared using the chi-square test, and Student’s f-test was used for
quantitative variables.

To estimate the magnitude of associations with GDM, crude and adjusted Poisson
regression models with robust variance were developed, and the prevalence ratio (PR)
and 95% confidence intervals (Cls) were calculated. The predicted variables were selected
following a stepwise regression method, and the best-adjusted model was based on the
Akaike Information Criterion. The level of statistical significance was considered at a
p-value of <0.05 for the primary endpoint and <0.025 for the secondary endpoint, with
Bonferroni adjustments for two variables.

All analyses were performed using IBM SPSS v.26 (IBM Corp., Armonk, NY, USA) and
the free software environment for statistical computing and graphics R v.4.0.2 [31].

3. Results
3.1. Characteristics of the Study Participants

In the study period, a total of 923 pregnant women were eligible for inclusion. Thirty-
seven were excluded, for an entire sample of 886, although serum 25(OH)D levels were
only obtained for 881. In Table 1, the participants’ characteristics are described in relation
to GDM.
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Table 1. Participants’ characteristics in relation to gestational diabetes mellitus (GDM).

Characteristics Entire Sample o 1:(;;;?;;]\5/{, %) (= g;;?i\g 5%) p-Value

Sociodemographic characteristics
Age (years), mean (SD) 32.0(5.8) 31.7 (5.7) 342 (5.7) <0.001 *
Questionnaire (St. Carlos Study), n (%)

Physical activity —-0.7(14) —-0.7 (14) —0.8(1.3) 0.942

Nutritional status 393.7) 3.8(3.7) 4.0 (3.6) 0.813

Lifestyle 3.1(42) 3.2 (3.9) 3.2 (3.9) 0.758
Maternal smoking habit, n (%) 91 (10.3) 79 (10.0) 12 (12.9) 0.377
Maternal hypothyroidism, 1 (%) 48 (5.4) 40 (5.0) 8 (8.6) 0.152
Ethnicity, 1 (%) 0.045*

Caucasian 766 (86.7) 692 (87.6) 74 (80.6)

South American 62 (7.0) 54 (6.8) 8 (8.6)

Other 55 (6.2) 44 (5.6) 11 (11.8)
Pregnancy-related characteristics
(SS’?DI;' first trimester (mmFHg), mean 110.8 (11.7) 110.2 (11.5) 116.4 (12.0) <0.001 *
ggf' first trimester (mmFHg), mean 68.8 (8.8) 683 (8.6) 73.0 9.7) <0.001 *
VDD, 1 (%) 489 (55.5) 429 (54.1) 60 (68.2) 0.012 *
BML 11 (%) 24.8 (4.8) 24.5 (4.5) 275 (5.9) 0.021 *
BMI group, 1 (%) <0.001 *

Normal (<25) 532 (60.4) 491 (62.3) 41 (44.1)

Overweight (25-30) 234 (26.6) 212 (26.9) 22 (23.7)

Obesity (>30) 115 (13.0) 85 (10.8) 30 (32.2)
Parity, n (%) 0.464

Primigravida 446 (50.3) 402 (50.7) 44 (47.3)

2 pregnancies 332 (37.5) 298 (37.6) 34 (36.6)

>3 pregnancies 108 (12.2) 93 (11.7) 15 (16.1)
History of cesarean section, 1 (%) 98 (11.1) 85 (10.5) 13 (14.0) 0.345
Gestational hypothyroidism, 1 (%) 195 (22.0) 175 (22.1) 20 (21.5) 0.901
Blood test, mean (SD)
Vitamin D (ng/dL) 19.3 (8.9) 19.5 (8.9) 17.2 (8.6) 0.021*
C-reactive protein (mg/dL) 5.7 (5.8) 5.7 (6.0) 6.2 (4.0) 0.005 *
Ferritin (mg/dL) 24.6 (25.5) 24.3 (25.8) 26.7 (21.7) 0.249
Cholesterol (mg/dL) 2243 (38.7) 223.7 (38.8) 2295 (37.4) 0.084
HDL cholesterol (mg/dL) 75.8 (15.3) 76.3 (15.2) 72.1(15.7) 0.034 *
LDL cholesterol (mg/dL) 114.1 (32.5) 113.5 (32.0) 119.7 (36.1) 0.197
Triglycerides (mg/dL) 177.2 (68.1) 172.2 (62.4) 2205 (95.3) <0.001 *
Fibrinogen (mg/dL) 397.8 (56.3) 394.5 (54.6) 4255 (62.3) <0.001 *
Hemoglobin (g/dL) 11.6 (0.9) 11.6 (0.9) 11.6 (0.8) 0.747
Hematocrit (%) 34.2 (2.5) 34.2 (2.5) 34.2 (2.4) 0.597

*p <0.05. Abbreviations: GDM, gestational diabetes mellitus; VDD, vitamin D deficiency; SAP, systolic arterial
pressure; DAP, diastolic arterial pressure; BMI, body mass index.

Among the study participants, the number of women with GDM accounted for 10.5%
(95%ClI = 8.6-12.7). The mean serum 25(OH)D concentration of the entire sample was
19.3 (8.9) ng/mL (95%CI = 18.7-19.9). In total, 55.5% (95%CI = 51.9-58.4) of the pregnant
women presented with VDD. The mean age was 32.0 (5.8) years (95%CI = 31.6-32.4), and
the mean BMI value was 24.8 (4.8) (95%CI = 24.5-25.1). The distribution of BMI into
groups resulted in 60.4% normal weight (95%CI = 56.8-63.2), followed by 26.6% overweight
(95% CI = 23.6-29.4) and 13.0% (95%CI = 10.9-15.4) obese. A maternal smoking habit
was present in 10.3% (95% CI = 8.4-12.4) of the entire sample. Caucasian ethnicity repre-
sented 86.7% (95%Cl = 84.0-88.6). Primigravida accounted for 50.3% (95%CI = 47.1-53.6),
two pregnancies for 37.5% (95%CI = 34.3-40.7), and three or more pregnancies for 12.2%
(95%CI = 10.2-14.5) of the sample. A previous cesarean section was found in 11.1%
(95%CI = 9.2-13.3) of the participants.

Figure 1 depicts the distribution of the individual values of 25(OH)D, in relation
to BMI, highlighting women with GDM. Horizontal dotted lines represent the limit for
considering VDD, and vertical lines represent limits for the BMI groups. There was a
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high density of women with VDD and GDM, with a lower density of overweight or obese
women with GDM.
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Figure 1. Individual vitamin D serum level distribution across the entire sample, in relation to BMI
and GDM (the horizontal dotted line represents the threshold for VDD as <20 ng/dL, while the
vertical dotted lines represent the limits of the BMI groups: Normal weight <25, overweight 25-30,
and obesity >30).

In the univariate analysis (Table 1), the participants were compared according to the
presence of GDM. The GDM group showed lower mean values for 25(OH)D (p = 0.021) and
a higher prevalence for VDD (68.2% vs. 54.1%, p = 0.012). In addition, in the comparison
of continuous variables, those pregnancies with GDM presented significantly older ages
(p < 0.001), higher BMIs (p < 0.001), higher levels of SAP (p < 0.001) and DAP (p < 0.001)
in the first trimester, lower levels of HDL cholesterol (p = 0.034), and higher levels of
triglycerides (p < 0.001), C-reactive protein (p = 0.005), and fibrinogen (p < 0.001). In
the qualitative analysis, the frequency of ethnicity was different, with Caucasians being
more frequent in the non-GDM group (p = 0.045). In accordance with BMI, significant
differences were observed, and the proportion of obese women was much higher in the
GDM group (32.2% vs. 10.8%, p < 0.001). No significant differences were detected in the
remaining variables.

Figure 2 represents the mean serum 25(OH)D levels in relation to the BMI group,
grouped by the presence of GDM. In the absence of GDM, the 25(OH)D levels were
significantly lower in the obesity group (CI95%, 15.2-18.5) than in the normal-weight group
(CI95%, 19.6-21.3, p < 0.001). The trend was similar in the presence of GDM, although not
achieving statistical significance (p = 0.376).

3.2. Assessment of the Association between VDD and GDM: Relationship with BMI

An association study between VDD and GDM was performed by multivariate analysis,
using Poisson regression-adjusted models with robust variance. The prevalence ratio (PR)
and 95% confidence intervals (CIs) were calculated (Table 2).
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Figure 2. Mean vitamin D serum levels in relation to BMI and grouped by the presence of GDM.
Error bars represent the mean and 95% confidence intervals.

Table 2. Association study. Prevalence ratio for GDM, estimated by Poisson regression models.

Crude Model Model 1 Model 2 Adjusted Model (AIC)
95%CI p-Value PR 95%CI p-Value PR 95%CI p-Value PR 95%CI p-Value

VDD: No 1 L 1

Yes (1.119-2.637) 0.013* 1.567 (1.016-2.417) 0.042 * 1.660 (1.042-2.645) 0.033 * 1.635 (1.027-2.604) 0.038 *
BMI: Normal 1 1

Overweight (0.744-2.001) 0.431 1.137 (0.680-1.899) 0.625 0.724 (0.404-1.299) 0.279 NS

Obesity (2.212-5.181) <0.001 * 2.992 (1.907-4.694) <0.001 * 1.395 (0.788-2.469) 0.253 NS
Ethnicity: Caucasian -

South American (0.675-2.642) 0.406 - NS NS

Other (1.169-3.665) 0.013* - NS NS
Parity: Primigravida -

2 pregnancies (0.679-1.587) 0.863 - NS NS

>3 pregnancies (0.815-2.433) 0.220 - NS NS
Previous cesarean section (0.755-2.256) 0.340 - NS NS
Gestational hypothyroidism (0.608-1.551) 0.901 - NS NS
Age (1.035-1.122) <0.001 * - 1.062 (1.020-1.104) 0.003 * 1.064 (1.022-1.107) 0.003 *
Triglycerides (1.004-1.007) <0.001 * - 1.003 (1.001-1.005) 0.002 * 1.003 (1.002-1.005) <0.001*
Fibrinogen (1.005-1.011) <0.001 * - 1.006 (1.002-1.009) 0.001 * 1.005 (1.002-1.009) <0.001*
SAP (1.025-1.060) <0.001 * - 1.027 (1.009-1.045) 0.003 * 1.031 (1.013-1.049) <0.001 *
DAP (1.032-1.079) <0.001* - NS NS
CRP (0.994-1.032) 0.193 - NS NS
Ferritin (0.998-1.007) 0.285 - NS NS
Cholesterol (0.999-1.008) 0.160 - NS NS
HDL (0.970-0.997) 0.019 * - NS NS
LDL (0.998-1.012) 0.133 - NS NS
Questionnaire: Physical activity (0.858-1.142) 0.889 - NS NS

Nutritional (0.951-1.069) 0.778 - NS NS

Lifestyle (0.958-1.055) 0.827 - NS NS
Hemoglobin (0.837-1.308) 0.692 - NS NS
Hematocrit (0.939-1.087) 0.793 - NS NS
Maternal smoking habit (0.735-2.280) 0.372 - NS NS
Maternal hypothyroidism (0.846-3.192) 0.143 - NS NS

* p <0.05. Abbreviations: PR, prevalence ratio; CI, confidence interval; NS, non-significant; BMI, body mass index;
VDD, vitamin D deficiency; SAP, systolic arterial pressure; DAP, diastolic arterial pressure; CRP, C-reactive protein.
Model 1: Fitted exclusively with VDD and BMI. Model 2: Further adjusted with age, triglycerides, fibrinogen, and
SAP. Adjusted model: Constructed following a stepwise regression methodology based on the Akaike Information
Criterion.

In the crude model, VDD was significantly associated with an increased prevalence of GDM
(95%CI = 1.119-2.637; p = 0.013). Obesity was also associated with GDM (95%CI = 2.212-5.181;
p < 0.001), but not solely overweight (95%CI = 0.744-2.001; p = 0.431). The other variables
associated with GDM were older age (95%CI = 1.035-1.122; p < 0.001) and higher levels of
triglycerides (95%CI = 1.004-1.007; p < 0.001), fibrinogen (95%CI = 1.005-1.011; p < 0.001), SAP
(95%CI = 1.025-1.060; p < 0.001), and DAP (95%CI = 1.032-1.079; p < 0.001) in the first trimester
and lower levels of HDL cholesterol (95%CI = 0.970-0.997; p = 0.019). Other ethnicities
compared to Caucasian were also associated with GDM (95%CI = 1.169-3.665; p = 0.013).
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There was no association with any of the other variables analyzed, noting the absence
of an association with maternal variables such as smoking habit, history of hypothyroidism,
or score in the physical activity, nutritional habits, or lifestyle items in the questionnaire.

In Model 1, which included exclusively VDD and BMI as an explanatory model of
independent variables, both variables were significant. The prevalence ratio for VDD was
1.567 (95%ClI = 1.016-2.417, p = 0.042), while for obesity, it was 2.992 (95%CI = 1.907-4.694;
p <0.001).

In Model 2, adjusted for all significant variables, the obese group lost its statistical
significance. When fitted by age (p = 0.003), triglycerides (p = 0.002), fibrinogen (p = 0.001),
and SAP in the first trimester (p = 0.003), the effect of obesity on GDM prevalence disap-
peared (PR = 1.395; 95%CI = 0.788-2.469, p = 0.253), while VDD maintained its significant
association with GDM (PR = 1.660; 95%CI = 1.042-2.645; p = 0.033).

For construction of the adjusted model (AIC), a stepwise regression method was used,
and variable selection was based on the Akaike Information Criterion. The presence of
VDD was associated with a 1.6-fold increased risk of GDM (PR = 1.635; 95%CI = 1.027-2.604;
p = 0.038) when adjusted by age (p = 0.003), triglycerides (p < 0.001), fibrinogen (p < 0.001),
and SAP in the first trimester (p < 0.001).

This finding means that both VDD and obesity are associated with an increased
prevalence for GDM, but once adjusted by other variables, only VDD retained its significant
association with GDM.

3.3. Assessment of Secondary Obstetric and Neonatal Events: Association with VDD and BMI

Secondary obstetric and neonatal events were analyzed in relation to VDD and BMI
(Table 3). In the case of VDD, there were no differences in event occurrence, apart from
the increased percentage of GDM (12.3% vs. 7.1%; p = 0.012). With regard to BMI, GDM
prevalence was much higher in the obese (26.1%) group, compared to the overweight (9.4%)
and normal weight (7.7%) groups (p < 0.001). Overweight pregnant women presented
a higher proportion of preterm births compared to normal weight and obese women,
although this did not reach statistical significance. An increment in the frequency of births
by cesarean section and newborns with a weight percentile >90 was observed as BMI
increased. The proportion of cases with a head circumference percentile >90 was also
higher but did not achieve statistical significance.

Table 3. Secondary maternal and neonatal events: Associations with VDD and BMI.

VDD BMI Group
p-Value - p-Value
No Yes Normal Overweight Obese
GDM 28 (7.1) 60 (12.3) 0.012* 41(7.7) 22(9.4) 30 (26.1) <0.001 *
Preterm birth 23 (5.9) 20 (4.1) 0.224 23 (4.3) 18 (7.7) 2(1.7) 0.034
Preeclampsia 10 (2.6) 13 (2.7) 0.921 11(2.1) 6 (2.6) 6(5.2) 0.158
Cesarean section 79 (20.3) 90 (18.6) 0.534 86 (16.3) 52 (22.5) 31(27.4) 0.009 *
Neonatal ICU admission 79 (21.3) 99 (21.2) 0.961 106 (21.0) 42 (18.8) 32(28.6) 0.115
Weight percentile 0.054 <0.001 *
<10 35 (8.9) 29 (5.9) 44 (8.3) 9(3.8) 10 (8.7)
10-90 312 (79.6) 377 (77.1) 424 (79.7) 188 (80.3) 75 (65.2)
>90 30 (7.7) 59 (12.1) 39 (7.3) 27 (11.5) 25 (21.7)
Missing 15 (3.8) 24 (4.9) 25 (4.7) 10 (4.3) 5(4.3)
Height percentile 0.068 0.078
<10 32(8.2) 21 (4.3) 34 (6.4) 10 (4.3) 9(7.8)
10-90 272 (69.4) 349 (71.4) 386 (72.6) 164 (70.1) 69 (60.0)
>90 71(18.1) 88 (18.0) 85 (16.0) 44 (18.8) 31(27.0)
Missing 17 (4.3) 31(6.3) 27 (5.1) 16 (6.8) 6(5.2)
Head circumference 0.465 0.039
percentile
<10 31(7.9) 43 (8.8) 50 (9.4) 12 (5.1) 12 (10.4)
1090 322 (82.1) 388 (79.3) 431 (81.0) 192 (82.1) 84 (73.0)
>90 21 (5.4) 24 (4.9) 23 (4.3) 12 (5.1) 12 (10.4)
Missing 18 (4.6) 34 (7.0) 28 (5.3) 18 (7.7) 7(6.1)

* p <0.025. Abbreviations: GDM, gestational diabetes mellitus; VDD, vitamin D deficiency; ICU, intensive care unit.
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4. Discussion

Our results revealed that there was a high frequency of VDD in the pregnant women
of our region (55.5%). In our daily work, between five and six pregnant women will present
this condition. This finding is consistent with previously reported data [5,6].

The prevalence of GDM in our department is similar to the Spanish pregnant women’s
population [16]. Roughly, 1 in 10 pregnancies receives this diagnosis, which becomes a
relevant health problem.

In this study, we found that there were higher levels of VDD (68.2% vs. 54.1%) and
obesity (32.2% vs 10.8%) in GDM pregnant women. In the multivariate analysis, we found
a statistically significant PR of 1.635 for GDM when VDD was present. This association
was not dependent on BMI. These outcomes are in line with recently reported results in
the Taiwanese population, which revealed a nonlinear relationship between the 25(OH)D
plasma levels and the risk of GDM [32]. The relationship between VDD and BMI and the
potential effect of BMI has recently been explored in the Chinese population. A correlation
has been described, being stronger in the overweight and obese groups [33].

As opposed to other studies [9,25], we did not detect VDD being associated with an
increased frequency of secondary events, apart from GDM (12.3% vs. 7.1%). There were no
differences in the frequencies of preterm birth, preeclampsia, and neonatal admission to
ICU, or in the distribution of neonatal measurement percentiles. We ignored whether cal-
cidiol supplementation in our VDD pregnant women could have influenced the incidence
of these secondary events. Moreover, the observed frequencies of secondary events in our
study were lower than those reported, except for GDM. Thus, there is a possibility that the
differences were not detected.

However, we found differences in secondary events with regard to the BMI group.
A nonsignificant higher frequency of preterm births was observed in the overweight group,
but not in the obese group. These results differ from those of previous studies [34,35]. We
propose that we did not find any association in obese women due to the small size of this
subgroup and the low expected incidence. Both births by cesarean section and a neonatal
weight percentile >90 were more prevalent in the obese group, but we did not detect any
difference in neonatal ICU admissions as compared to the others [35].

The link between VDD and GDM enables us to focus on a population for which to take
action. We suggest further longitudinal studies to establish any relation of causality. This
could lead to intervention with vitamin D supplementation and a potential influence on
GDM incidence, thereby potentially preventing future disorders such as diabetes mellitus
and metabolic syndrome.

Some limitations should be recognized. First, due to the regional nature of this study,
our results might not be generalizable. Additional studies are necessary to corroborate
our findings in other locations around the world. Second, an important limitation of our
investigation was its cross-sectional nature, which precluded a causality analysis. With
this experimental design, the fact that GDM modifies 25(OH)D serum levels and all other
data cannot be excluded. Another limitation could be the lockdown in Spain that started in
March 2020 due to the COVID-19 pandemic. This special situation may have impacted the
prevalence of VDD, since the major source of vitamin D for children and adults is exposure
to natural sunlight. Thus, a major cause of VDD is inadequate exposure to sunlight [36].
The lockdown might have reduced sun exposure in the pregnant women population of
our region. However, since this was not a variable in our study, it has not been analyzed.
Finally, calcidiol supplementation in VDD participants, from the 26th week of pregnancy,
could have biased the incidence of secondary maternal and neonatal events. Following
national recommendation guidelines, it was considered unethical not to supplement with
calcidiol, once a VDD pregnant woman had been identified. Nevertheless, it is uncertain if
the administered doses achieved the normalization of the 25(OH)D serum concentration,
as no further analyses were performed.
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5. Conclusions

Our results revealed an association between VDD and GDM, which was indepen-
dent of BML This relationship may indicate a possible influence of 25(OH)D in GDM
development. However, further longitudinal studies are needed to establish causality.

VDD was not related to secondary events, in opposition to the BMI group, which showed a
higher proportion of births by cesarean section and a neonatal weight percentile >90 in obesity.
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Abstract: The main source of vitamin D results from skin sunlight exposure. Vitamin D deficiency
(VDD) is linked to several adverse events during pregnancy. While performing a cross-sectional
study with 886 pregnant women in Elda (Spain) from September 2019 to July 2020 to determine
the association of VDD with gestational diabetes mellitus in relation to body mass index, a strict
lockdown (SL) due to the COVID-19 pandemic was declared from 15 March 2020 to 15 May 2020. To
determine if VDD prevalence in the local population of pregnant women was influenced by SL, a
retrospective cross-sectional study was conducted to estimate the prevalence odds ratio (POR) for
the association of VDD and SL. A crude logistic regression model was calculated, and then further
adjusted by the biweekly measured vitamin D-specific UVB dose in our geographical area. The
POR during SL was 4.0 (95%CI = 2.7-5.7), with a VDD prevalence of 77.8% in the quarantine period.
Our results revealed that VDD prevalence in pregnant women was influenced by SL. This valuable
information could guide us in future if public officials order the population to stay indoors for any
given reason.

Keywords: quarantine; 25(OH)D concentration; vitamin D deficiency; irradiation; pregnant women

1. Introduction

The main source of vitamin D is a result of the skin receiving a UVB portion of sunlight
exposure. The amount of UVB radiation depends on several variables, such as solar zenith
angle, latitude, season, and time of day [1-3]. There have been several studies that have
explored the relationship between UVB radiation exposure and serum 25-hydroxyvitamin
D (25(OH)D) concentrations in humans [4-6]. Recently, it has been described that there
are significant seasonal and regional differences in UVB radiation across Europe, which
can have an impact on vitamin D production in the human body. Furthermore, monthly
differences in cumulative and weighted UVB radiation, which take into account factors
such as latitude, altitude, and cloud cover, are significantly correlated with changes in
mean 25(OH)D levels in different populations [7].

In adults, vitamin D deficiency (VDD) is defined as a 25(OH)D serum level below
20 ng/mL, and vitamin D insufficiency as a level between 20 and 30 ng/mL [8]. One of the
primary causes of VDD is inadequate exposure to sunlight [9]. VDD has been observed
in all ages, genders, and regions, including in the sunny Mediterranean regions [10]. In
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Europe, the reported prevalence of VDD in pregnancies is as high as 57% [11], but there is no
agreement on the necessity of assessing 25(OH)D and the requirement for supplementation
during pregnancy [12].

VDD has been associated with several adverse outcomes in pregnancy, such as pre-
eclampsia, gestational diabetes mellitus (GDM), preterm birth, and caesarean delivery [12-14].
Rostami M. et al. reported the efficacy of a prenatal screening programme to improve 25(OH)D
levels in pregnancy, and found a remarkable reduction in adverse pregnancy outcomes in
women who were screened and supplemented with vitamin D [15,16].

The COVID-19 pandemic required governments around the world to adopt special
measures to control social interaction. Recently, the effects of COVID-19 home confinement
have been observed in relation to eating behaviour and physical activity [17]. In Spain, a
strict lockdown (SL) was declared, with the population being confined at home, therefore
influencing their exposition to sunlight. While investigating the relationship between VDD
and GDM in a population of pregnant women, a proportion of them suffered as a result of
the SL. This circumstance gave us the opportunity to describe how this enforced confine-
ment influenced VDD prevalence. To adjust for 25(OH)D levels by sunlight irradiation in
our study participants, we gathered the data of the vitamin D-specific UVB (D-UVB) dose
received in the geographical area during the same period as the study [7].

The main objective of this research was to establish whether the prevalence of VDD in
pregnant women was influenced by SL in Spain.

2. Materials and Methods
2.1. Study Population

A single-centre, population-based, observational, cross-sectional, and analytical study
was carried out from September 2019 to August 2020 to investigate the relationship between
VDD and GDM in relation to body mass index (BMI). Inclusion criteria and sampling were
previously described. The project was approved by the Institutional Review Board of the
Hospital General Universitario de Elda, and all subjects gave informed consent prior to
inclusion [18].

Due to the COVID-19 pandemic and imposed measures by the Spanish Government,
a significant cohort of participants experienced a strict lockdown in their geographical area
(from 15 March 2020 to 15 May 2020). Therefore, we performed an additional analysis in a
retrospective fashion to describe the impact of quarantine on the prevalence of VDD in the
pregnant women population.

2.2. Data Collection

Data were collected over a period of 10 months using anonymised data forms, on
a retrospective and prospective basis, depending on the variable. To complete the said
retrospective study, two new variables were defined: Strict Lockdown (SL) group and
vitamin D-specific UVB (D-UVB) dose.

2.2.1. Evaluation of Vitamin D Levels

Blood was sampled during the second trimester routine visit, in conjunction with a
screening test for GDM. The serum 25(OH)D concentration was measured by an electro-
chemiluminescent automated binding assay (Modular Analytics E170 and Elecsys Vitamin
D Total II, Roche Diagnostics, GmBH (Manheim, Germany)), with a measuring range from
3 to 70 ng/mL. This assay has been previously validated by liquid chromatography-tandem
mass spectrometry (LC/MS/MS), and has been accredited by the Vitamin D Standardisa-
tion and Certification Program (VDSCP) of the CDC [19-23]. VDD was established as a
serum concentration <20 ng/mL [8,24].

2.2.2. Covariate Assessment

At the first trimester follow-up visit, a medical history and physical assessment were
completed, and socio-demographic and pregnancy-related data were collected, such as
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maternal age (in years), smoking, hypothyroidism, ethnicity, weight (in kg), height (in m),
parity, and history of caesarean section.

In the second trimester, coinciding with the 20-week ultrasound, a survey (San Carlos
Study questionnaire) was completed to assess physical activity, nutritional habits, and
lifestyle, presented in the form of scores. This questionnaire is based on the evidence-based
nutritional recommendations of the American Diabetes Association (ADA), adapted to the
Spanish population following the Diabetes Nutrition and Complications Trial (DNCT), and
has been validated in our population [25,26]. Routine second trimester blood tests included
the following: C-reactive protein (CRP) (in mg/dL), ferritin (in mg/dL), total cholesterol
(in mg/dL), HDL cholesterol (in mg/dL), LDL cholesterol (in mg/dL), triglycerides (in
mg/dL), fibrinogen (in mg/dL), haemoglobin (in g/dL), and haematocrit (in %).

BMI was calculated from weight (in kg) and height (in m) registered at the first trimester
visit of pregnancy. On the basis of BMI, women were grouped as normal (<25), overweight
(25-30), and obese (>30), following the World Health Organization’s classification.

2.2.3. Definition of Strict Lockdown (SL) Group

All participants whose blood samples for vitamin D levels were taken from 15 March 2020
to 15 May 2020 were categorised as the SL group. The rest of the participants were categorised
as the non-Strict Lockdown group (NSL).

According to the Spanish Government decree, a lockdown was imposed on 14 March 2020.
It was announced that, as of the following day, all non-essential workers were required to stay
at home for the next 14 days. This situation was extended consecutively until 15 May 2020.
Citizens were not allowed to leave their homes, except in the case of essential workers, and
for the purchase of foodstuffs and basic goods.

2.2.4. Assessment of Vitamin D-Specific UVB Dose in Study Geographical Area

The Tropospheric Emission Monitoring Internet Service (TEMIS) is part of the Euro-
pean Space Agency (ESA) Data User Programme. The TEMIS project generates datasets of
several key information items, and provides access to them free of charge via the internet
(www.temis.nl/uvradiation/UVdose.html (accessed on 10 February 2023); version 2.0) [27].
D-UVB is the effective UV irradiance (expressed in k]J/m?) reaching the Earth’s surface
integrated over the course of the day, and was calculated by considering the UVB radiation
dose at the wavelengths that can induce cutaneous vitamin D production (290-315 nm) [7].
This database has been already used in the past and is described in detail elsewhere [28,29].

The daily D-UVB doses were obtained for all three geographical coordinates available
in the TEMIS database, corresponding to our study area, from 16 September 2019 to
15 August 2020 ([1]: latitude 38.375 and longitude —0.875; [2]: latitude 38.375 and longitude
—0.620; [3]: latitude 38.625 and longitude —0.875), and the daily average of all of them
was used for calculations. A cloud-modified dataset was used to account for the effects of
clouds in the D-UVB radiation measurements. For each fortnight in the study, the average
D-UVB dose was calculated. All participants were assigned a dose based on the fortnightly
period in which the 25(OH)D assessment was performed.

2.3. Statistical Analysis

A descriptive analysis examined the distribution of the studied variables, with fre-
quency calculations for qualitative variables, and means and standard deviations for con-
tinuous variables. A pairwise methodology was used for the management of missing data.
For socio-demographic variables, 95% confidence intervals were calculated using Wilson’s
method for proportions and the asymptotic method for continuous variables. Contingency
tables were used to evaluate the factors associated with SL and VDD. Qualitative variables
were compared using the chi-square test, and for quantitative variables the Student’s ¢-test
was used.

A cross-sectional study was conducted to estimate the prevalence odds ratio (POR) for
the association of VDD and SL in our pregnant women population. To control the influence
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of seasonal variations in sunlight irradiation, the logistic regression model was adjusted by
the biweekly measured D-UVB dose in our geographical area. Covariates were explored as
confounding factors and multivariate analyses were performed to determine the simplest
explicative model.

The analyses were all carried out with STATA 14 (StatCorp LLC, College Station, TX,
USA) and IBM SPSS v.26 (IBM Corp., Armonk, NY, USA). The figures were plotted using
Microsoft Excel for Mac (Microsoft Corp., Redmond, WA, USA).

3. Results
3.1. Characteristics of the Study Participants

A full sample of 886 participants were included in the study period, but serum
25(OH)D levels were only obtained from 881 of them. Table 1 describes the character-

istics of the participants in relation to their strict lockdown status. Roughly, 1 in 5 pregnant
women experienced the strict lockdown (19%).

Table 1. Participants’ characteristics in relation to “Strict Lockdown” status (SL).

Non-Strict Lockdown Strict Lockdown

Characteristics (1 = 715, 80.7%) (=171, 19.3%) p-Value

Sociodemographic characteristics
Age (years), mean (SD) 32.0(5.8) 31.7 (5.6) 0.48
Questionnaire (St. Carlos Study), mean (SD)

Physical activity —0.7 (1.4) —0.8(1.4) 0.26

Nutritional status 4.1 (3.6) 3.2(3.9) 0.02*

Lifestyle 3.3 (4.1) 2.3 (4.4) <0.01*
Maternal smoking habit, n (%) 79 (11.0) 12 (7.0) 0.12
Maternal hypothyroidism, 1 (%) 158 (22.1) 37 (21.6) 0.90
Ethnicity, n (%) 0.12

Caucasian 626 (87.7) 140 (82.8)

South American 44 (6.2) 18 (10.7)

Other 44 (6.2) 11 (6.5)
Pregnancy-related characteristics
SAP, first trimester (mmHg), mean (SD) 110.6 (11.7) 111.7 (11.6) 0.28
DAP, first trimester (mmHg), mean (SD) 68.8 (9.1) 68.7 (7.8) 0.78
VDD, 1 (%) 356 (50.1) 133 (77.8) <0.01*
GDM, n (%) 73 (10.2) 20 (11.7) 0.57
BMI, mean (SD) 24.7 (4.7) 25.2 (4.8) 0.25
BMI group, 1 (%) 0.12

Normal (<25) 441 (62.0) 91 (53.5)

Overweight (25-30) 180 (25.3) 54 (31.8)

Obesity (>30) 90 (12.7) 25 (14.7)
Parity, n (%) 0.84

Primigravida 360 (50.3) 86 (50.3)

2 pregnancies 270 (37.8) 62 (36.3)

>3 pregnancies 85 (11.9) 23 (13.5)
History of caesarean section, 1 (%) 77 (10.8) 21 (12.4) 0.55
Gestational hypothyroidism, 7 (%) 158 (22.0) 37 (21.6) 0.90
Blood test, mean (SD)
Vitamin D (ng/mL) 20.5 (8.9) 14.2 (6.7) <0.01*
C-reactive protein (mg/dL) 5.8 (6.1) 5.3 (4.9) 0.22
Ferritin (mg/dL) 24.6 (25.3) 24.5(26.4) 0.96
Cholesterol (mg/dL) 223.4 (37.4) 228.4 (43.4) 0.18
HDL cholesterol (mg/dL) 76.0 (15.1) 75.0 (15.9) 0.44
LDL cholesterol (mg/dL) 113.8 (32.0) 115.5 (34.6) 0.58
Triglycerides (mg/dL) 173.4 (63.7) 193.5 (82.5) <0.01*
Fibrinogen (mg/dL) 399.5 (56.2) 391.1 (56.1) 0.09
Haemoglobin (g/dL) 11.6 (0.9) 11.6 (0.8) 0.64
Haematocrit (%) 34.1(2.5) 344 (2.7) 0.23

* p <0.05. Abbreviations: VDD, vitamin D deficiency; GDM, gestational diabetes mellitus; SAP, systolic arterial
pressure; DAP, diastolic arterial pressure; BMI, body mass index.
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In the univariate analysis (Table 1), the participants were compared according to SL
status. The SL group showed lower mean values for 25(OH)D (14.2 ng/mL vs. 20.5 ng/mL,
p <0.01) and a higher prevalence of VDD (77.8% vs. 50.1%, p < 0.01) compared to the NSL
group. In addition, in the comparison of continuous variables, pregnant women in the SL
group presented higher levels of triglycerides (193.5 mg/dL vs. 173.4 mg/dL, p < 0.01),
and lower scores in the nutritional (4.1 vs. 3.2, p < 0.05) and lifestyle (3.3 vs. 2.3, p < 0.01)
aspects of the St. Carlos Study questionnaire. In the qualitative analysis, there were no
significant differences in other variables, including prevalence of GDM or distribution by
BMI groups.

3.2. Distribution of Measured VD-UV Dose in Our Geographical Area

Figure 1 represents the distribution of mean biweekly D-UVB dose in our geographical
area, as an average of three observation locations measured and reported in the cloud-
modified TEMIS database, from mid-September 2019 to mid-August 2020. There was a
decrease in the D-UVB dose by the end of the year, with the lowest point being reached in
the second fortnight of December 2019, followed by a progressive increase in the D-UVB
dose, reaching a peak by July 2020. “Vitamin D winter” has been defined as the threshold
of D-UVB dose below which (<1 kJ/m?) vitamin D synthesis is negligible [7,30]. In the
area of our study, this would correspond to the period from December to mid-January
(lasting <2 months).
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Figure 1. Distribution of vitamin D UVB dose (J/m?) by fortnight from September 2019 to August
2020, summarised as the mean of the days in each fortnight. Bars represent 95%CI. Dark blue bold
vertical line represents the beginning of year 2020. Red bold vertical lines represent the beginning
and the end of strict lockdown.

3.3. Seasonal Distribution of Average Measured Vitamin D

Figure 2 represents the distribution of the biweekly means of the 25(OH)D of all
participants. While the distribution of means followed a seasonal pattern from September
2019 to mid-March 2020, there was a drop during the SL period (between red lines). After
the quarantine ended, 25(OH)D levels returned to those expected. Mean 25(OH)D levels
were lower in the strict lockdown period, even compared to those in “vitamin D winter”.
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2019 2020 Strict Lockdown

Vitamin D (ng/mL)
8

Figure 2. Distribution of vitamin D Levels (ng/mL) by fortnight from mid-September 2019 to mid-
August 2020, expressed as mean 25(OH)D (in ng/mL) of all participants by biweekly intervals. Bars
represent 95%CI. Dark blue vertical line represents the beginning of year 2020. Red bold vertical lines
represent the beginning and the end of strict lockdown. The horizontal red dotted line represents the
threshold for VDD diagnosis (20 ng/mL).

3.4. Seasonal Distribution of VDD Prevalence

Figure 3 represents the distribution of VDD prevalence across the study period. The
prevalence followed a seasonal pattern. Predictably, VDD prevalence increased with decreas-
ing UVB irradiance. This prevalence was at its highest in relation to the “vitamin D winter”.
With an increase in UVB irradiation, the prevalence gradually decreased. Nevertheless,
the occurrence of a strict lockdown period between 15 March 2020 and 15 May 2020 was
followed by a second increase in the prevalence of VDD. VDD peaked at 83% in the first half
of April 2020. The prevalence of VDD in April 2020 exceeded that achieved in the expected
“vitamin D winter” period, with a second “vitamin D winter”-like period appearing.

2019 2020 Strict Lockdown

Participants (n)
(%) PuaIeA%g AAA

Biweekly VDD prevalence (%), from mid-September 2019 to mid-August 2020

Figure 3. Distribution of VDD prevalence by fortnight from mid-September 2019 to mid-August
2020, expressed as percentage of participants with VDD by biweekly intervals (solid black line).
Bars represent participants with 25(OH)D >20 ng/mL (green bar) or <20 ng/mL (grey bar) in each
biweekly period. Dark blue vertical line represents the beginning of year 2020. Red bold vertical lines
represent the beginning and the end of strict lockdown.
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3.5. Regression Analysis of 25(OH)D Levels and D-UVB Dose in Relation to SL Status

To understand the relation of 25(OH)D levels with D-UVB dose, we performed a
regression analysis and explored the impact of SL status. This analysis yielded the following
coefficients: constant = 11.6 (p < 0.01), [D-UVB] dose = 0.4 (p < 0.01), and [SL] = —6.9
(p <0.01).

The regression equation was

25(0OH)D (ng/mL) = 18.5 — 6.9 x [SL] + 0.4 x [D-UVB] (in ] /m?) 1)
SL group: [SL] =1, and NSL group: [SL] =0
This result means that 25(OH)D levels were, on average, 6.9 ng/mL higher in the NSL
group compared to the SL group (p < 0.01).

3.6. Cross-Sectional Study: Assessment of the Association of VDD and SL

For an overall of 881 valid observations (99.4%), the prevalence of VDD was 55.5%
(95%CI = 52.2-58.4%). In the SL cohort, the VDD prevalence was 77.8% (95%Cl = 71.0-83.3%),
while it was only 50.1% in the NSL cohort (95%CI = 46.5%-53.8%) (Table 1), with a preva-
lence odds ratio (POR) of 3.5 (95%CI = 2.4-5.1, p < 0.01) (Table 2).

Table 2. Association study. Prevalence odds ratio for VDD, estimated by crude and adjusted logistic
regression models.

Crude Model Adjusted Model
POR 95%CI p-Value POR 95%CI p-Value
Strict
Lockdown: No 1 !
Yes 3.5 (24-5.1) <0.01* 4.0 (2.7-5.7) <0.01*
D-UVB dose: 0.9 (0.9-0.9) <0.01*

*p <0.05. Abbreviations: POR, prevalence odds ratio; CI, confidence interval; VDD, vitamin D deficiency; D-UVB,
vitamin D ultraviolet B dose.

3.7. Binary Logistic Model of VDD in Relation to SL Adjusted by Measured D-UVB Dose

The crude binary logistic model was further adjusted by D-UVB exposition to ex-
clude seasonal bias (Table 2). All participants were assigned the D-UVB dose of the
fortnight when the 25(OH)D levels were sampled. Once adjusted by biweekly means of
the real measurements of D-UVB dose in our geographical area, the POR for SL rose to 4.0
(95%CI = 2.7-5.7) and the POR for the D-UVB dose was 0.9 (95%CI = 0.9-0.9). The rest
of the covariates were explored as confounding factors in multivariant models, but no
significant modification of the VDD POR or improvement in the precision of the confidence
interval were obtained, with the bivariant model being most parsimonious.

The equation for the adjusted regression model, representing the probability of VDD,
was as follows:

1
1+ ¢—(1.53+401x[SL]+091x[D—UVB] (in]/m?)) &)

SL group: [SL] =1, and NSL group: [SL] =0

P(VDD) =

This finding means that the VDD prevalence in participating pregnant women was
significantly influenced by SL. This observation was independent of the D-UVB dose
measured in our geographical area. Due to the cross-sectional nature of the study, causality
analysis is not permitted.

4. Discussion

As far as we know, this research is the first to explore the changes in 25(OH)D levels
in pregnant women due to confinement related to the COVID-19 pandemic.
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The results showed that there was a high frequency of VDD among pregnant women in
our region (55.5%), which is consistent with previous reports [31,32]. This VDD prevalence
was greatly influenced by the quarantine, with a significant increase in the SL group (77.8%),
as a consequence of the decreased exposure to sunlight due to the in-house confinement in
this cohort of participants. Half of the pregnant women in our study area have a vitamin
D deficiency. Although these data are comparable to other studies, they are nevertheless
important from a public health point of view. Our data describe a concerning reality that
should be addressed.

25(OH)D is the preferred serum marker to assess vitamin D status, and it has a
half-life of 15 days [33]. To adjust for seasonal irradiation, we included in our model
an “environmental” variable, the D-UVB dose in biweekly intervals. It is accepted that
vitamin D cutaneous synthesis is influenced by geographical latitude [6]. In fact, the term
“vitamin D winter” was employed to describe the fact that exposure to winter sunlight
in Boston (42.2° N) and Edmonton (52° N) will not promote vitamin D3 synthesis in
human skin from November through to February (Boston) and from October through to
March (Edmonton) [34]. A comprehensive analysis of seasonal and geographical variation
in D-UVB in Europe has been recently published [7]. This D-UVB variation has been
previously connected with 25(OH)D levels in Europe [30]. “Vitamin D winter” has been
defined as the threshold of D-UVB dose below which (<1 kJ/m?) vitamin D synthesis is
negligible [7,30]. In the southeast of Spain, the “vitamin D winter” ranged from December
2019 to mid-January 2020. According to the study by Khanna et al., despite the relatively
moderate latitudinal range in Europe (35-64° N), large seasonal and regional variations in
UVB radiation that can influence vitamin D production (D-UVB) were reported throughout
the European continent. Winter vitamin D was <2 months in low European latitudes (and
>7 months in high European latitudes). In our study, “vitamin D winter” ranged from
December 2019 to mid-January 2020, which is consistent with the observations in low
European latitudes (“vitamin D winter” lasting <2 months).

Our results revealed a decoupling of D-UVB dose and 25(OH)D levels during SL. While
D-UVB doses ranged from 4.2 k] /m? to 8.5 k] /m? during in-house confinement period,
25(0OH)D mean levels were lower than in real “vitamin D winter” (D-UVB <1 kJ/m?2). The
prevalence of VDD increased during strict confinement with respect to the “vitamin D
winter”, even though ultraviolet B irradiation was at least four times higher. We could say
that strict confinement produced a second “vitamin D winter” in the pregnant women in
our study in an artificial way.

The skeletal muscle has been recently involved in vitamin D maintenance during
“vitamin D winter”. Since no clear storage organ or tissue has been identified for vitamin
D, it has been suggested that appropriate vitamin D status in winter can only be obtained
by oral supplements. It has recently been shown that the main circulating metabolite
of vitamin D, 25(OH)D, accumulates in skeletal muscle cells, which could constitute a
functional reserve during the winter months [35]. We found no difference in BMI in relation
to SL status. However, muscularity ranges widely, even at any specific level of BMI [36].
Skeletal muscle composition was not measured in the study participants; therefore, we
cannot assess the role of this in the results that were obtained.

In addition to skin production, vitamin D-enriched diets and supplementation are
also relevant sources of vitamin D. Access to food and medication was not significantly
restricted during home confinement, and no special measures were taken to supplement
the participants.

No other variables were significantly different in relation to SL, including GDM
prevalence, BMI, and BMI group. Only triglycerides were significantly higher in the SL
group, and nutritional and lifestyle items scored worst in the survey. In the adjusted
logistic regression models, they did not significantly influence the POR for VDD. These
results might be consistent with the confinement status. It is probable that some effects of
lockdown, either behavioural or biological, may take longer to be apparent than others.
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In the resulting adjusted binary regression model, SL was the most important factor
explaining the abrupt increase in VDD prevalence. There were no other factors influencing
these results (GDM, BMI group, or ethnicity). Therefore, in the case of a similar situation,
an increase in the prevalence of VDD must be anticipated irrespective of these conditions.

In contrast to our finding, a study that included all outpatients older than 18 years old
in a regional hospital in Verona (Italy) reported a similar prevalence of VDD during and
after the lockdown period compared to the previous two years [37]. The pregnant women
population of Elda (Spain) had a higher prevalence of VDD in the pre-lockdown period
than those described in the study from Verona, but the result was similar to other maternal
series [11,31,32]. The drop in 25(OH)D levels we found in SL has been described in Chinese
children during home confinement due to the COVID-19 pandemic [38].

Some limitations should be recognised. Firstly, the results may not be generalisable
due to the regionally based design of the study. Secondly, environmental data of the D-
UVB dose in our area may not exactly reflect the individual solar exposure of participants.
We employed TEMIS-ESA measured data as a surrogate of individual exposition [7,30].
Some studies stress the importance of individual UVB radiation measurement rather than
assuming individual exposure [39]. This cross-sectional study did not take into account the
amount or duration of sunlight exposure for each individual participant. The variations
in sunlight exposure between the participants may have biased the results. In addition,
finally, the current research was only based on a single determination of 25(OH)D levels,
and did not consider any longitudinal changes in 25(OH)D levels. In a longitudinal study,
the differences in vitamin D levels during pregnancy were reported, with a progressive
increase in 25(OH)D levels during the pregnancy [40]. The cross-sectional design of the
study prevents us from conducting a causality analysis.

A strength in our study is serendipity. We had the “unique opportunity” to evaluate
the effect of a rare event, such an in-house confinement, in a group of participants [18]. For
ethical reasons, this condition could not be experimentally reproduced in any way.

5. Conclusions

Our results revealed that VDD prevalence in pregnant women was influenced by SL.
This valuable information could guide us in the future to take action, such as with vitamin
D supplementation, in the case that public officials order the population to stay indoors for
any given reason.
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