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Apresentacao
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Breastfeeding Journal.
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prospective analysis of the live births from the Pelotas (Brazil) 1982 and 1993 cohorts.
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RESUMO

O crescimento/desenvolvimento e manutencdo do esqueleto humano requerem um adequado
suprimento de distintos fatores nutricionais ao longo do ciclo vital. O efeito da dieta no
primeiro ano de vida, sobretudo da amamentacdo, tem sido objeto de poucos estudos e 0s
resultados sdo contraditorios. A associacdo entre padrbes alimentares e medidas de massa
Ossea também tem sido pouco explorada. A literatura acerca dos efeitos destas exposicdes
sobre a massa mineral 6ssea de adolescentes é escassa. O presente estudo pretende avaliar a
relacdo entre amamentacdo e padrbes alimentares ao longo da adolescéncia (dos 15 aos 18
anos) com medidas de massa mineral 0ssea aos 18 anos de idade. As medidas de massa 0ssea
(contetido e densidade mineral 6ssea do corpo inteiro, coluna lombar e colo do fémur) serdo
avaliadas através de um equipamento de absorciometria de dupla energia de raios X (DXA).
O estudo terd delineamento longitudinal e a populacdo em estudo compreenderd os
adolescentes pertencentes a coorte de nascimentos de Pelotas de 1993, que foram
acompanhados durante o primeiro ano de vida e aos 15 e 18 anos de idade. O presente projeto
faz parte de um projeto maior, intitulado “Influéncias precoces e contemporaneas sobre a
composicdo corporal, capital humano, saude mental e precursores de doengas cronicas
complexas: Coorte de Nascidos vivos de 1993”, o qual foi aprovado pelo Comité de Etica e

Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Pelotas (UFPel).
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1. INTRODUCAO

A literatura sobre o contetdo e/ou densidade mineral 0ssea em amostras de base
populacional e entre individuos jovens é escassa. Tal fato pode ser consequéncia da baixa
prevaléncia de doencas osteodegenerativas na infancia, adolescéncia e inicio da idade adulta.
Entretanto, a avaliacdo das medidas de massa 6ssea em idades mais jovens é necessaria, tendo
em vista que a prevencdo de perdas dsseas contribui para a reducdo da incidéncia de

osteoporose e subsequentes fraturas em idades mais avancadas.

O contetdo e a densidade mineral Gssea, bem como a osteoporose, podem ser
determinados por fatores genéticos e ambientais, dos quais se destaca a alimentacdo,
exposicdo de interesse nesse estudo. O efeito da dieta no primeiro ano de vida, sobretudo da
amamentacdo, tem sido objeto de poucos estudos, grande parte conduzida em paises de alta
renda e cujos resultados séo controversos. Quanto aos efeitos da alimentagéo habitual sobre as
medidas de massa 6ssea, o foco dos estudos tem sido o0 consumo de nutrientes e/ou grupos de

alimentos especificos, sendo os padrdes alimentares pouco explorados.

Frente a isso, 0 presente projeto se propfe a avaliar o papel da amamentacdo e dos
padrdes alimentares durante a adolescéncia sobre a massa mineral 6ssea de jovens com 18
anos de idade, acompanhados desde 0 nascimento e pertencentes a coorte de nascimentos de

Pelotas de 1993.

Para contextualizar o problema de pesquisa, ainda na introducdo serdo abordados
aspectos sobre composicdo corporal, anatomia, histologia e papel metabolico dos 0ssos,
crescimento 6sseo e pico de massa 6ssea, além de métodos para avaliar a massa dssea e

fatores associados a constituicdo da massa mineral dssea — precoces e contemporaneos. Na
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sequéncia, a revisdo de literatura focara sobre os efeitos da amamentacdo e dos padrdes

alimentares, sobre medidas de massa 0ssea.

1.1 Composicgéo corporal

A composicdo de um organismo reflete o acimulo, ao longo da vida, de nutrientes e
outros substratos adquiridos do meio ambiente e retidos pelo corpo. Composicéo corporal
pode ser definida como a expressdo do peso corporal em dois ou mais compartimentos
baseados em modelos anatémicos (pele, musculo, 0ssos e 6rgdos) ou quimicos (dgua, mineral
0sseo, mineral extra-6sseo, proteina, gordura e glicogénio), obtidos a partir de analises de

dissecacdo de cadaveres (Heymsfield, Wang et al. 1997).

O estudo da composicdo corporal segue modelo proposto por Wang, Pierson e
Heymsfield (1992), no qual a mesma é representada em cinco niveis com componentes
distintos, que somados correspondem a massa corporal. Os cinco niveis sdo: atdmico,
molecular, celular, tecido-sistemas (ou funcional) e corpo inteiro (Figura 1) (Heymsfield,

Wang et al. 1997; Ellis 2000).

O nivel atdmico inclui elementos como oxigénio, carbono, hidrogénio, nitrogénio,
calcio e potéssio, compondo mais de 98% da massa corporal (Heymsfield, Wang et al 1997).
No nivel molecular (segundo nivel), hd quatro componentes principais: agua, lipidios,
proteinas e minerais (0sseos e de tecidos moles), a partir dos quais podem ser criados varios
modelos que permitem incluir de dois a seis compartimentos (Heymsfield, Wang et al. 1997;

Ellis 2000).
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O nivel celular representa as células e os fluidos e sélidos extracelulares, tendo grande
importancia para o entendimento dos processos fisiopatolégicos das doencas. No nivel
funcional, os componentes do nivel celular sdo organizados em tecidos, 6rgdos e sistemas.
Nesse nivel, a massa corporal é resultante do somatério do tecido muscular, conectivo
(adiposo e 6sseo), epitelial e nervoso. O quinto e Gltimo nivel representa o corpo inteiro e diz
respeito ao formato, a dimensao e as caracteristicas fisicas que podem ser descritas tendo em

vista as dimensdes corporais (Heymsfield, Wang et al. 1997; Ellis 2000).

N.K,Ca,Na... Mineral Fat Other
Protein
Carbon ECS Blood
Fat Bone
Hydrogen ECF

Adipose

Tissue
Oxygen Water Cell Skeletal

Mass :

Muscle

Atomic  Molecular Cellular Functional Whole Body

Multicompartment Models

Figura 1. Modelo multicompartimental de cinco niveis de composi¢éo corporal. ECS: sélidos

extracelulares; ECF: fluidos extracelulares. (Fonte: Ellis, 2000 — modificado de Wang e col.)

A seguir a abordagem se dara em relacdo ao tecido 6sseo, componente corporal objeto

deste estudo.
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1.2 O 0sso como um componente da composi¢édo corporal

Em épocas passadas, um dos maiores obstaculos para estimar a composicao corporal
era a falta de um método in vivo para quantificar o tecido d6sseo que, juntamente com
musculos e gordura, é responsavel por variagdes na composicdo do corpo. Os primeiros
estudos basearam-se na analise do esqueleto completo, ossos isolados e radiografias,
indicando existéncia de variabilidade na mineralizacdo e na massa 6ssea segundo algumas
caracteristicas. As novas tecnologias disponiveis, em especial, a absorciometria de dupla
energia de raios X (DXA), permitiram fazer novas inferéncias sobre 0 0sso como um
componente da composicao corporal e sobre o conteddo mineral dsseo (Heymsfield, Wang et

al. 1997).

Caracteristicas relacionadas especificamente com a estrutura corporal dssea sao

apresentadas a seguir.

1.2.1 Esqueleto: conceito, funcdes e divisdo

A julgar pelo emprego rotineiro do termo, esqueleto poderia significar a simples
reunido dos 0ssos. Entretanto, entende-se por esqueleto o conjunto de 0ssos e cartilagens que
se ligam para formar o arcabouco do corpo do animal e desempenhar varias funcdes (Dangelo

and Fattini 2002).

Dentre as funcdes do esqueleto podemos apontar: protecdo (para 6rgdos como o
coracao, pulmdes e sistema nervoso central); sustentacdo e conformacdo do corpo; local de
armazenamento de ions como calcio e fosforo; deslocamento do corpo e producédo de células

sanguineas (Dangelo and Fattini 2002).
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O esqueleto pode ser dividido em duas grandes por¢des: uma axial e outra apendicular.
O esqueleto axial consiste na por¢cdo mediana, formando o eixo do corpo, e é composto pelos
0ss0s da cabeca, pescoc¢o e tronco (térax e abdome). O esqueleto apendicular, por sua vez,
compreende os membros superiores e inferiores. Ambas as por¢des sdo unidas por meio de
cinturas: escapular (também denominada toracica, constituida pela escapula e clavicula) e
pélvica (constituida pelos ossos do quadril). No adulto, idade na qual se considera completo o

desenvolvimento organico, o esqueleto é composto por 206 ossos (Dangelo and Fattini 2002).

1.2.2 Tecido 6sseo: histologia e anatomia

O tecido 0sseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo formado por células e
material extracelular calcificado, a matriz dssea (Jungueira and Carneiro 2004). A matriz
Ossea e formada por uma porcdo mineral ou inorganica e outra organica, sendo esta ultima
composta por fibras coladgenas (95% de colageno tipo I) e por pequena quantidade de
proteoglicanos e glicoproteinas (que participam da mineralizacdo da matriz) (Junqueira and
Carneiro 2004; Fauci, Braunwald et al. 1998). A parte mineral ou inorganica corresponde a,
aproximadamente, metade do peso da matriz 6ssea. E composta por célcio e fosforo que
formam cristais semelhantes a estrutura da hidroxiapatita: Ca;o(PO4)s(OH), (Junqueira and
Carneiro 2004). A combinacdo entre a hidroxiapatita e as fibras colagenas confere dureza e

resisténcia ao tecido 6sseo.

Além do material extracelular, o tecido 6sseo é formado por trés tipos de células: os
ostedcitos, que se situam em cavidades ou lacunas no interior da matriz; os osteoblastos, que

sintetizam a parte organica da matriz e localizam-se na sua superficie; e os osteoclastos, que
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sdo células gigantes, mdveis e multinucleadas as quais estdo envolvidas nos processos de

remodelagdo dos o0ssos (Junqueira and Carneiro 2004).

Anatomicamente, o tecido 06sseo é constituido microscopicamente pela substancia
Ossea compacta e pela esponjosa (Dangelo and Fattini 2002). Na substancia 6ssea compacta,
as laminulas de tecido 6sseo encontram-se fortemente unidas umas as outras, sem que haja
espaco livre entre elas. Consequentemente, este tipo é mais denso e rijo. Na substancia
esponjosa, as laminulas se arranjam de forma a deixar espacos entre si ou lacunas que se

comunicam umas com as outras (Dangelo and Fattini 2002).

1.2.3 Papel metabolico do tecido 0sseo

O esqueleto contém mais de 99% do calcio presente no corpo humano adulto,
funcionando como um reservatorio desse ion, cuja concentracdo no sangue (calcemia) deve
ser mantida constante para o funcionamento normal do organismo (Junqueira and Carneiro
2004; Fauci, Braunwald et al. 1998). H4 um continuo intercambio entre o célcio do plasma
sanguineo e o dos ossos. O calcio absorvido da alimentacdo e que faria aumentar a
concentracdo sanguinea deste ion € rapidamente depositado no tecido 0sseo, e,
contrariamente, o calcio dos 0ssos é mobilizado quando diminui sua concentracdo no sangue

(Fauci, Braunwald et al. 1998).

Existem dois mecanismos responsaveis pela mobilizacdo do calcio depositado nos
0ssos. O primeiro consiste na simples transferéncia de ions dos cristais de hidroxiapatita para

o liquido intersticial, do qual o calcio passa para o sangue. O segundo mecanismo de
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mobilizacdo do célcio é de acdo mais lenta e decorre da acdo de hormonios — paratormonio,

calcitonina e 1,25-diidroxivitamina D — sobre o tecido ésseo (Fauci, Braunwald et al. 1998).

O paratorménio (PTH), hormdnio da paratireoide, é responsavel pelo aumento da
calcemia (Fauci, Braunwald et al. 1998). Para tanto, toda vez que os receptores de ions célcio,
presentes na paratireoide, detectam uma baixa concentracdo sérica de calcio ionizado, a
secrecdo de PTH é estimulada (Fauci, Braunwald et al. 1998). Assim, este hormonio atua
sobre 0s 0ssos para liberar calcio e nos rins para diminuir a excre¢do urinaria do ion e

aumentar a producdo de 1,25-diidroxivitamina D (Fauci, Braunwald et al. 1998).

A 1,25-diidroxivitamina D [1,25(OH),D], um metabdlito da vitamina D, aumenta a
absorcdo de célcio no intestino e age sobre os 0ssos para liberagdo adicional de calcio.
Entretanto, aumentos de célcio ionizado no soro sdo revertidos por feedback negativo da
1,25(0OH),D sobre a secre¢do de PTH, mecanismo este ainda ndo totalmente compreendido

(Fauci, Braunwald et al. 1998).

Outro horménio, a calcitonina, produzida pelas células parafoliculares da tireoide,
inibe a reabsorcdo da matriz e, portanto, a mobilizacdo de calcio do osso, tendo acéo

antagbnica a do PTH (Fauci, Braunwald et al. 1998).

1.2.4 Formacao e crescimento 0sseo

No embrido e na crianca em crescimento, o 0sso é formado ou por um processo de
ossificacdo intramembranosa, que se da no interior de uma membrana conjuntiva, ou por
ossificacdo endocondral, que ocorre através de remodelagem e substituicdo da cartilagem

previamente calcificada (Junqueira and Carneiro 2004; Fauci, Braunwald et al. 1998).
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Em ambos os processos, primeiramente é formado tecido 6sseo primario ou reticular,
constituido por feixes de fibras colagenas entrelacadas e dispostas aleatoriamente, o qual aos
poucos é substituido por tecido secundario ou lamelar. Este Gltimo é organizado em feixes de
fibras colagenas distribuidas regularmente em laminas paralelas ou concéntricas (Junqueira

and Carneiro 2004; Fauci, Braunwald et al. 1998).

O crescimento dos 0ssos em comprimento depende da proliferacdo das células da
cartilagem e da sequéncia endocondral no nivel da placa de crescimento. Ja, o crescimento em
largura e espessura ocorre pela formacdo de 0sso na superficie periosteal (externa) e pela
reabsorcdo na superficie endosteal (interna), sendo a taxa de formagdo maior que a de

reabsorcdo (Fauci, Braunwald et al. 1998).

No final da puberdade e/ou inicio da idade adulta, o crescimento dsseo em
comprimento e a formacdo de osso endocondral cessam, ap6s o fechamento das placas de
crescimento. Entretanto, o crescimento 6sseo intramembranoso persiste ao longo da vida,

embora de forma mais lenta (Fauci, Braunwald et al. 1998).

A velocidade de crescimento do esqueleto como um todo é alta logo ap6s o
nascimento, diminuindo até o final do primeiro ano de vida, voltando a aumentar no final da
infancia (Cooper, Westlake et al. 2006). Neste estagio, o crescimento 6sseo longitudinal é
mais rapido no esqueleto apendicular (bracos e pernas) do que no axial (tronco), assim
permanecendo até a puberdade. Com a secrecdo dos hormdénios sexuais na puberdade, o
crescimento dos 0ssos axiais acelera, enquanto que o dos 0ssos longos diminui até as epifises

se fecharem e o crescimento linear cessa (Cooper, Westlake et al. 2006).
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1.2.5 Pico de massa 0ssea

O pico de massa 6ssea pode ser definido como a quantidade maxima de massa 0ssea
que um individuo acumula desde o nascimento até a maturidade do esqueleto (Schonau 2004;
Heaney, Abrams et al. 2000). Entretanto, a idade exata em que o pico é atingido é
desconhecida, variando conforme regido do esqueleto e método de avaliacdo da massa 0ssea

(Heaney, Abrams et al. 2000).

De acordo com alguns autores, o pico de massa 6ssea ocorre entre 18 e 30 anos de
idade (Heaney, Abrams et al. 2000; Mora and Gilsanz 2003; Recker, Davies et al. 1992),
diferindo para densidade mineral éssea (DMO) e conteddo mineral 6sseo (CMO). Acredita-se
que o pico de DMO ocorra por volta dos 22 anos, ao passo que 0 do CMO se d& em média aos

26 anos de idade (Teegarden, Proulx et al. 1995).

Quanto a regido do esqueleto avaliada, alguns estudos tém mostrado que no colo do
fémur o pico de massa 0ssea ocorre antes do 20 anos de idade (Heaney, Abrams et al. 2000;
Armstrong, Shakir et al. 2000; Baroncelli and Saggese 2000), sendo que a massa 6ssea do
esqueleto como um todo seria atingida de 6 a 10 anos mais tarde (Heaney, Abrams et al.
2000). Os ossos do cranio, por sua vez, nunca atingem um pico aumentando em massa ao
longo da vida. Outros 0ssos, a exemplo das vértebras, continuam a aumentar em diametro

(Heaney, Abrams et al. 2000).

A reducdo da massa 6ssea inicia-se ainda na idade adulta jovem, logo apds o seu pico
de formacdo ser atingido. Logo, favorecer o maximo acumulo de massa 0ssea durante o
periodo de formagdo do osso diminuird o risco de fraturas e incidéncia de osteoporose no

futuro.
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Para tanto, € importante conhecer os métodos utilizados para medir a massa 0ssea,
bem como, os fatores que interferem no processo de formacgdo do 0sso. Tais aspectos seréo

abordados nos topicos a seguir.

1.2.6 Métodos para medir a massa 0ssea

Atualmente, estdo disponiveis varias técnicas ndo invasivas para estimar o CMO e a
DMO (Ellis 2000). Estas técnicas incluem densitometria 6ssea por meio de absorciometria de
dupla energia de raios X (DXA), absorciometria de raios X de energia Unica (SXA),
tomografia computadorizada quantitativa (TCQ) e ultrassonografia (Heymsfield, Wang et al.
1997; Ellis 2000). Entretanto, somente a DXA sera descrita a seguir, tendo em vista que esta

sera a técnica utilizada no presente estudo para avaliar a massa 0ssea dos jovens.

A DXA é uma técnica radiografica considerada padrdo-ouro para medir a DMO (Ellis
2000). Embora possa ser usada para as mensuracdes de qualquer &rea esquelética, a principal
aplicacdo da DXA tem sido a obtengdo da DMO do corpo inteiro e de sitios especificos, como
a coluna lombar e o colo do fémur (Ellis 2000) (Figura 2). Nesta técnica, sdo usados raios X
de dupla energia para estimar a area de tecido mineralizado, e o conteddo mineral (em
gramas) ¢ dividido pela 4area (em cm?), o que corrige parcialmente as diferencas decorrentes
do tamanho corporal. Esta corre¢do é parcial, pois a DXA € uma técnica de exploracéo
bidimensional, que ndo estima a profundidade e comprimento postero-anterior do 0sso.

Devido a isso, a DMO é expressa em g/cm?.
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Como vantagens da técnica, destaca-se a facilidade para a tomada das medidas, a baixa
quantidade de radiacdes, a 6tima qualidade das imagens e o pouco tempo gasto para a

realizacdo do exame (Blake and Fogelman 1997).

Para a interpretacdo dos resultados da DXA, os valores individuais sdo comparados
aos obtidos em uma populacdo jovem (T-score) ou de mesma idade (Z-score), ambas com
equivaléncia de racga e sexo (Fauci, Braunwald et al. 1998; Brandao, Camargos et al. 2009).
Este aspecto ndo serd abordado, pois no presente projeto as medidas de massa Ossea serao
avaliadas de maneira continua, tendo em vista que a ocorréncia de doencas 6sseas € baixa

entre adolescentes.

(B)

(A)

©)

Figura 2. Imagens obtidas pela DXA. (A) Corpo inteiro; (B) Coluna lombar; (C) Colo do

fémur. (Fonte: Ellis, 2000)
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1.3 Fatores associados a constituicdo da massa mineral 6ssea

O crescimento dos 0ssos e subsequente saude Ossea sdo influenciados por uma
complexa interacdo de fatores genéticos, demograficos, socioeconémicos, hormonais e
ambientais, a exemplo da dieta, entre outros. Além disso, sob a perspectiva dos estudos de
ciclo vital, fatores precoces inerentes ao periodo gestacional e primeiros anos de vida também
podem influenciar os desfechos 6sseos. Interferéncias negativas de quaisquer fatores, durante
0 processo de formacgdo da massa dssea, podem resultar em anomalias e incidéncia de doencas
Osseas. Neste sentido, os principais fatores sociodemograficos, precoces e comportamentais
contemporaneos associados ao CMO e/ou DMO, independentemente da fase do ciclo vital,
sdo apresentados a seguir. Varios destes fatores atuam como possiveis mediadores ou fatores

de confuséo do presente estudo.

1.3.1 Efeito de caracteristicas sociodemogréaficas sobre o CMO e/ou DMO

Sao escassas as referéncias associando determinantes ou variaveis socioeconémicas e
demograficas com o0 CMO e/ou DMO. Na maioria dos estudos estas varidveis tém sido

utilizadas como fatores de confusdo para as analises ajustadas.

Apesar disso, considerando-se 0 sexo e a cor da pele como caracteristicas
demogréaficas, a literatura disponivel é consistente em mostrar que individuos do sexo
feminino (Maynard, Guo et al. 1998; Bratteb, Samuelson et al. 2002; Lantz, Bratteby et al.
2008) e de cor da pele branca (Looker, Melton et al. 2009; Chantler, Dickie et al. 2011)

possuem menores valores de CMO e DMO, em todas as idades.
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Em relacdo as caracteristicas socioeconémicas, Clark et al. (2005), estudando a coorte
de ALSPAC aos 9,9 anos de idade, observaram que a posi¢do social estava negativamente
associada com a DMO na infancia, como consequéncia da maior altura atingida pelas criancas

mais ricas (Clark, Ness et al. 2005).

1.3.2 Efeito de exposic¢des precoces sobre 0 CMO e/ou DMO

O periodo gestacional tem grande importancia na programacdo da massa 0ssea de um
individuo, visto que condicdes uterinas adversas limitam o crescimento e ganho de peso e a
posterior trajetoria de desenvolvimento esquelético (Steer and Tobias 2011). Em apoio a esta
hipdtese, varias caracteristicas relacionadas a vida intrauterina parecem estar associadas ao
desenvolvimento 0sseo, tal como tem sido observado em recém-nascidos e em idades

posteriores.

Exposi¢des como crescimento fetal (Jensen, Vielwerth at al. 2008), estado nutricional
pré-gestacional (Ganpule, Yajnik et al. 2006), exposicdo a raios ultravioleta no terceiro
trimestre da gestagdo (Steer and Tobias 2011; Sayers and Tobias 2009) e dieta da gestante,
incluindo o consumo de proteinas, calcio, fosforo, magnésio, potassio, acido félico e vitamina
D (Ganpule, Yajnik et al. 2006; Sayers and Tobias 2009; Javaid, Crozier et al. 2006; Tobias,
Steer et al. 2005; Jones, Riley et al. 2000) tém mostrado associacdo positiva com CMO, DMO

e risco de fraturas em diferentes idades (da infancia & adolescéncia).

O fumo materno durante a gestacdo, por sua vez, apresenta relacdo inversa com a
massa 0ssea de recém-nascidos (Godfrey, Walker-Bone et al. 2011) e de adolescentes (Jones,

Riley et al. 1999). A idade gestacional é outra caracteristica que apresenta associacao negativa
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com a massa 6ssea. Estudos tém mostrado que nascidos pré-termo (antes de 37 semanas de
gestacdo) tém menores valores de CMO e DMO do que aqueles nascidos a termo (Avila-Diaz,
Flores-Huerta et al. 2001; Beltrand, Alison et al. 2008; Fewtrell, Williams et al. 2009; De
Curtis, Pieltain et al. 2002; Dalziel, Fenwick et al. 2006; Bowden, Jones et al. 1999; Gianni,

Mora et al. 2008; Lapillonne, Salle et al. 2004).

O peso e comprimento ao nascer também sdo fatores a serem considerados. Varios
estudos indicam a existéncia de uma relacdo positiva entre peso ao nascer e os valores de
CMO e/ou DMO na infancia, adolescéncia e inicio da idade adulta (Steer and Tobias 2011;
Jones and Dwyer 2000; Fewtrell, Prentice et al. 2000; Schlussel, de Castro et al. 2010).
Associacdo positiva entre comprimento ao nascer e massa 0ssea em etapas posteriores
também foi observada (Ganpule, Yajnik et al. 2006; Cooper, Eriksson et al. 2001), sendo o
menor comprimento ao nascer considerado como preditor de fratura de quadril na idade adulta

(Cooper, Eriksson et al. 2001).

A associacdo entre exposi¢cdes durante o primeiro ano de vida e massa 6ssea em
distintas faixas etarias também tem sido avaliada em diversos estudos. O efeito da
amamentacao sobre medidas de massa Gssea em idades posteriores tem mostrado resultados
contraditorios. Alguns autores tém encontrado efeito positivo do aleitamento materno sobre a
massa 0ssea na infancia e em outras idades (Jones, Riley et al. 2000; Ma and Jones 2002;
Molgaard, Larnkjaer et al. 2011; Pirila, Taskinen et al. 2011). Outros estudos, entretanto, ndo
evidenciaram associacdo ou encontraram efeito negativo da amamentagéo sobre desfechos de
massa 0ssea (Zuccotti, Vigano et al. 2011; Young, Antonson et al. 2005; Harvey, Robinson et
al. 2009). Uma abordagem mais detalhada acerca da relacdo entre amamentacdo e CMO e/ou
DMO sera apresentada em outra secdo deste projeto, tendo em vista que a amamentagéo €

uma das exposicdes de interesse deste estudo.
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Além da amamentacdo, é crescente o interesse pelos efeitos do peso corporal e do
crescimento nos primeiros anos de vida sobre os desfechos 6sseos. O peso ao final do
primeiro ano de vida esteve positivamente associado com diferentes medidas de massa 6ssea
aos 10 anos de idade (Vidulich, Norris et al. 2007) e com 0 CMO de mulheres no inicio da
idade adulta (Cooper, Cawley et al. 1995). Relacdo positiva também foi observada entre o

peso no segundo ano de vida e a massa 6ssea na idade adulta (Oliver, Jameson et al. 2007).

Assim como 0 peso, 0 crescimento nos primeiros anos de vida tem sido associado de
forma positiva com a DMO na infancia e adolescéncia (Ay, Jaddoe et al. 2011). Entretanto,
estudos sobre a associacao do crescimento na infancia e CMO e/ou DMO na idade adulta sdo
pouco frequentes, em parte, pela falta de dados disponiveis para tais analises. Segundo
Cooper et al. (2001), as baixas taxas de crescimento durante a infancia mantém seu efeito
negativo até idades avancadas, sendo importantes preditores de fraturas no quadril (Cooper,

Eriksson et al. 2001).

1.3.3 Efeito de exposi¢cdes comportamentais contemporaneas sobre o CMO e/ou DMO

Assim como as caracteristicas precoces supracitadas, fatores comportamentais
apresentam importante influéncia sobre a satide 6ssea de um individuo. Dentre estes fatores, a
dieta tem papel proeminente. Muitos dos nutrientes ou componentes alimentares, 0s quais tém
recebido atencdo de pesquisadores, estdo diretamente envolvidos no metabolismo 6sseo ou
indiretamente relacionados ao processo de crescimento, através da a¢do sobre moduladores do
crescimento. Dependendo do nutriente e/ou alimento, os efeitos sobre a absor¢do e excrecdo
urinéria de célcio podem ser positivos (célcio, vitamina D, etc) ou negativos (gorduras,

cafeina, proteina animal, etc) (Prentice 2004). Tal fato é de grande interesse, pois mais de
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99% do calcio presente no corpo humano encontra-se no esqueleto e, portanto, efeitos sobre a
retencdo de calcio podem indicar efeitos imediatos ou futuros sobre a massa mineral dssea
(Prentice 2004; Prentice, Bonjour et al. 2003). Entretanto, o estudo de nutrientes isolados ou
alimentos especificos pode ndo representar adequadamente o efeito sinérgico dos nutrientes
e/ou alimentos na prevencdo e/ou desenvolvimento de doencas. Neste sentido, o uso dos
padrdes alimentares como exposi¢ao em epidemiologia nutricional supera limitacdes desde a
incapacidade na deteccdo de pequenos efeitos de simples nutrientes até a dificuldade na
avaliacdo das intercorrelacdoes e das interacfes entre os mesmos. Uma descricdo acerca dos
padrdes alimentares, bem como sua associacdo com medidas de massa 0ssea serdo discutidas
em outras sec¢des deste projeto, visto que os padrdes alimentares configuram outra exposicéo

de interesse neste estudo.

Além da dieta, outros fatores como o consumo de alcool, tabagismo, atividade fisica,
uso de contraceptivos orais, entre outros, podem ter influéncia sobre a salde dssea. O
consumo excessivo de alcool associa-se negativamente a massa mineral éssea (Grainge,
Coupland et al. 1998), embora, o consumo moderado de bebidas desse tipo tenha se mostrado
favoravel a DMO (Wosje and Kalkwarf 2007; Williams, Cherkas et al. 2005; Ilich, Brownbill
et al. 2002; Ganry, Baudoin et al. 2000; Feskanich, Korrick et al. 1999; Felson, Zhang et al.
1995). Com relacdo ao tabagismo, a literatura é consistente quanto aos efeitos negativos do
fumo sobre as medidas de massa 6ssea (Grainge, Coupland et al. 1998; Kuo, Chang et al.
2008; Elgan, Samsioe et al. 2003; Lorentzon, Mellstrom et al. 2007; Ruffing, Cosman et al.
2006). Por sua vez, maiores niveis de atividade fisica tm se mostrado favoraveis a formagéo
e manutencdo da massa 6ssea em todas as fases da vida (Harvey, Cole et al. 2011; Anderson

2000; Hasselstrom, Karlsson et al. 2007; Boot, Ridder et al. 1997; Gracia-Marco, Moreno et
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al. 2011; Bakker, Twisk et al. 2003; Mavroeidi, Stewart et al. 2009; Bleicher, Cumming et al.

2011).

Acerca das caracteristicas relacionadas a reproducdo, ha controvérsias sobre o efeito
do uso de contraceptivos orais sobre medidas de massa 6ssea. Alguns estudos transversais tém
encontrado efeito negativo do uso de contraceptivos orais sobre valores de DMO em mulheres
jovens (Prior, Kirkland et al. 2001; Scholes, Ichikawa et al. 2010; Shoepe and Snow 2005;
Hartard, Kleinmond et al. 2007; Pikkarainen, Lehtonen-Veromaa et al. 2008), enquanto outros
ndo encontraram associacdo ou mostraram efeitos positivos (Stevenson, Lees et al. 1989;

Lloyd, Buchanan et al. 1989; Allali, EI Mansouri et al. 2009).

Além desses fatores, 0 peso e/ou estado nutricional também influenciam o CMO e a
DMO de um individuo. Maiores valores de indice de massa corporal (IMC) tém se mostrado
associados positivamente com a DMO (Beck, Oreskovic et al. 2001), levando falsamente a
acreditar que o excesso de peso favorece a formacdo e manutengdo da massa mineral 6ssea.
Todavia, o efeito positivo de maiores valores de IMC se deve a maior osteogénese ocasionada

pela sobrecarga mecanica devida ao maior peso corporal (Beck, Oreskovic et al. 2001).

Com relacdo a composicao corporal, os achados sdo inconclusivos. Alguns estudos
mostram efeito positivo da massa gorda sobre as medidas de massa dssea (Reid, Plank et al.
1992; Andreoli, Bazzocchi et al. 2011; El Hage, Jacob et al. 2011), enquanto outros néo
encontram associacdo ou mostram efeito negativo (Viljakainen, Pekkinen et al. 2011,
Zagarins, Ronnenberg et al. 2010). Quanto a massa magra, varios estudos apontam relacao
positiva com 0 CMO e/ou DMO (Liu-Ambrose, Kravetsky et al. 2006; Marin, Pedrosa et al.

2010; Ho-Pham, Nguyen et al. 2010).
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1.3.3.1 Padrdes alimentares

O uso dos padrbes alimentares para avaliar o consumo alimentar é, hoje, uma
ferramenta bastante utilizada em estudos de epidemiologia nutricional. Padrdo alimentar pode
ser definido como “o conjunto ou grupo de alimentos consumidos por uma dada populagao”
(Kant 2004). Em outras palavras, os padrdes alimentares representam uma maneira

abrangente de mostrar as caracteristicas gerais da composicdo da dieta dos individuos.

A identificacdo dos padrdes alimentares baseia-se nos dados de consumo alimentar
obtidos a partir de distintos instrumentos que permitem avaliar a alimentagdo, como o registro
alimentar, recordatério de 24 horas e questionario de frequéncia alimentar. Os métodos
estatisticos mais utilizados para derivar padrBes alimentares sdo a analise de agrupamento

(cluster) e a analise fatorial (Newby and Tucker 2004).

Na andlise fatorial, os métodos utilizados para a reducdo de um grande nimero de
varidveis a um ndmero menor sdao a Analise de Fator Comum (AFC) e a Analise de

Componentes Principais (ACP), sendo esta ultima usada com maior frequéncia.

A ACP tem como objetivos descrever de forma resumida um grande numero de
variaveis e obter indices sintéticos, 0s componentes, que sdo as dimensfes subjacentes que se
identificam e podem ser nomeados (Newby and Tucker 2004). Nesse tipo de andlise, as
variaveis agrupadas em cada fator sdo mais fortemente correlacionadas entre si do que com as
variaveis pertencentes aos outros fatores. Logo, este procedimento possibilita que os itens
alimentares contidos no instrumento de avaliagdo de consumo alimentar sejam agrupados com

base no grau de correlagdo entre eles.
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As etapas da ACP incluem: a preparacdo da matriz de correlacdo, a extracdo de um
conjunto de fatores da matriz de correlacéo, a determinacdo do nimero de fatores e a rotacéo
dos fatores para aumentar a sua interpretabilidade. A interpretacdo e a denominacdo dos
padrdes alimentares dependem do significado de cada combinacdo dos itens alimentares
observadas no fator e, sobretudo, daqueles itens com maior carga fatorial (Newby and Tucker

2004).

2. REVISAO DE LITERATURA

A revisdo de literatura para a elaboracdo deste projeto foi dividida em duas etapas. A
primeira teve o objetivo de identificar estudos acerca do efeito em longo prazo da
amamentacao sobre a massa 0ssea. A segunda etapa objetivou verificar a literatura sobre a

associacdo entre padrdes alimentares e massa mineral 0ssea.

Em ambas as etapas, a primeira estratégia de busca sistematica da literatura foi
realizada através da base de dados MEDLINE (Pubmed), utilizando MeSH terms para a
procura das referéncias (Quadro 1). A busca limitou-se a estudos realizados em seres
humanos, publicados em inglés, espanhol e portugués. Apesar de o presente projeto ser
realizado com adolescentes, a idade n&o foi utilizada como um limite de busca, tendo em vista

a escassez de estudos que avaliaram a massa mineral dssea nesse grupo etario.

As referéncias recuperadas foram importadas para um software especifico (EndNote
X4, Thompson Reuters Inc.). Posteriormente, foi realizada a leitura dos titulos e exclusao
daqueles que ndo abordavam a associacéo de interesse. Em seguida, realizou-se a leitura dos

resumos e, na sequéncia, a leitura na integra dos artigos considerados relevantes. Apos esta
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etapa, a lista de referéncias dos artigos selecionados foi pesquisada para verificar se havia

algum estudo de interesse ainda ndo incluido na revisao.

Como uma segunda estratégia de busca, outras bases de dados também foram
consultadas: Literatura Latino Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (Lilacs) e Web
of Science (Wo0S). A busca nestas bases ndo identificou nenhum estudo diferente daqueles

localizados anteriormente na base de dados Pubmed.

O resultado final de todo o processo, para ambas as etapas, encontra-se resumido no

Quadro 1.
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Quadro 1. Descritores utilizados, estratégia de busca e sintese do nimero de artigos recuperados no Pubmed.

Descritores

Termos para busca

Massa 6ssea

“Bone mass”” OR "Bone Density” OR “Bone Mineral Density” OR “Bone Mineral
Content” OR “Bone Health” OR “Osteoporosis”

Amamentagao

“Breast Feeding” OR “Breast Feeding, Exclusive” OR “Breastfeeding”” OR
“Breastfeeding, Exclusive” OR “Milk, Human”

Padrées alimentares

“Diet” OR “Dietary pattern” OR “Dietary patterns” OR “Food consumption”

Etapa 1 (amamentacéo e massa mineral dssea)

Estratégia de busca*

Artigos

Localizados

Titulos selecionados

Resumos selecionados

Artigos de interesse

1+2

281

59

16

7**

Etapa 2 (padrdes alimentares e massa mineral dssea)

Estratégia de busca*

Artigos

Localizados

Titulos selecionados

Resumos selecionados

Artigos de interesse

1+3

2.967

36

9

9

* Combinacao dos termos para busca.

** Foram excluidos os estudos realizados com prematuros (<37 semanas de gestacdo), pois estes correm o risco de apresentar uma
mineralizacdo sub6tima, tendo em vista que o final do terceiro trimestre de gestacdo é 0 momento onde a deposi¢do mineral dssea se
dé& de forma mais intensa e réapida (Fewtrell 2011). Consequentemente, estes individuos tendem a apresentar um déficit mineral ao
nascimento, que muitas vezes € agravado pelas dificuldades préticas de garantir um consumo adequado de minerais durante o periodo
neonatal, sobretudo aqueles de menor peso de nascimento e mais doentes (Fewtrell 2011). Logo, é possivel que os efeitos da

amamentacdo sobre a massa mineral 6ssea, em curto e longo prazo, sejam diferentes dos observados em recém-nascidos a termo.
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2.1 Amamentacao e massa mineral 0ssea

2.1.1 Artigos incluidos na revisao

Conforme estratégia de revisao descrita no item 2.0, foram inseridos sete artigos nesta
etapa da revisdo. Os sete estudos selecionados foram publicados entre os anos de 2000 e 2011,
sendo que dois tinham delineamento transversal (Ma, Jones et al. 2002; Young, Antonson et
al. 2005) e cinco eram estudos de coorte (Jones, Riley et al. 2000; Molgaard, Larnkjaer et al.
2011; Pirila, Taskinen et al. 2011; Zuccotti, Vigano et al. 2011; Harvey, Robinson et al.
2009). As amostras variaram de 109 (Molgaard, Larnkjaer et al. 2011) a 599 individuos
(Harvey, Robinson et al. 2009). A maioria dos estudos incluiu criancas (Jones, Riley et al.
2000; Ma, Jones et al. 2002; Zuccotti, Vigano et al. 2011; Young, Antonson et al. 2005;
Harvey, Robinson et al. 2009), sendo apenas um realizado com adolescentes (Molgaard,
Larnkjaer et al. 2011) e um com adultos jovens (Pirila, Taskinen et al. 2011). Todos os
estudos foram realizados em paises desenvolvidos, que apresentam contextos diferentes dos

paises em desenvolvimento como o Brasil.

A amamentagdo e/ou pratica alimentar foi avaliada de formas distintas nos estudos
revisados. Alguns autores avaliaram o efeito do leite materno em comparacdo as formulas
infantis (Jones, Riley et al. 2000; Zuccotti, Vigano et al. 2011; Young, Antonson et al. 2005).
Outros avaliaram o efeito da duracdo da amamentacdo total sobre as medidas de massa 6ssea
(Jones, Riley et al. 2000; Molgaard, Larnkjaer et al. 2011; Pirila, Taskinen et al. 2011;
Harvey, Robinson et al. 2009). Apenas um estudo avaliou o efeito da duracdo do aleitamento

materno exclusivo sobre o0 CMO e/ou DMO (Molgaard, Larnkjaer et al. 2011).

Com relagdo as medidas de massa 0ssea, somente em dois estudos as mesmas nao
foram obtidas pela DXA (Ma, Jones et al. 2002; Zuccotti, Vigano et al. 2011). Em um desses,
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o desfecho 6sseo foi a ocorréncia de fraturas previamente ao estudo (Ma, Jones et al. 2002).
No outro, a massa 0ssea foi avaliada através de ultrassonografia da tibia esquerda (Zuccotti,
Vigano et al. 2011). Os cinco estudos que utilizaram a DXA avaliaram o0 CMO e a DMO
(Jones, Riley et al. 2000; Molgaard, Larnkjaer et al. 2011; Pirila, Taskinen et al. 2011; Young,
Antonson et al. 2005; Harvey, Robinson et al. 2009). Sobre os sitios anatémicos, dois estudos
avaliaram a massa 0ssea em trés sitios: corpo inteiro, coluna lombar e colo do fémur (Jones,
Riley et al. 2000; Pirila, Taskinen et al. 2011); dois estudos avaliaram somente o corpo inteiro
(Young, Antonson et al. 2005; Harvey, Robinson et al. 2009) e; um avaliou corpo inteiro e

coluna lombar (Molgaard, Larnkjaer et al. 2011).

Acerca das andlises, ajustes para peso e altura ou IMC sdo importantes, pois as
medidas de massa mineral 6ssea, sobretudo o CMO, sdo influenciadas pelo tamanho do corpo.
Levando tal fato em consideracdo, trés estudos ndo realizaram andlise ajustada para pelo
menos uma dessas medidas (Zuccotti, Vigano et al. 2011; Young, Antonson et al. 2005;
Harvey, Robinson et al. 2009). Outros fatores, como consumo de calcio dietético, atividade

fisica e exposicdo a luz solar também foram utilizados como possiveis fatores de confuséo.

Um resumo das caracteristicas e dos principais resultados dos estudos é apresentado

no Quadro 2.

2.1.2 Efeito da amamentacdo sobre a massa mineral dssea

Os efeitos em longo prazo da amamentacdo sobre as medidas de massa Ossea
apresentaram resultados contraditorios. Alguns estudos mostraram efeito positivo do

aleitamento materno sobre a massa 6ssea de criancas, adolescentes e adultos jovens (Jones,
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Riley et al. 2000; Ma, Jones et al. 2002; Molgaard, Larnkjaer et al. 2011; Pirila, Taskinen et
al. 2011), sendo que em um deles a associacdo foi observada apenas entre os individuos do
sexo masculino (Pirila, Taskinen et al. 2011). Outros, entretanto, ndo evidenciaram associacao
entre amamentacdo e desfechos de saude 6ssea, aos quatro e doze meses (Zuccotti, Vigano et

al. 2011) e quatro anos idade (Young, Antonson et al. 2005; Harvey, Robinson et al. 2009).

Dentre os estudos que encontraram efeito positivo, Jones et al. (2000) constataram que
as criancas alimentadas com leite materno tiveram maior massa 0ssea do que aquelas
alimentadas com férmula infantil, aos oito anos de idade (Jones, Riley et al. 2000). O leite
humano, comparado as formulas infantis e outros tipos de leite, apresenta menor concentracdo
de nutrientes fundamentais para a mineralizacdo d6ssea, como calcio, fésforo e vitamina D
(Jones, Riley et al. 2000). Frente a isso, possiveis explicacBes para o efeito benéfico do leite
materno sdo: (1) apesar da menor concentragdo de minerais no leite humano, a
biodisponibilidade e absor¢éo desses nutrientes sdo maiores, comparado aos outros tipos de
leite (Jones, Riley et al. 2000); (2) o consumo de leite materno resulta, em média, na ingestdo
de 200mg de calcio por dia (Prentice 2003; Ong, Preece et al. 2002), quantidade esta
suficiente para promover um o6timo desenvolvimento esquelético na infancia, o qual se
mantém em idades posteriores (Bates and Prentice 1994); e (3) o efeito potencializador do
leite materno sobre o desenvolvimento 6sseo pode ser decorrente da presenca de algum fator

néo nutricional (Fewtrell 2011).

Em relacdo ao tempo de amamentacédo, Jones et al. (2000) e Molgaard et al. (2011)
mostraram que criangas amamentadas por mais tempo tiveram maiores valores de massa
Ossea aos oito e 17 anos de idade, respectivamente (Jones, Riley et al. 2000; Molgaard,
Larnkjaer et al. 2011). Contrariamente, Pirila et al. (2011) observaram que homens

amamentados por menos de trés meses tinham aos 32 anos de idade maiores valores de CMO
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e DMO do que aqueles com amamentacdo prolongada (maior do que sete meses) (Pirila,
Taskinen et al. 2011). Uma explicacdo para esse achado é que nos primeiros seis meses de
vida o teor de célcio presente no leite materno é relativamente constante, diminuindo em torno
de 20% a 30% quando a lactacdo se estende além do sexto més (Prentice, Jarjou et al. 1995).
A partir do sexto més de vida, se a crianca ndo tiver uma alimentagdo complementar
suficiente e adequada em termos nutricionais, o teor de calcio presente no leite materno pode
ser insuficiente para promover um adequado crescimento e desenvolvimento ésseo. Além
disso, a absorcdo intestinal e excrecdo urindria de calcio pode ser afetada pelo tipo de

alimento consumido, comprometendo o processo de mineralizagao 6ssea (Prentice 2004).

Tentar realizar estimativas globais destes estudos e avaliar o potencial efeito da
amamentacao sobre as medidas de massa 6ssea em longo prazo é dificil, tendo em vista as
distintas populagdes estudadas e as diferentes maneiras de categorizar a pratica da

amamentacao e/ou alimentacao nos primeiros meses de vida.

A falta de associacdo observada em alguns estudos (Zuccotti, Vigano et al. 2011;
Young, Antonson et al. 2005; Harvey, Robinson et al. 2009) pode ser consequéncia dos
pequenos tamanhos amostrais e, da falta de ajuste para peso, altura ou IMC, o que pode ter

confundido negativamente a associacao.

Logo, a partir desta revisdo fica claro que ndo existe consenso acerca do real efeito em
longo prazo da amamentacao sobre as medidas de massa 6ssea, ndo sendo possivel saber a

direcdo e magnitude deste efeito.
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Quadro 2. Principais estudos que avaliaram a associacdo entre amamentacdo e massa mineral éssea em diferentes fases do ciclo vital.

Pais
Autor (ano)

Amostra
Delineamento

Exposicao
Fatores de confuséo (FC)

Desfecho

(idade no desfecho)

Principais resultados

Australia
Jones
(2000)

N= 330 criancas de
ambos 0S Sexos;
Coorte

Alimentacdo: dicotdmica
(alimentadas com leite materno;
alimentadas com formula infantil);
duracdo do aleitamento materno (néo
amamentadas; <3 meses; >3 meses)

FC: sexo, altura e peso atual, idade
de introducdo de alimentos sélidos,
atividade fisica, exposicao a luz
solar, consumo de calcio

Massa 6ssea: CMO e DMO
(corpo inteiro, coluna lombar;
colo do fémur) obtidos pela DXA
(8 anos de idade)

Criancas alimentadas com leite materno
tiveram maior DMO no colo do fémur
(+0,20 DP, p=0,07), coluna lombar
(+0,25 DP, p=0,03) e corpo inteiro (+0,29
DP, p=0,006) comparado aquelas
alimentadas com férmula infantil

Amamentacdo <3 meses ndo foi associada
com aumento da massa 6ssea em nenhum
dos sitios avaliados

Austrélia
Ma
(2002)

N=324 criancas de
ambos 0S Sexos;
Transversal

Alimentacdo: avaliada de forma
dicotdmica (amamenta¢do: sim; ndo)

EC: sexo, altura, peso, densidade
0ssea areal na coluna vertebral

Massa 0ssea: ocorréncia de
fraturas (definida como qualquer
fratura ocorrida antes do estudo)

(8 anos de idade)

Fraturas menos prevalentes entre as
criangas amamentadas (OR: 0,43; 1C95%
0,19 - 0,94), apobs ajuste para sexo, altura,

peso e densidade déssea areal da coluna
vertebral

Estados Unidos
Young
(2005)

N=178 criancas de
ambos 0s sexos;
Transversal

Alimentacdo: grupo 1 (leite materno
exclusivo); grupo 2 (férmula infantil
sem 0leo de palma); grupo 3
(férmula infantil com 6leo de palma);
alimentacdo nos primeiros 4 meses
de vida

FC: sem analise ajustada

Massa éssea: CMO e DMO
(corpo inteiro) obtidos pela DXA
(4 anos de idade)

Ao0s 4 anos de idade ndo se observou
diferenca significativa no CMO (p=0,51)
e DMO (p=0,89) entre os 3 grupos de
alimentagdo, nos primeiros 4 meses de
vida
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Desfecho

Principais resultados

Pais

Amostra
Delineamento

Exposicao
Fatores de confuséo (FC)

(idade no desfecho)

Autor (ano)

Reino Unido
Harvey
(2009)

N=599 criancas de
ambos 0S Sexos;
Coorte

Alimentacdo: duracdo da

amamentacdo (definida a partir da

data da ultima mamada; categorizada
em: nunca tentei, <1 més, 1-3 meses,
4-6 meses, 7-11 meses, > 12 meses)

FC: sem analise ajustada para
duracdo da amamentacéo vs. massa
Ossea

Massa 6ssea: CMO e DMO
(corpo inteiro) obtidos pela DXA

(4 anos de idade)

amamentacdo e massa 6ssea aos 4 anos de

Sem associacao entre duracdo da

idade

Dinamarca
Molgaard
(2011)

N=109 adolescentes
de ambos 0s sexos;
Coorte

Alimentacdo: duracdo do aleitamento
materno exclusivo e outros tipos de

aleitamento materno até os 9 meses
de vida; criangas amamentadas pelo
menos 1 vez/dia foram consideradas

amamentadas

FC: sexo, altura, peso

Massa 6ssea: CMO, area 6ssea e
DMO (corpo inteiro e coluna
lombar) obtidos pela DXA

(17 anos de idade)

Duracdo da amamentacédo exclusiva foi
positivamente correlacionada com CMO,
area 0ssea e DMO da coluna lombar
(ajustadas para sexo) e CMO da coluna
lombar ajustada para tamanho

Italia
Zuccotti
(2011)

N=116 criancas de
ambos 0s sexos;
Coorte

Alimentacdo: tipo de alimentacdo
(aleitamento materno, férmula

infantil, mista)

FC: sem analise ajustada

Massa Gssea: avaliada por
ultrassonografia da tibia esquerda

(4 e 12 meses de idade)

Né&o foi observado efeito do tipo de
alimentacdo sobre a massa 0ssea
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Pais
Autor (ano)

Amostra
Delineamento

Exposicao
Fatores de confuséo (FC)

Desfecho
(idade no desfecho)

Principais resultados

Finlandia
Pirila
(2011)

N=158 adultos de
ambos 0S Sexos;
Coorte

Alimentacdo: tempo total do
aleitamento materno dividido em 3
grupos: curto (< 3 meses);
intermediario (3-7 meses) e
prolongado (= 7 meses)

FC: sexo, consumo de calcio
dietético, atividade fisica, tabagismo,
consumo de alcool, gravidez,
fraturas, peso, altura, indice de massa
corporal, mudanca de peso durante a
vida adulta, peso ao nascer

Massa 6ssea: CMO, DMO e area

6ssea (coluna lombar, colo do
fémur e corpo inteiro) obtidos
pela DXA
(32 anos de idade)

Homens: amamentagdo por < 3 meses foi
associada com maior &rea 6ssea, CMO e
DMO, comparado a amamentagao por > 7
meses; homens no grupo de aleitamento
materno curto tiveram uma DMO (corpo
inteiro) em média 4,7% maior que
homens no grupo de aleitamento
prolongado; apds controle para maltiplos
FC, a influencia da duragdo do
aleitamento materno sobre caracteristicas
6sseas permaneceu; diferencas entre os 3
grupos de amamentacgéo foram observadas
na rea 6ssea e CMO (coluna lombar) e
DMO (corpo inteiro) favorecendo o grupo
amamentado por <3 meses

Mulheres: ndo foi observada associagdo
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2.2 Padroes alimentares e massa mineral éssea

2.2.1 Artigos incluidos na revisao

Nesta etapa da revisdo foram inseridos nove artigos publicados entre os anos de 2002 e
2012. Desses, cinco estudos tinham delineamento transversal (Tucker, Chen et al. 2002;
Okubo, Sasaki et al. 2006; Kontogianni, Melistas et al. 2009; McNaughton,
Wattanapenpaiboon et al. 2011; Whittle, Woodside et al. 2012) e quatro eram estudos de
coorte (Wosje, Khoury et al. 2010; Langsetmo, Poliquin et al. 2010; Langsetmo, Hanley et al.
2011; Noh, Song et al. 2011). As amostras variaram de 196 (Kontogianni, Melistas et al.
2009) a 5.188 individuos (Langsetmo, Hanley et al. 2011). A maioria dos estudos foi
realizada com adultos (Okubo, Sasaki et al. 2006; Kontogianni, Melistas et al. 2009;
McNaughton, Wattanapenpaiboon et al. 2011; Whittle, Woodside et al. 2012; Langsetmo,
Poliquin et al. 2010; Langsetmo, Hanley et al. 2011), sendo um estudo realizado com criangas
(Wosje, Khoury et al. 2010), um com adolescentes (Noh, Song et al. 2011) e um com idosos
(Tucker, Chen et al. 2002). Dos nove estudos, quatro incluiram na amostra apenas mulheres
(Okubo, Sasaki et al. 2006; Kontogianni, Melistas et al. 2009; McNaughton,
Wattanapenpaiboon et al. 2011; Noh, Song et al. 2011). Todos os estudos foram realizados

em paises desenvolvidos.

Com relacdo aos padrdes alimentares, em seis estudos os padrdes foram obtidos a
partir de andlise fatorial (Okubo, Sasaki et al. 2006; Kontogianni, Melistas et al. 2009;
McNaughton, Wattanapenpaiboon et al. 2011; Whittle, Woodside et al. 2012; Langsetmo,
Poliquin et al. 2010; Langsetmo, Hanley et al. 2011), sendo que em trés destes estudos, o
método fatorial utilizado foi a ACP (Kontogianni, Melistas et al. 2009; McNaughton,

Wattanapenpaiboon et al. 2011; Whittle, Woodside et al. 2012). Ainda, um estudo (Tucker,
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Chen et al. 2002) gerou os padrdes por analise de agrupamento (cluster) e dois estudos atraves
do método de regressao de classificacdo reduzida (Wosje, Khoury et al. 2010; Noh, Song et
al. 2011). Em relacdo ao tipo de inquérito dietético aplicado, em trés estudos o consumo
alimentar foi avaliado a partir de um QFA, com periodos recordatérios de um més
(Langsetmo, Poliquin et al. 2010; Langsetmo, Hanley et al. 2011) e 12 meses (Tucker, Chen
et al. 2002), respectivamente. Em trés estudos, foi aplicado registro alimentar de no minimo
trés dias consecutivos (Kontogianni, Melistas et al. 2009; McNaughton, Wattanapenpaiboon
et al. 2011; Wosje, Khoury et al. 2010), dois estudos utilizaram historia dietética (Okubo,
Sasaki et al. 2006; Whittle, Woodside et al. 2012) e um aplicou um recordatorio de 24 horas e

registro alimentar de dois dias consecutivos (Noh, Song et al. 2011).

Em relacdo as medidas de massa 0ssea, apenas em um estudo (Langsetmo, Hanley et
al. 2011) as mesmas ndo foram obtidas pela DXA, tendo em vista que o desfecho primario do
estudo era a incidéncia de fraturas. Além disso, um estudo (Tucker, Chen et al. 2002) utilizou,
além da DXA, a SXA para avaliar a DMO de um dos sitios anatbmicos estudados. Dos oito
estudos que utilizaram a DXA, cinco avaliaram o0 CMO e a DMO (Okubo, Sasaki et al. 2006;
Kontogianni, Melistas et al. 2009; McNaughton, Wattanapenpaiboon et al. 2011; Whittle,
Woodside et al. 2012; Noh, Song et al. 2011), dois avaliaram apenas a DMO (Tucker, Chen et
al. 2002; Langsetmo, Poliquin et al. 2010) e um avaliou a massa 6ssea (Wosje, Khoury et al.

2010). Os sitios anatdmicos avaliados diferiram bastante entre os estudos.

Em relacdo as analises, apenas um estudo néo realizou ajuste para peso, altura ou IMC
(Langsetmo, Hanley et al. 2011). Outros fatores, como consumo de célcio dietético, atividade
fisica e tabagismo tambem foram utilizados como possiveis fatores de confusdo nos diferentes

estudos.
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Um resumo das caracteristicas e dos principais resultados dos estudos é apresentado na

Quadro 3.

2.2.2 Associagdo entre padrdes alimentares e massa mineral 6ssea

Dentre 0s nove estudos incluidos nesta etapa da revisdo, foram identificados diferentes
padrdes alimentares, caracterizados pela combinacdo de distintos alimentos e nutrientes.
Apesar da heterogeneidade dos padrdes, a maioria dos estudos foi consistente quanto aos seus

achados.

Sete estudos encontraram associacao positiva entre as medidas de massa 6ssea e um
padrao alimentar caracterizado por elevado consumo de frutas, legumes e/ou verduras (FLV)
(Tucker, Chen et al. 2002; Okubo, Sasaki et al. 2006; McNaughton, Wattanapenpaiboon et al.
2011; Wosje, Khoury et al. 2010; Langsetmo, Poliquin et al. 2010; Langsetmo, Hanley et al.
2011; Noh, Song et al. 2011). Em dois desses estudos, a associacdo foi observada apenas
entre os homens (Tucker, Chen et al. 2002; Langsetmo, Poliquin et al. 2010), em dois, apenas
entre mulheres (Okubo, Sasaki et al. 2006; McNaughton, Wattanapenpaiboon et al. 2011) e,
em dois, entre criancas (Wosje, Khoury et al. 2010) e adolescentes (Noh, Song et al. 2011) do

sexo feminino.

Associacdo negativa entre um padrdo rico em energia (caracterizado por elevado
consumo de refrigerantes, doces, carnes processadas e gorduras) e medidas de massa 0ssea foi
observada em cinco estudos (Tucker, Chen et al. 2002; Okubo, Sasaki et al. 2006;
McNaughton, Wattanapenpaiboon et al. 2011; Whittle, Woodside et al. 2012; Langsetmo,

Poliquin et al. 2010), dos quais trés encontraram associacdo apenas entre mulheres (Tucker,

44



Chen et al. 2002; Okubo, Sasaki et al. 2006; McNaughton, Wattanapenpaiboon et al. 2011) e

um apenas entre homens (Whittle, Woodside et al. 2012).

A possivel explicacdo para esses achados consiste na compreensdo do equilibrio
acido-base do organismo, para o qual alguns componentes da dieta contribuem. A
manutencdo do pH dentro de limites compativeis com o bom funcionando celular exige um
equilibrio entre a quantidade de A&cidos/protons (produtos do metabolismo celular) e
bases/anions (provenientes dos alimentos ou liberados pelo tecido 06sseo) livres nos
compartimentos intra e extracelulares (Prynne, Ginty et al. 2004). O consumo de alimentos,
como frutas e vegetais, resulta num ambiente mais alcalino, o qual tem mostrado reduzir a
excrecdo de calcio urinario. Logo, FLV tem um efeito anabdlico sobre o tecido 6sseo. Outros
alimentos e/ou compostos presentes nos alimentos, como refrigerantes, carne vermelha,
gorduras, fitatos, oxalatos, sodio e cafeina, contribuem para a carga metabdlica acida, inibindo
a absorcdo de célcio ou amentando a sua excre¢do urinaria (Prynne, Ginty et al. 2004). Neste
sentido, o consumo de frutas e vegetais tem sido associado a maior massa 6ssea (Prynne,
Mishra et al. 2006; Tylavsky, Holliday et al. 2004), ao passo que o consumo de doces,
bebidas carbonatadas, alimentos a base de carne vermelha e gorduras tém sido relacionados a

menores valores de CMO e/ou DMO (McGartland, Robson et al. 2003).

Com relagdo ao consumo de FLV, outros mecanismos tém sido aventados a fim de
explicar o seu efeito positivo sobre a massa mineral 0ssea. Além de fornecerem anions para
neutralizar os prétons resultantes do metabolismo celular, frutas e vegetais sdo ricos em
substancias antioxidantes como vitamina C e [(-caroteno, 0s quais atuam no combate ao
estresse oxidativo, fenbmeno que tem mostrado estar associado negativamente a DMO em

adultos (Basu, Michaelsson et al. 2001).
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Acerca do efeito negativo de alimentos densamente cal6ricos, como os refrigerantes,
tem sido postulado que o consumo destas bebidas muitas vezes ocorre em substituicdo a
ingestdo de leite (Harnack, Stang et al. 1999), o qual tem um grande efeito anabolico sobre o
tecido dsseo (Sterle, Sabatier et al. 2009). Além disso, o efeito deletério dessas bebidas pode
ocorrer por intermédio de alguns dos seus componentes, como fésforo (Wyshak 2000) ou
cafeina (Massey and Whiting 1993). Ainda, um padrdo alimentar denso em energia inclui
alimentos ricos em carboidratos, gorduras ou ambos. Tem sido documentada relacdo negativa
entre densidade 0ssea e padrbes alimentares com elevado conteddo de agucar (Tucker, Chen

et al. 2002), gordura insaturada e gordura saturada (Fung, Stampfer et al. 2004).

A identificacdo de padrdes alimentares é util na investigacdo da relacdo entre dieta e
desfechos de saude, principalmente quando a causa estd vinculada a varias caracteristicas
alimentares, como é o caso do objeto de pesquisa deste projeto. Entretanto, os padrdes
geralmente sdo derivados sem uma hipGtese a priori, podendo ser adequados para uma
amostra particular, mas ndo representarem, necessariamente, padrdes de dietas ideais. Além
disso, por serem especificos para uma amostra, 0s padrdes derivados empiricamente podem
nédo se repetir em outras populagdes, o que dificulta as comparacdes entre os estudos. Neste
sentido, dada a heterogeneidade dos grupos populacionais avaliados nos estudos inseridos
nesta revisdo, € dificil chegar a conclusdo de qual seria o padrdo alimentar que melhor
explicaria a variabilidade das medidas de massa Ossea. Tendo em vista a subjetividade
inerente a construcdo dos padrbes e a liberdade que o pesquisador tem para agrupar 0s
alimentos de acordo com o seu proposito de estudo, para estudar a relagdo entre padrfes e
desfechos 6sseos os alimentos deveriam ser agrupados de acordo com a sua contribuicdo para

o0 equilibrio &cido-base, a fim de obter um padréo capaz de otimizar a mineralizagao 0ssea.
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Quadro 3. Principais estudos que avaliaram a associagdo entre padrfes alimentares e massa mineral éssea.

Pais
Autor (ano)

Amostra
Delineamento

Exposicéo (idade na exposi¢ao™)
Fatores de confuséo (FC)

Desfecho
(idade no desfecho)

Principais resultados

Estados Unidos
Tucker
(2002)

N=907 individuos de
ambos 0s sexos;
Transversal
*The Framingham
Osteoporosis Study

Padr@es alimentares: obtidos por
analise de cluster; inquérito
dietético: questionario de
frequéncia alimentar

FC: idade, IMC, altura, atividade
fisica, tabagismo, consumo
energético, uso de suplemento de
calcio e vitamina D, uso de
estrogénio (para mulheres)

Massa 6ssea: DMO do fémur
direito proximal (colo do fémur,
trocanter, area de Ward) obtidos

pela DXA; DMO do eixo do radio
obtido por SXA
(idades entre 69 e 93 anos)

Foram identificados 6 padrdes alimentares

Homens: em todos os sitios avaliados, maiores
médias de DMO foram observadas para o padréo
“frutas, verduras e cereais” (caracterizado por
elevado consumo de frutas, vegetais, cereais, e
menor consumo de carnes vermelhas e
processadas, doces e refrigerantes), comparado
aos demais padrbes

Mulheres: menores médias de DMO foram
observadas para o padrao “doces” (elevado
consumo de doces)

Japéo
Okubo
(2006)

N=291 mulheres da
zona rural;
Transversal

Padr@es alimentares: obtido por
analise fatorial; inquérito dietético:
historia dietética (Ultimo més)

FC: peso, altura, atividade fisica,
tabagismo, historia de fraturas, uso
de suplementos, estado
menopausal, uso atual de
horménios, paridade e idade da
menarca

Massa 6ssea: CMO e DMO
(antebraco ndo dominante)
obtidos pela DXA
(idades entre 40 e 44 anos)

Foram identificados 4 padrbes alimentares

O maior quintil do padrio “saudavel” (elevado
consumo de vegetais verdes e brancos,
cogumelos, peixe, mariscos, algas e produtos a
base de soja) teve maior média de DMO,
comparado ao menor quintil deste padrdo (Q5:
0,498 + 0,006; Q1: 0,476 + 0,006; p=0,014)

O maior quintil do padrdo “ocidental” (rico em
gorduras e 6leos, carne, carnes processadas e
temperos) teve menor média de DMO,
comparado ao menor quintil (Q5: 0,480 £ 0,006;
Q1: 0,500 £ 0,006; p=0,043)
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Pais
Autor (ano)

Amostra
Delineamento

Exposicéo (idade na exposi¢ao™)
Fatores de confusédo (FC)

Desfecho
(idade no desfecho)

Principais resultados

Padr@es alimentares: obtidos por
analise de componentes principais;
inquérito dietético: registro

Massa 6ssea: CMO (corpo inteiro)

Foram identificados 10 padrGes alimentares

Padrao 3 (elevado consumo de peixe, azeite de

Grécia N=196 mulheres; alimentar de 3 dias consecutivos, . oliva e baixo consumo de carne vermelha e
L . ; e DMO (coluna lombar) obtidos .
Kontogianni Transversal sendo um dia de final de semana produtos a base de carne) foi positivamente
pela DXA . \ _

(2009) (média de idade 48 + 12 anos) associado a DMO da coluna lombar ($=0,185;

FC: idade, situagdo da menstruacédo, - p=0,02) e CMO do corpo inteiro (p=0,140;
IMC, tabagismo, atividade fisica, p=0,05), assumindo um nivel de significancia de

coNnsumo energético 10%
Foram identificados 2 padrdes alimentares
~ . ] . Homens

PgQroes allme_n_tares’. f)thC!OS’ por_ (25-49 anos): associagdo positiva entre o0 padréo

analise fatorial; inquérito dietético: “denso em nutriente” (elevado consumo de

questionério de frequéncia f . e ;
alimentar (aplicado no 2° ano de ] rutas, vegetais e graos integrais) e DMO
_ . Massa éssea: DMO (colo do (B=0,012; 1C95% 0,002; 0,022);

. N=6.539 individuos acompanhamento, 1997-99) SPTaE—— L . ~

Canada ) fémur) obtida pela DXA (=50 anos): associacdo negativa entre o padrao
de ambos 0s sexos; . . « -

Langsetmo Coorte EC: idade. altura. escolaridade (idade >25 anos); massa Ossea denso em energia” (elevado consumo de

(2010) — ' ! ' avaliada no 5° ano do estudo, refrigerantes, batata frita, hamburguer, cachorro

tabagismo, consumo de bebida
alcodlica, atividade fisica, consumo
de leite, uso de suplementos (calcio
e vitamina D), uso de corticoides,
menopausa recente (<5 anos)

2000-02

guente, bacon, linguiga, bolos, chocolate e
sorvetes) e DMO (f=0,009; IC95% 0,002;
0,016)

Mulheres: (pds-menopausa): associa¢do negativa

entre o padrao “denso em energia” e DMO
(B=0,004; 1C95% 0,000; 0,008)
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Pais
Autor (ano)

Amostra
Delineamento

Exposicéo (idade na exposi¢ao™)
Fatores de confusédo (FC)

Desfecho
(idade no desfecho)

Principais resultados

Estados Unidos
Wosje

N=325 criancas de
ambos 0s sexos;

Padrdes alimentares: método de
regresséo de classificacdo reduzida;
inquérito dietético: registro
alimentar de 3 dias consecutivos,
sendo um dia de final de semana
(aplicados a cada ano dos 4 anos de
acompanhamento, 1997-99)

Massa dssea: massa 6ssea (g)
(corpo inteiro) avaliada pela DXA

Foram identificados 2 padrdes alimentares:
padrdo 1 (caracterizado pelo elevado consumo
de grdos ndo integrais, queijo, carne processada,
ovo, batata frita e bebidas agucaradas artificiais);
padrdo 2 (elevado consumo de vegetais verdes
escuros, vegetais amarelos e carne processada)

(2010) Coorte (idades entre 3 e 7 anos)
FC: sexo, raca, peso, altura, Criancas com maiores escores de ambos 0s
consumo de célcio e de energia, padrdes tiveram maior massa Gssea nos 4 anos
atividade fisica e tempo gasto do estudo, exceto no ano 4 para o padréo 2, onde
assistindo televiséo a associacao foi inversa
Padr@es alimentares: obtidos por
analise fa'_[orlgl_, Inquerito 9 letético: O padrio “denso em nutrientes” (elevado
questionario de frequéncia . . . .
. o consumo de frutas, vegetais e graos integrais) foi
alimentar (referente ao 2° ano de X ;
acompanhamento) Massa Gssea: fraturas de baixo associado com menor risco para fraturas entre os
_ o = mulheres (OR: 0,86; 1C95% 0,76; 0,98), sendo
Canada N=5.188 individuos . . . trauma obtidas por relato do uma tendéncia semelhante observada entre os
de ambos os sexos; | FC: idade, escolaridade, tabagismo, | entrevistado (que ocorreram antes ) _ .
Langsetmo de bebida alcodli q o d h homens (OR: 0,83; 1C95% 0,64, 1,08)
(2011) Coorte consumo de bebida alcodlica, 0 10° ano de acompanhamento,

atividade fisica, consumo diario de
leite, consumo diario de
suplementos (célcio e vitamina D),
diagndstico de osteoporose, histéria
de fratura de baixo trauma apés o0s
40 anos, presenca de comorbidades

2005-07)
(idade >50 anos)

Sem associagéo entre fraturas e o padrao “denso
em energia” (elevado consumo de refrigerante,
batata frita, hamburguer, cachorro quente,
bacon, linguica, bolo, chocolate e sorvete)
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Pais
Autor (ano)

Amostra
Delineamento

Exposicéo (idade na exposi¢ao™)
Fatores de confuséo (FC)

Desfecho
(idade no desfecho)

Principais resultados

Australia
McNaughton
(2011)

N=683 voluntarias;
Transversal

Padrdes alimentares: obtidos por
analise fatorial (analise de
componentes principais); inquérito
dietético: registro alimentar de 4
dias consecutivos

FC: idade, altura, consumo
energético, consumo de célcio,
atividade fisica, tabagismo e nivel
educacional

Massa 6ssea: CMO (corpo inteiro)

e DMO (coluna lambar e quadril)
obtidos pela DXA
(idades entre 18 e 65 anos)

Foram identificados 5 padrdes alimentares

Relacgdo inversa entre o padréo 1 (elevado
consumo de cereais refinados, refrigerante,
batata frita, carnes processadas, 6leos vegetais,
cerveja, e baixo consumo de produtos a base de
soja, frutas, vegetais, pdo integral e cereal
matinal) e CMO (corpo inteiro)

Associacgdo positiva entre o padrédo 4 (alto
consumo de leguminosas, frutos do mar,
sementes, nozes, vinho, arroz, vegetais, e baixo
consumo de bacon e presunto) e DMO (quadril e
coluna lombar) e CMO (corpo inteiro)

Coréia
Noh
(2011)

N=198 meninas;
Coorte

Padrdes alimentares: método de
regresséo de classificagéo reduzida;
inquérito dietético: 1 recordatorio
de 24 horas e registro alimentar de
2 dias consecutivos (coletados nos
3 pontos do estudo: baseline e 2
acompanhamentos)

FC: idade, IMC, gordura corporal,
CMO e DMO (referentes ao
baseline), maturacdo sexual e
consumo de energia

Massa 6ssea: CMO e DMO
(corpo inteiro) obtidas pela DXA
(idades entre 9 e 11 anos)

Foram identificados 2 padrGes alimentares

Meninas com maior escore do padrdo “ovos e
arroz” (elevado consumo de arroz e ovos, €
baixo consumo de nozes, sementes, carnes
processadas, batata e grao orientais) tiveram
pequeno incremento no CMO, comparado

aquelas com menor escore

Meninas com maior escore do padrdo “frutas,
nozes, leite, bebidas, ovos e graos” (elevado
consumo de frutas, nozes, lacteos, ovos e graos,
e baixo consumo de legumes e cogumelos)
tiveram maiores incrementos no CMO, em
comparagao as com menor escore
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Pais
Autor (ano)

Amostra
Delineamento

Exposicéo (idade na exposi¢ao™)
Fatores de confusédo (FC)

Desfecho
(idade no desfecho)

Principais resultados

Irlanda
Whittle
(2012)

N=489 adultos
jovens de ambos 0s
sexos; Transversal

Padr@es alimentares: obtidos por
andlise de componentes principais;
inquérito dietético: historia dietética

de 7 dias

FC: idade, IMC, tabagismo,
atividade fisica, nivel
socioecondmico e consumo de
energia

Massa 6ssea: CMO e DMO
(coluna lombar e colo do fémur)
obtidos pela DXA
(idades entre 20 e 25 anos)

Foram identificados 4 padrdes alimentares para
homens (“saudavel”, “tradicional”, “refinado” e
“social”) e 4 para as mulheres (“saudavel”,
“tradicional”, “castanhas e carne” e “social”)

Homens: maior adesdo ao padrdo “refinado”
(elevado consumo de pudim, batata frita, chips,
doces confeitados, chocolate e refrigerante) foi

associada com menor CMO (colo do fémur);

maior adesdo ao padrdo “social” (elevado
consumo de bebidas alcodlicas) foi associada
com maior CMO (colo do fémur)

Mulheres: maior adesio ao padrio “nozes e
carne” (elevado consumo de nozes, chocolate,
carne vermelha, preparagdes a base de carne e
aves) foi associado com maior DMO (colo do

fémur) e maior CMO (colo do fémur)

* Somente para estudos com delineamento longitudinal.
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3. JUSTIFICATIVA

A osteoporose € um problema de salde publica, que se caracteriza por baixos valores
de DMO, resultando no aumento do risco de fraturas. A incidéncia da doenca em idades
avancadas pode ser reduzida através da maximizacdo do pico de massa 0Ossea (ue,
dependendo do sitio anatdbmico do esqueleto, ocorre entre o final da adolescéncia e inicio da

idade adulta (Prynne, Ginty et al. 2004).

Sabe-se que o desenvolvimento da osteoporose € gradativo e resulta da interacdo de
fatores que ocorrem ao longo das distintas fases do ciclo vital: do periodo intrauterino até a
senilidade. Dentre os determinantes do CMO e/ou DMO, bem como da osteoporose, a dieta

tem papel importante em todas as idades.

O efeito da dieta no primeiro ano de vida, sobretudo da amamentagéo, tem sido objeto
de poucos estudos e os resultados sdo controversos. Quanto aos efeitos da alimentacdo
habitual sobre as medidas de massa Ossea, o foco dos estudos tem sido o consumo de
nutrientes e/ou alimentos especificos, sendo os padrdes alimentares pouco explorados.
Estudos acerca dos efeitos destas exposicGes sobre a massa mineral 6ssea de adolescentes sao

€SCasso0s.

Frente aos aspectos supracitados, a investigacao proposta busca contribuir na produgdo
do conhecimento ao avaliar os efeitos da amamentacdo e dos padrdes alimentares sobre
medidas de massa Ossea de jovens com 18 anos de idade, pertencentes a coorte de
nascimentos de 1993. Dados de acompanhamentos anteriores desta coorte permitem que se
avalie o efeito da dieta no primeiro ano de vida, bem como o efeito da alimentacdo habitual. A
partir de dados do Ultimo acompanhamento também sera possivel avaliar medidas de massa
0ssea entre adolescentes.
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4. MODELO TEORICO

O modelo tedrico conceitual esta apresentado na Figura 3.

Determinantes distais

Fatores genéticos Fatores demogréficos

v

A

Gestagdo

Fatores socioecondmicos

Estado nutricional pré-gestacional

Tabagismo materno

v

Recém-nascido e

A

primeira infancia

Exposi¢do aos raios UV Dieta da gestante

Crescimento fetal Duracéo da gestacdo

Peso e comprimento ao nascer

v

Infancia

A

Amamentacéo e alimentagdo no primeiro ano de vida

Peso e crescimento nos primeiros anos de vida

Alimentacéao

Desenvolvimento psicomotor e atividade fisica

v

Adolescéncia

A

Estado nutricional e composicéo corporal

Padrao de crescimento

Alimentacao e atividade fisica

Estado nutricional e composigéo corporal

Padréo de crescimento

Maturacgéo sexual

Tabagismo e Alcool

Uso de medicamentos (anticoncepcional oral)

vy

CMO/DMO aos 18 anos

Figura 3. Modelo conceitual de determinacdo hierarquica do CMO/DMO aos 18 anos de idade. Os

niveis superiores determinam aqueles inferiores, seja passando por toda a cadeia (setas tracejadas), ou

de foram indireta (graficamente representado pelas setas cheias).

53



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Avaliar o CMO e a DMO do corpo inteiro, coluna lombar e colo do fémur aos 18 anos

de idade e sua relacdo com amamentacao e padrdes alimentares durante a adolescéncia.

5.2 Objetivos especificos

= Descrever 0 CMO e a DMO dos sitios avaliados aos 18 anos de idade segundo

variaveis demograficas e socioecondmicas;

= Auvaliar o efeito da duragdo da amamentacdo (exclusiva, predominante e total) sobre o

CMO e a DMO dos sitios avaliados aos 18 anos de idade;

= Avaliar o efeito da trajetéria dos padrbes alimentares dos 15 aos 18 anos sobre 0 CMO

e a DMO dos sitios avaliados aos 18 anos de idade.

6. HIPOTESES

Maiores valores de CMO e DMO aos 18 anos de idade serdo observados entre:

= Adolescentes do sexo masculino e de cor da pele ndo branca;

= Jovens que foram amamentados, comparados aos ndo amentados;
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= Jovens com maior tempo de amamentacgéo exclusiva e/ou total,

= Adolescentes com maior adesdo a padrfes alimentares caracterizados por elevado

consumo de FLV e de lacteos aos 15 e 18 anos de idade.

7. METODOLOGIA

7.1 Delineamento

Estudo de coorte de nascimentos prospectivo, de base populacional, cujo dltimo

acompanhamento ocorreu no biénio 2011-12.

Todos os recém-nascidos vivos durante o ano de 1993, cujas mées residiam na zona
urbana do municipio de Pelotas-RS, foram considerados elegiveis para o estudo. Visitas
diarias as cinco maternidades hospitalares da cidade foram realizadas entre 01 de janeiro e 31
de dezembro daquele ano. Foram elegiveis para o estudo 5.265 criangas nascidas vivas, dentre
as quais 16 mées recusaram participar do estudo (0,3% de recusas). Dessa forma, a coorte

original foi composta por 5.249 participantes.

A partir dai, diversos acompanhamentos foram realizados permitindo, assim, estudar a
salide dessas criancas sob diversos aspectos. Alguns acompanhamentos foram feitos com sub-
amostras com um, trés e seis meses, um e quatro anos de idade. Em 2004-05 buscou-se
novamente localizar e entrevistar todos os adolescentes da coorte original. A Figura 4
apresenta 0os acompanhamentos realizados, com 0s respectivos processos de amostragem,

numero de criancas elegiveis e taxas de acompanhamento.
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Maiores detalhes sobre os acompanhamentos ja realizados na Coorte de Nascimentos

de 1993 de Pelotas podem ser obtidos em publicacdo metodolégica especifica (Victora, Hallal

et al. 2008).

Visita

Procurados

| Localizados |

Percentual |

1993 ||

| Perinatal

N=5265

1993 1994 | | 1997 2004 | 2008 ‘ 2011 ‘
|| I I || || || 1]
I LINHA DO TEMPO
3 meses 6 meses 1ano | ‘ 4 anos | 11 anos 15 anos 18 anos
|
N=655 N=1460 N=1460 N=1460 N=5249 N=5249 N=5249

T e e e e e St

y s Y r'-. .". rf' Y I/'..
[ 983% | [ 968% | [ 934% | | 87,2% |

. .. Todos os baixo pesoao nascer +
e S S liea de Sk amostra sistematica de 20% da Todos os membros da coorte
da coorte
| coorte
N=644 | N=1414 N=1363 | ‘ N=1273 | N=4452 N=4349 N=4106

N-116 ‘ N=141 ‘ | N=147 || N=169 |

P

(815% ) (8s,7% ) [ 81,4% |

Figura 4. Resumo dos acompanhamentos da coorte de nascimentos de 1993.

7.2 Populacao em estudo

Todos o0s 5.249 nascidos vivos em 1993 residentes na zona urbana do municipio de

Pelotas.
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7.3 Critérios de incluséo

Serdo incluidos no estudo os adolescentes pertencentes a coorte de nascimentos de
1993, que foram acompanhados no primeiro ano de vida (aos seis e 12 meses) e aos 15 e 18

anos de idade.

7.4 Critérios de excluséo

Serdo excluidos do estudo os participantes com as seguintes caracteristicas no

acompanhamento dos 18 anos (2011-12):

Gravidas ou jovens com suspeita de estarem gravidas;

= Com proteses metalicas fixas em qualquer parte do corpo (exceto aparelho

ortodontico);

= Que tenham realizado exame radiografico com contraste nos sete dias anteriores a

pesquisa;

= Que estavam em tratamento com suplemento de calcio nas ultimas 24 horas;

= Com limitagBes motoras permanentes;

= Com impedimento de realizar o exame com DXA devido a dimensdo corporal

(individuos muito altos e/ou muito gordos).
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7.5 Tamanho da amostra e poder

Tendo em vista que as exposi¢cdes de interesse para este estudo foram coletadas em
acompanhamentos anteriores, realizou-se um calculo a fim de saber quais as diferencas de
médias para CMO e DMO que o estudo seria capaz de detectar, com um erro alfa de 5% e
poder de 80%. Para tanto, foram utilizados valores de desvio-padrao (DP) encontrados na
literatura para CMO e DMO do corpo inteiro, entre jovens de ambos 0s sexos com 17 anos de
idade (valores de DP para homens: CMO=332 g e DMO=0,09 g/cm? e para mulheres:
CMO=337 g e DMO=0,08 g/cm?) (Molgaard, Larnkjaer et al. 2011). Para cada categoria das
variaveis de exposicdo, foram usadas as reais proporcdes que existem no banco de dados da
coorte de 1993. Os resultados desses célculos, estratificado por sexo, sdo apresentados no

Quadro 4.

58



Quadro 4. Calculo das minimas diferencas detectaveis de CMO (g) e DMO (g/cm?), segundo

algumas das principais exposi¢des. Coorte de nascimentos de 1993.

Minimas diferencas detectaveis
o Homens Mulheres
Variaveis
N CMO DMO N CMO DMO
DP (332) | DP (0,09) DP (337) | DP (0,08)
Mamou no peito*
Né&o 43 48
. 146,6 0,0398 1410 0,0335
Sim 638 685
Mama no peito*
Né&o 471 467
. 77,2 0,0210 72,6 0,0173
Sim 210 266
Padrdo FLV**
Né&o 1683 1766
. 50,6 0,0138 50,2 0,0134
Sim*** 424 444
Padréo Lacteos**
Nao 1673 1776
. 50,2 0,0136 50,6 0,0136
Sim*** 434 434
Padrdo Comum brasileiro**
Né&o 1643 1806
. 48,9 0,0133 52,0 0,0124
Sim*** 464 404
Padré&o Doces e salgados**
Né&o 1748 1701
. 53,9 0,0147 47,7 0,0114
Sim*** 359 509
Padré&o Proteinas**
Nao 1657 1792
. 49,5 0,0135 51,3 0,0122
Sim*** 450 418

* Visita dos seis meses (N=1.414)
** Visita dos 15 anos (N=4.317)
*** Maior adesdo ao padrdo alimentar (adolescentes pertencentes ao quinto quintil)

7.6 Instrumentos

Todos o0s questionarios referentes aos distintos acompanhamentos da coorte de

nascimentos de 1993 estdo disponiveis no endereco eletrdnico <www.epidemio-ufpel.org.br>.
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7.6.1 Instrumento para coleta do desfecho

Para a avaliacdo das medidas de massa mineral Ossea (aos 18 anos de idade) foi
utilizado um equipamento de DXA da marca Lunar GE. Durante o exame, 0s jovens deveriam
vestir roupas adequadas (oferecidas pela equipe do estudo), como top e bermuda

confeccionados em elastano de média compressao.

As medidas foram avaliadas em trés sitios: corpo inteiro, coluna lombar e colo do

fémur, conforme procedimentos a seguir:

- Avaliacdo do corpo inteiro (Figura 5)

= Posicionamento do jovem no centro da mesa, utilizando a linha central do

equipamento como referéncia;

= Maos viradas para o lado, com os polegares para cima, palmas direcionadas para as

pernas e bragos esticados ao longo do corpo;

= Uso de faixas de velcro ao nivel dos joelhos e tornozelos.

Figura 5. Posicionamento na avaliagdo da massa mineral 6ssea do corpo inteiro.
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- Avaliacéo da coluna lombar (Figuras 6 e 7)

= Reposicionamento do brago do aparelho;

= Retirada das fitas de velcro dos joelhos e tornozelos;

= Posicionamento do bloco de espuma sob as pernas (Figura 6) e maos sobre o peito

(Figura 7);

= O feixe de luz incidira abaixo da cicatriz umbilical (Figura 7) ocorrendo avaliagdo das

vértebras lombares L1 a L4.

Figura 6. Posicionamento das pernas na avaliagdo da massa mineral 6ssea da coluna lombar.

Figura 7. Posicionamento das méaos na avaliacdo da massa mineral 6ssea da coluna lombar.
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- Avaliacéo do colo do fémur (Figura 8)

= Retirada do bloco de espuma e posicionamento do jovem com o aditamento de

mensuracao do fémur (Figura 8);

= Utilizacdo das teclas de posicionamento do aparelho de modo a coincidir o ponto
vermelho acima da coxa esquerda, ao nivel de uma linha que passa abaixo do pubis

(Figura 8);

= Avaliacdo do fémur direito automaticamente pelo aparelho, apds a tomada de medida

do fémur esquerdo.

Figura 8. Posicionamento na avaliacdo da massa mineral 6ssea do colo do fémur.

7.6.2 Instrumentos para coleta das exposic¢des principais

Os dados sobre amamentacdo foram coletados através de questionarios aplicados as
méaes durante as visitas de um, trés, seis e 12 meses de idade. No presente estudo, serdo
utilizadas as informacdes coletadas aos seis e 12 meses. A secdo do questionario sobre

amamentacao referente a esses dois acompanhamentos encontra-se no Anexo 1.
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A coleta das informacdes sobre consumo alimentar, utilizadas para a constru¢do dos

padrdes alimentares, foi realizada a partir de um QFA aplicado aos jovens aos 15 e 18 anos de

idade. Na visita dos 15 anos, 0 QFA (Anexo 2) possuia 81 itens alimentares e era do tipo

qualitativo, uma vez que questionava apenas sobre a frequéncia de consumo de cada alimento.

O mesmo era aplicado aos jovens por entrevistadora treinada.

O instrumento utilizado no acompanhamento dos 18 anos era composto por 88

alimentos, sendo do tipo quantitativo, pois investigava além da frequéncia de consumo a

quantidade consumida nos Ultimos 12 meses. Esse questionario foi autoaplicado em formato

digital (Anexo 3). O layout do questionario pode ser observado na Figura 9.

AL
-& Centro de Pesquisas Epidemiolégicas al %

o

Figura 5.a

9. MORANGO
Frequéncia

Nunca cu menos de 1 vez F:l mes

o 1 a3 vezes por mes
1 vez por semana
2 a 4 vezes por semana
5 a 6 vezes por semana
1 vez por dia
2a4d vezes porcia

5 ou mals vezes por dia

Porgao Media
igual
Menocs
Mais

- Média

Um Pires

Q Veja Aqui a Imagem da Porca

Figura 5.d

Figura 5.b

Figura 5.c

Figura 9. Layout do QFA digital auto-administrado; a) pagina inicial do questionario com

informacbes sobre o preenchimento; b) frequéncia de consumo; c) época de consumo

(aparecia somente para alguns alimentos); c) tamanho da porcao.
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7.7 Principais variaveis
7.7.1 Variaveis dependentes

= CMO (g) do corpo inteiro, coluna lombar e colo do fémur;

=  DMO (g/cm?) do corpo inteiro (excluindo a cabeca), coluna lombar e colo do fémur.

Todas as medidas serdo coletadas e analisadas de forma continua, segundo o valor

obtido pelo software do equipamento de DXA.

7.7.2 Variaveis independentes

As principais varidveis de exposicdo alimentares, precoces e contemporaneas,
incluirdo dados de acompanhamentos do primeiro ano de vida (seis e 12 meses) e dos 15 e 18

anos de idade, e s&o operacionalmente descritas a seguir.

7.7.2.1 ExposicOes alimentares precoces: amamentacao

= Amamentacdo: sera avaliada de forma dicotdmica (sim ou ndo). Com esta variavel

deseja-se saber se a crianga foi amamentada, independente do tipo de aleitamento

materno e da duracao;

64



» Duragdo do aleitamento materno exclusivo (AME): sera considerada em AME a
crianca que recebeu leite materno, diretamente da mama ou extraido, e nenhum outro

liquido ou s6lido, com excecdo de gotas ou xarope de vitaminas e/ou medicamentos;

= Duracdo do aleitamento materno predominante (AMP): sera considerado em AMP o
lactente que recebeu, além do leite materno, agua ou bebidas a base de dgua, como

sucos de frutas e chas;

= Duragdo do aleitamento materno (AM): serd considerada em AM a crianga que
recebeu leite materno, diretamente do seio ou extraido, independente de estar

recebendo qualquer alimento ou liquido, incluindo leite ndo humano.

As variaveis duragdo do AME, AMP e AM serdo avaliadas de forma continua.

7.7.2.2 ExposicGes alimentares contemporaneas: trajetéria de padroes

alimentares (15-18 anos)

Os padrdes alimentares serdo gerados por analise de componentes principais. Para a
construcdo dos padrdes alimentares, os alimentos contidos no QFA (dos 18 anos) serdo
uniformizados em frequéncia diaria de consumo, a fim de obter-se uma unidade Unica de
tempo. Posteriormente, os alimentos serdo agrupados considerando os seguintes critérios, por
ordem de acontecimento: funcdo, composic¢do nutricional, niveis de consumo e correlacdo
entre estes. Salienta-se que para 0 agrupamento dos alimentos sera levada em consideracédo a
contribuicdo dos itens alimentares para o equilibrio acido-base do organismo, a fim de se
identificar um padrdo que melhor explique a variabilidade das medidas de massa 0ssea.
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Serdo considerados contribuintes como carga para 0 componente, todos o0s itens

alimentares que apresentarem coeficiente de correlagdo absoluta igual ou maior a 0,30.

Uma vez que os padrdes alimentares ja foram definidos aos 15 anos de idade (comum
brasileiro, frutas, lacteos, proteinas e guloseimas), sera realizada a analise da trajetoria dos
padrdes alimentares entre 15 e 18 anos. Essa analise consistira na divisdo do escore dos
padrdes alimentares de ambos o0s acompanhamentos em quintis. Cada padrdo sera
posteriormente dicotomizado, comparando-se 0s trés primeiros quintis versus o quinto quintil,
sendo que este Ultimo representard a maior adesdo ao padrdo alimentar. Com as variaveis
dicotdmicas sera verificada a proporcdo de jovens que mantiveram (tracking) ou modificaram

sua posicéo dos 15 aos 18 anos de idade.

7.7.3 Potenciais mediadores e/ou fatores de confusao

O Quadro 5 apresenta a descrigdo dos potenciais mediadores e/ou fatores de confusdo
que serdo utilizados nas analises dos artigos que compdem este projeto. Estas variaveis foram

coletadas nos diferentes acompanhamentos da coorte de 1993.
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Quadro 5. Descricao dos potenciais mediadores e/ou fatores de confusdo que serdo utilizados nas analises dos artigos originais deste projeto.

Variaveis

Definicdo/Acompanhamento

Tipo

Sexo ao nascer

Sexo do recém-nascido (perinatal)

Categdrica nominal (masculino; feminino)

Idade materna

Idade da mée em anos completos (perinatal)

Numérica discreta

Escolaridade materna

Escolaridade da méde em anos completos de estudo (perinatal)

Numérica discreta

Renda familiar

Em salarios minimos (perinatal)

Categorica ordinal (em quintis)

Fumo materno na gestacéo

Se a méde costumava fumar na gestacédo (perinatal)

Catego6rica nominal (ndo; sim)

Idade gestacional Semanas de gestacdo segundo Dubouwitz (perinatal) Continua
Peso ao nascer Em gramas (perinatal) Continua
Escore z estatura/idade e peso/estatura Segundo curvas da OMS (6 meses, 1, 4, 11, 15 e 18 anos) Continua

Nivel socioecondémico

Pelo indice de bens (15 e 18 anos)

Categorica ordinal (em quintis)

Cor da pele

Autorreferida (15 anos)

Categdrica nominal (branca; ndo branca)

Fumo do adolescente

Uso diario de cigarro no més anterior a entrevista (15 e 18 anos)

Categodrica nominal (ndo; sim)

Consumo de alcool pelo adolescente

Consumo de alcool no més anterior a entrevista (15 e 18 anos)

Categorica nominal (ndo; sim)

Nivel de atividade fisica Minutos por semana no lazer (15 e 18 anos) Continua
Idade da menarca Em anos completos (15 e 18 anos) Numeérica discreta
Altura do adolescente Em centimetros (18 anos) Continua
Peso do adolescente Em centimetros (18 anos) Continua
IMC do adolescente Segundo curvas da OMS (18 anos) Continua
Gordura corporal Em quilogramas (18 anos) Continua
Massa livre de gordura Em quilogramas (18 anos) Continua

Paridade da adolescente

Numero de filhos (18 anos)

Numérica discreta

Tempo que amamentou os filhos

Em meses (18 anos)

Numeérica discreta

Tempo de uso de anticoncepcional oral

Em meses (18 anos)

Numérica discreta

Consumo de calcio proveniente da dieta

Em miligramas/dia (18 anos)

Continua
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7.8 Selecéo e treinamento dos entrevistadores

Entrevistadores com nivel médio completo foram selecionados e treinados para
aplicacdo dos questionarios e realizacdo dos exames de composicdo corporal. Apds o
treinamento, os entrevistadores selecionados participaram de um estudo piloto, com duracao

de uma semana, para acertos finais da logistica do estudo.

7.9 Logistica e coleta dos dados

Os enderecos dos participantes da coorte de 1993 vinham sendo atualizados desde o
final do acompanhamento de 2008, através de contato telefonico e da internet. Durante o
alistamento militar, entre janeiro e abril de 2011, todos os cadastros da junta militar foram
avaliados com o objetivo de identificar membros da coorte do sexo masculino e atualizar os
seus enderecos. A partir de agosto de 2011, com base nos dados cadastrais atualizados, foram
geradas listas mensais de entrevistas e os adolescentes foram contatados atraves de ligacdes
telefbnicas, sendo convidados a visitar a clinica localizada nas instalagfes do Programa em
P6s-Graduacdo em Epidemiologia da UFPel (PPGE/UFPel) para realizacdo da entrevista e

avaliacdo da composicao corporal.

Durante a visita a clinica, todos os adolescentes responderam a um questionario, 0
qual era aplicado com auxilio de um Personal Digital Assistent (PDA), através do qual foram
coletadas informacgGes sobre nivel socioecondmico, historico escolar, eventos estressores,
amizade, religido, qualidade de vida, emprego, composicao familiar, uso de servicos de salde,
acidentes, atividade fisica no lazer e no deslocamento, saude mental, morbidade ocupacional,

lazer, consumo alimentar, morbidade, internacdes hospitalares e fumo. Um questionario
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confidencial impresso foi aplicado abordando questdes sobre uso de drogas, violéncia e
sexualidade. Além dos exames de composi¢do corporal, os adolescentes realizaram outros

exames, como espirometria, coleta de sangue e ultrassonografia de car6tida.

Os adolescentes que recusaram comparecer a clinica e aqueles que ndo se conseguiu
contato através de ligacdo telefonica, responderam o questionario principal no domicilio e
foram convidados a comparecer a clinica para realizar a avaliacdo antropométrica e da

composicao corporal.

Todos os membros da coorte participantes do estudo receberam uma ajuda de custo
para cobrir os gastos com o seu deslocamento até a clinica, assim como um lanche ao final

dos exames.

7.10 Estudo piloto

O estudo piloto foi realizado com individuos com idade proxima a 18 anos (+2 anos)
que ndo pertenciam a coorte de Pelotas de 1993, a fim de testar os instrumentos e o fluxo do

jovem na clinica.

8. SUPERVISAO E CONTROLE DE QUALIDADE

Durante o acompanhamento dos 18 anos os integrantes da coorte de 1993 receberam
um craché que continha os nomes de todos 0s testes e procedimentos a serem realizados, a fim
de se controlar o fluxo das entrevistas e dos exames. Este fluxo foi acompanhado por

supervisores do trabalho de campo durante toda a coleta de dados, a qual foi realizada por
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entrevistadoras previamente treinadas. Todos os equipamentos utilizados obedeceram aos
critérios de calibragdo recomendados pelos fabricantes. Além disso, uma versao reduzida do
questionario geral foi reaplicada a 10% da amostra, através de ligagdo telefonica, para

verificar a confiabilidade das respostas.

9. PROCESSAMENTO DOS DADOS

Os dados gerados pelos questionarios atraves do PDA, software do QFA e aparelhos
de composicao corporal eram transferidos eletronicamente para as bases de dados. Dados de
questionarios impressos foram digitados. Apds esse processo, 0s bancos de dados foram

reunidos e transformados para as analises no programa Stata 12.0.

10. ANALISE DOS DADOS

Todas as analises serdo estratificadas por sexo e realizadas no programa estatistico

Stata 12.0.

Inicialmente, sera realizada andlise exploratéria dos dados, a fim de verificar a
normalidade dos desfechos (a partir de histograma de frequéncias, curtose e coeficiente de
variacdo). Na anélise descritiva, serdo mostrados valores de médias e desvios-padrdo, para as

variaveis continuas, e de propor¢fes para as variaveis categoricas.

Posteriormente, serdo realizados cruzamentos entre os desfechos e as diferentes

variaveis independentes. Serdo utilizados correlagdo de Pearson para as variaveis continuas e
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teste-t ou ANOVA para as varidveis categoricas, sendo utilizados seus correspondentes ndo

paramétricos quando necessario.

Para avaliar o efeito das principais exposicdes (duracdo da amamentacdo e padrdes
alimentares) sobre os desfechos, analises brutas e ajustadas serdo realizadas por regressdo

linear simples e multipla, respectivamente.

As andlises que utilizarem as varidveis de amamentagdo, referentes as visitas dos seis e
12 meses de idade, serdo realizadas com ponderacdo, uma vez que estes acompanhamentos
foram realizados com uma amostra sistematica de 20% da coorte original, mais todos os

nascidos com baixo peso.

10.1 Modelo de andlise

Os modelos de andlise propostos com a finalidade de contemplar os objetivos dos dois

artigos originais deste projeto séo apresentados nas Figuras 10 e 11.
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Escolaridade materna, idade materna, renda familiar

l

Fumo materno na gestagdo

l

Idade gestacional

\4 i

Peso ao nascer

Escore —z (6 e 12 meses):

Peso/idade
Estatura/idade
Peso/estatura

Escore —z (4 anos):
Peso/idade
Estatura/idade
Peso/estatura

,, l

Peso, IMC, composicdo corporal (18 anos)

: l

CMO/DMO (18 anos) — Altura (18 anos)

Atividade fisica e
consumo alimentar (18

Figura 10. Modelo de analise para o objetivo especifico 2 (Artigo 2). As variaveis em italico

sublinhadas sdo possiveis mediadores ou fatores de confusdo. A variavel na caixa com linha

tracejada € a principal exposicao de interesse.
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Amamentacéo

(6 e 12 meses)

Escolaridade materna, renda familiar, cor da pele (15 anos)

1

5 E Trajetoria de padroes alimentares
! (dos 15 aos 18 anos)
1

v

Idade menarca
Uso de ACO

Tabagismo, consumo de alcool,
nivel de atividade fisica (aos 15 e

18 anos)

Paridade Peso, IMC, composicdo corporal (18 anos)

Lactacdo (15 e

18 anos)

,L l

CMO/DMO (18 anos)

Altura e consumo
<«——| decalcio (18 anos)

Figura 11. Modelo de analise para o objetivo especifico 3 (Artigo 3). As variaveis em italico

sublinhadas sdo possiveis mediadores ou fatores de confusdo. A variavel na caixa com linha

tracejada € a principal exposicao de interesse.
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11. ASPECTOS ETICOS

O presente projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da UFPel. Todos os acompanhamentos anteriores da Coorte de 1993 ocorreram sob

critérios éticos e tiveram seus projetos submetidos a aprovacdo do mesmo comiteé.

Na visita dos 18 anos, assim como nos acompanhamentos anteriores, foi obtido o
consentimento informado por escrito de todos os participantes antes da realizacdo das

entrevistas e de qualquer procedimento de medida.

12. CRONOGRAMA

Ano 2011 2012 2013 2014

Bimestre| 1/2(3|4/5(6]1|2/3(4|5|6]1(2|3|4/5|6]1{2|3|4]|5

Revisdo
bibliografica

Elaboragéo
do projeto

Estudo
piloto

Coleta de
dados

Analise dos
dados

Redacao dos
artigos

Defesa de
tese
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13. DIVULGAGCAO DOS RESULTADOS

Os artigos resultantes do presente projeto serdo publicados em revistas cientificas
nacionais e/ou internacionais indexadas. Além disso, sera enviado resumo com 0s principais

resultados para divulgacdo na imprensa local.

15. ORCAMENTO/FINANCIAMENTO

Este estudo estd inserido no Estudo de Coorte de Criangas Nascidas em 1993 na
Cidade de Pelotas, RS, o qual € financiado desde 2004 pela Fundacdo Wellcome Trust. Sendo
assim, os gastos com este projeto estdo incluidos nos orcamentos supracitados e nao

dependera de financiamento extra.
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17. ANEXOS

17.1 Anexo 1: Questdes sobre Amamentagdo (acompanhamento dos seis e 12 meses)

Seis meses
Agora vou lhe fazer algumas perguntas sobre o gue <CRIANCA> cstd comendo

6 Ontem <CRIANCA> se alimentou como sempre?
(1) Simm (VA PARA &) (2) Nio (9) IGN

7 SE NAO: Quando foi o iikimo dia que <CRIANCA> se alimentou como sempre?
s s (IGN = 010101, N§A = 0202:02)

&  Por favor diga-me tudo que <CRIANCA> comeu neste dia ?

RECORDATORIO ALIMENTAR - 24 HORAS

Alimento Acordar AMaahy Almogo Tarde Jara Damnir |Madrugada

L Vaca

L P4

Calé

Agua’ chd

Seeo

Fio’ Bolacha

Fagurte

Mingaw

Caldo

Frugas
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Cheo

Feifto

Legume’
verdurs

Massa

Batata/ Aipim

Carne

Chstro

SE A MAE CITOU LEITE DE VACA OU EM PO, PERGUNTAR:
Usou engrossante ? (1) Sim (2) Nio (8) NSA (9) IGN

Agora eu vou lhe dizer uma sta de liquidos e alimentos a Sra. vai me dizer se Jd

-

comegol a dar para <C

RIANCA > Quando en digo comecou eu guero saber se

<CRIANCA> recebe(en) este liguido ou alimento todos os dias, ou quase todos os
dias da scmana. Se a Sra. Jd comegou a dar, eu quero saber quando comegou:

Lerte de saguinho;
Leite em po:

Chd;

Suca:

Papa de frutas:

Papa salgada (leg/ver):
Mingau:

logurie:

FPio/bolacha:

Ovo (gema):

Ovo (clara)

Carne:

Caldo de fefjdo:
Feijio (grdo):

Arroz:

Massa;

Tem alguma outra comida
Outrol

Qutro?2

Outro3

meses__ _ dias

meses____ dias
meses____ dias
meses___ dias
meses___ dias
meses ___ dias
meses____ dias
meyes ___ dias
meses ___ dias
meses___ dias
meses _ dias
_meses ___ dias
meses __ dias
meses___ dias
meses ____ dias
__ meses____ dias
que ele(a) jd recebeu e que eu nio faler agora ?
: meses__ dias
meses_____ dias
meses ____ dias

(nunca tomou = & meses, 88 dras) (ignorado = 9 meses, 99 dias)



SE NO RECORDATORIO A MAE NAO CITOU LEITE MATERNO,
P};RGUNTAR, SEJA FOI CITADO ASSINALE A OPCAO 1 NA PERGUNTA
10 E PULE PARA A QUESTAO 12

10 <CRIANCA> chegou a mamar no peito ?

(1) Sim, ainda mama (3} Nunca mamou
(2) Sima, jd parou - Até que idade mamou ?
. meses__ dias

(8 88= NSA; 9 99= [GN)

SE NUNCA MAMOU:

Porque nio chegou a mamar? Razdes e
(01) Mie nio quis (02) Ele nio quis

(03) Seio sem bico (04) Nio tinha leite

(05) Ele for adotado (U6} Maie doente

(07) Prematuro/doente (08) Alguém aconselbou
(09) Dor, rachadura ou infecgdo no scio

{ ) Outro: .

(88) NSA (99) IGN

SE AINDA MAMA:

12. Aré gue idade pretende dar o peito 7
_____meses OU outro: ~

(77= enquanto a crianga guiser; 78= enquanto tiver leite)

13, Estd tendo alguma dificuldade agora para dar de mamar?
(1) 5im (2} Nio (8 NSA (9 IGN

14. Se sim: Qual?

15. PREENCHA DE ACORDO COM RECORDATORIO ALIMENTAR

A <CRIANCA> RECEBE:

(1) S6 leite materno

(2) LM + ligurdos

(3) LM + outro Jeite + liquidos

(4) LM + outro Ieite + outros alimentos sélidos e liquidos
(5) 86 outro Jeite

(6) Outro Ieite + liquidos

(7) Outro Jeite + outros alimentos sélidos e liquidos

() Outro:
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Doze meses

6  Ontem <CRIANCA> sc alimentou como sempre ?
(1) Sim (VA PARA 7) (9) IGN
(2) Nio - Quando foi o iltimo dia que <CRIANCA> sc alimentou como sempre?
/ / (IGN = 0101/01, NSA = 02/02/02)

7 Por favor diga-me tudo que <CRIANCA> comeu neste dia ?

Alkmento Acordar Manhx Almogo Tarde Janta
LM

Dormir |Madrugada

L Vaca

L P

Caft

Aguas chi

Sveo

P30/ Bolacha

Iogurte

Frinas

Ove

Amaz
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Fergdo

Legume/
verdors

Maces

Batatar Aipim

& <CRIANCA> mama no peito ?
(1) Sim (2) Néo - Até que idade mamou ?_ __meses _ __ dias

SE AINDA MAMA:
10 Aré que idade pretende dar o peito ?
. meses OU outro

(77 = enquanto crianca quiser; 78 = cnquanto liver leilc)
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17.2 Anexo 2: Questionario de frequéncia alimentar (acompanhamento 15 anos)

AGORA VAMOS FALAR SOBRE ALIMENTACAO. O QUE NOS INTERESSA E SABER COMO TEM SIDO TUA

ALIMENT

PECO QUE ME DIGAS SE COMESTE ESSES ALIMENTOS E QUANTAS VEZES.
POR EXEMPLO: COMESTE ARROZ? QUANTAS VEZES?

ACAO DESDE <MES DO ANO PASSADO=. VOU LISTAR OS NOMES DE ALGUNS ALIMENTOS E

A. Desde «<més do ano
Alimenios passados, comeste B. Quantas vezes e com que freqiéncia?
alguma vez?
61.Arroz (0) Mao (1) Sim 2|3|4|5|6|7|(8|9|1W0|JD|S|M A
62. Feljiio (0)N&o (1) Sim z|3|a|s|e6|7|8|9|1w]|D|sS|[M| A
63. Macarrio {0)Nao (1) Sim 2lala/s5|6|7|8/9|w|D/s5|M| A
4. Farinha de mandioca (0)N&o (1) Sim 2|a3la|s5]|e|7|8|9|[w]D|sS (M| A
65. Pdo branco (D) Ndo (1) Sim 2/a3l4/5/6|/7|8/9]w]o/s|m| A
66. Pdo feito em casa (0)Nao (1) Sim 2lslalslel7]alolno]ols|m| a
&7. Pao integral {0)Nao (1) Sim 2/3|4/5/6/7/8/9|w|]D|/S[M| A
6i8. Bolacha doce ou recheada {0) Néo (1) Sim s|lalals|lel7lale|/wolD]ls M| A
69. Bolacha salgada (0) N0 (1) Sim 2/3(4/5/6|7|8/9(|1w0]D/S|M| A
70. Bolo (O)N&o (1) Sim 2|34 slel7/slelw|ols|m]| a
71. Polenta (0)Nao (1) Sim 2/3|a|s5/s6|7|8/9]w0]p/s M| A
72. Chips, salgadinhos (0)NSo (1) Sim 2/alalslel7]elolo]ols|m| a
73. Batata frita ou batata chips (0)Ndo (1) Sim 2/alals/6|/7|8/9(w]p /s M| A
74. Batata cozida (0)Nao (1) Sim 2|3lals5/6|7/8ls|w]ols|m| a
75. Alpim (0)N&o (1) Sim 2|3/4/5/6|7/8|9]w|pls M| A
76. Pipoca {0) Nae (1) Sim 2|34 5|ﬂ 7|8/9|W|JD|S5|M| A
77. Lentilha, ervilha, grio de bico (0)Nao (1) Sim olala ' siel7lalalwlolsim| a
78. Alface (0)Nao (1) Sim 2|a3|4a|5]/6|7|8|o(1w0|D|S[M| A
79. Couve {(0)NBo (1) Sim 2/ala/s5|e6|7|8/9/w]D /s |M| A
80. Repolho (O)N&o (1) Sim 2|34 slel7]slol0]ols|m| a
81. Laranja ou bergamota ( ) (0)Nao (1) Sim 2/3|a|s/s|7|8/9|w]o s M| A
62. Banana (0)Ngo (1) Sim 2|alalslel7]8ls|0]ols|m| a
83. Maméo ou Papaia (0)Nao (1) Sim 2|/3|a|s5|6[7|8|9(w]D|S|M| A
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A. Desde «més do ano
Alimentos passado=, comeste B. Quantas vezes e com que freqléncla?
alguma vez?
4. Maca (0)Nao (1) Sim 2|3|a|5|6|7|8|a|10]D|S|M]| A
85. Melancia ou meldo | ) {0) Néo (1) Sim slslals5|e|7|slalmw|lolsim| a
86. Abacaxi { ) {0)Nao (1) Sim 2|3|4|5|6|7|8|9(10|D|S|M| A
87. Abacate {) {0)Nao (1) Sim 2|3|4/5/6|7|8|9(1w0|D . S|M| A
88. Manga () (0)NBo (1) Sim 2/3|a|/5|/6|7|8/9(1w0|DIS M| A
89. Morango () (0)Nao (1) Sim 2|ala|/5/6|7|ala(w]D|sS M| A
30. Uva [ (0) Nao (1) Sim 2|3|4|5|6|7|8|9(1W|D|S|M| A
91. Péssego () (0) Ndo (1) Sim 2|3|a|/s5|6|7|8|9|w|D|S M| A
92. Goiaba () (0) Nao (1) Sim 2|3|4|5|6|7|8|9(10|D|S M| A
93. Péra { ) {0) Nae (1) Sim 2|3|4|5|6|/7|8|9(1w0|D S M| A
AGORA VOU TE PERGUNTAR SOBRE MAIS ALGUNS ALIMENTOS.
A. Desde <més do ano
Alimentos passado=, alguma vez B. Quantas vezes e com que freqhéncia?
comeste?

116. Tomate {0) N0 {1) Sim 2(3|4|5|6|7|8|9|10|]D|S|M| A
117. Chuchu (0) Nao (1) Sim 2|3la4|/5|6|7l8l9|wlols|m| A
118. Abobora (0) Nao (1) Sim 2|3|4a|s5|6|7|8|9|w|D|S[M]| A
119, Pepino ao natural (0) Nao (1) Sim 2(l3la|ls5|e|7|la|leo|lwlD|ls M| A
120. Vagem [ ) (0) Nao (1) Sim 2|3 4|5|6[(7|8|9|1W0|D|S|M| A
121. Cenoura (0) M3o (1) Sim 2|al4|5|/6|l7|8l9|lwlplsim]| A
122. Beterraba (0) Nao (1) Sim 2|3|4|5|6|7|8|9|w|o|s[mM| A
123. Couve-flor (0) Ndo (1) Sim 2|3 a/5|/6/7/8|9|w]D /S |M| A
124. Ovos (0) Nao (1) Sim 2(3/4|5|6|7|8|9(w|D|S|M| A
125. Leite integral (0) Méao (1) Sim slala|s|e|7|e|le|lw|lplsim| a
126. Leite desnatado {0) Nao (1) Sim s|lslalslel7lalalwlolsim| A
127. logurte (0) Ndo (1) Sim 2|3 a4/ 5|/6/7/8|9|w]D /S M| A
128 Queijo (0) Nao (1) Sim 2|3|4a|5|6|7|8[9|w|D|S[M]| A
129. Carne sem osso, lipo

I::I':.mnwnnadn.mimdn. (0) M3o (1) Sim 2(3|la|/s5|e|7|8|la|lw|lplsim| a
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A. Desde <més do ano
Alimentos passados, alguma vez B. Quantas vezes e com que freqléncia?
comeste?
130. Carne com osso, ti
nm,picu,qulhl,a:: (0) Nao (1) Sim 2|3|4|5|6|7|8|9|w|o|s|mM| a
131. Carne de porco (0) Nao (1) Sim 2|3|a|/5|6|7 B9 |10|D|S M| A
132. Frango (0) Nao (1) Sim 2|3 /4|5(6|7 |89 |w|D|S[M| A
133. Peixe fresco (0) Nao (1) Sim 2|34, 5|6|7|8|9(1W|DI|S| M| A
134. Camario (0) Ndo (1) Sim z|3|4/s5|6|7|8lolw]D|s|m| A
135. Bauru ou Cheesburguer (0) Ndo (1) Sim 2|3 | 4|5|6|7|8|92|10|D|S|M| A
136. Presunto ou mortadela {0) Nao (1) Sim 2(3/4|5(/6|7|8|9|1w0|D|S|M| A
137. Salsicha ou lingdica (0) Nao (1) Sim 2|3 als5|6|7!8|olw|Dpls M| A
138. Cachorro quente (0) Nao (1) Sim 2(3/4ls5|s|7/8|lo|w|D|5(M| A
139. Pizza {0y Nao (1) Sim 2|34 5(6|7|8[9(10]D|S | M| A
140. Maionese {0y Nao (1) Sim 2(3|4|5|6|7|8|9|10]D|S|M| A
141. Salgados comao gul )
nm.mun.w“ (0) Nao (1) Sim 2|3la|s|e|7|8|lolw|ols|mM| A
E PARA TERMINAR, GOSTARIA DE TE PERGUNTAR SOBRE MAIS ALGUNS ALIMENTOS.
A, Desde <més do
Alimentos ano passados, B. Quantas vezes e com que freqléncia?
_ alguma vez comeste?
150 Sorwia/plools | ) Nso (Sim |1]2|3 4 s5|6|l7|s|olw0|D|/s|M| A
154. Agucar (0) N&o (1) Sim 1123 6|7 W|DIS|M| A
155. Balas (0) Ndo (1) Sim 1123 5|6|7|8|o|w]D|S| M| A
A, Desde <més do
Alimentos ano passados, B. Quantas vezes e com que freqléncia?
alguma vez comeste?
156. Chocolate em po ou Nescau (0) N&o (1) Sim 112|3lalslel7lalolwo|lolsim| a
157. Chocolate em barra ou !
b eanbeny (0} Nao (1} Sim 1]2|3|4|5|6|7|8|9|10|D|S|M| A
158. Pudim ou doces (0) Nao (1) Sim 1/(2|3/4|5|6|7|8|9|w]|pls5|Mm]| A
159. Refrigerante normal (0) Ndo (1) Sim 1/2|3|a|/s5|6|7|/8|9|w|Dls(m| A
160 Refrigerante light (0)Nao (1) Sim 1]2|3|4l5|6|7|s|9|w]|p|s|[mMm| A
161. Cafe (Nso ()Sm |4 |2|a|la/s5|/e|7]/8lolw]olsim| a
162. Sucos da fruta ou polpa (Naso ()Sm |q1/2|3|a|5(6|7|8|9[1w|D|S|M| A
163. Sucos artificiais @Nso (Sm |4 |2|3|a/5|6|7/8l9|w|olsim| a
164. Cerveja (0) Ndo (1) Sim 1/2[(3|4|5|6|7|8|9|10|D|S[M| A
165. Vinho | (0) Ndo (1) Sim 1/2|3|a|/s5|/6|l7|/8|o|w0|Dls(mM| A
166. Ouiras bebidas alcodlicas O)NGo ()Sm |q|2/3|4|5/6|7|8|9/10]D|s|M| A
167. Alho (0) N&o (1) Sim 112]3/alslel7]l8lolw|lolsim| a
168 Cebola (0) Ndo (1) Sim 1/2|3/4|5|6|7|8|9|w|D|S|M| A
169. Visceras como rim, f o, ’
:urlgln,muh,mundmgow (0) Néc (1) Sim 1|2(3 4|5|6|7|8|9|w|D|S|M| A
170. Peixe enlatado como
sardinha, atum (O)NGo ()Sm |y | 2|3 /4|5 |6|7|8|9|w|D|s|mM| A
171. Carnes conservadas em sal = .
coma carne seca, ch bacalhau (0) Nao (1) Sim 1|l2|3|4|5|6|7|8|9|(10|]D S|M| A
172, Alimentos enlatados como .
ervilha, azeitona, palmito (0)Nao (1} Sim 112|3|4|5|6|7|8|9|w|D|sS|M| A
173. Churrasco (0) N&o (1) Sim 1l2|3la/s5|e|7|lalo|w]lD sim| A
174. Chimarréo (O)Nao ()Sm |4 |2 |3 /4 (5|6 |7 |8|09|w|D|5|M| A
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17.3 Anexo 3: Questionario de frequéncia alimentar (acompanhamento 18 anos)

ALIMENTO FREQUENCIA QUANTIDADE
CEREAIS E TUBERCULOS '2‘;:;:12;‘ rlnz: Senl]’;na Seznf:; ) Sesr;g; ] ;i’; 2;:‘ Z?: PORCAO MEDIA Menos | Igual | Mais EPOCA
Arroz O O] o0 0|0 | 00O 3 col sopa O |00
P3o integral ou preto O O O O O O O O 3 fatias O O O
P3o branco O O O O O O O O 1 unidade O O O
P3o caseiro O O O O O O O O 1 fatia O O O
Macarréo O O] o0 O 0 ]|]O0O]0]|O0O 1 pegador O] 100
Farinha de mandioca O O O O O O O O 2 col sopa O O O
Bolacha doce ou recheada O O O O O O O O 5 unidades O O O
Bolacha salgada O O O O O O O O 5 unidades O O O
Bolo sem recheio O O O O O O O O 1 fatia grande O O O
Batata cozida O O O O O O O O 4 col sopa O O O
Batata frita O O O O O O O O 1 pires O O O
Polenta frita O O O O O O O O 1 pires O O O
Aipim frito O O O O O O O O 1 pires O O O
Milho na espiga O O O O O O O O 2 espigas O O O
ALIMENTO FREQUENCIA QUANTIDADE
LEITE E DERIVADOS 'i‘;:;:q: :n:: Senl]’;na Sezr;]i’; . Sesr;]z’; . dll’; zo'lfax Z?: PORCAO MEDIA Menos | lgual | Mais EPOCA
Leite O O] O] 0|0 | 00O 1 copo OO0
logurte O O] O O O ]|]O0O]0]| O 1 copo O 0|0
Queijo O O] O O 0|00 O 1 fatia OO0 0
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Requeijao O O O O O O O O 1 col sopa O O O
ALIMENTO FREQUENCIA QUANTIDADE
FRUTAS, VERDURAS E LEGUMES '2‘;:;:12;’ :nz: Senl]’;na Sezr;]i’; . sesr;gl(*\ . jl’; 2;:‘ z?;‘ PORGAO MEDIA s | (g | s | O
Laranja ou bergamota O O O O O O | O O 1 unidade O O | O
Banana O O O O O O O O 3 unidades (banana prata) O O O
Mamado O O O O O O O O 1 fatia O O O
Magé O O] o0 0|0 | 00O 1 unidade O 100
Melancia ou mel3o O O O O O O | O O 1 fatia O O | O O
Abacaxi O O O O O O O O 1 fatia O O O O
Abacate O O O O O O O O % unidade O O O O
Manga O O] O] O | O 0O0|0] O % unidade O O 0| 0O
Morango O O] O] O] O O|0O] O 1 pires O O 0| O
Uva O O] O] O] O O0O|0O] O 1 cacho |00 0O
Péssego O O O O O O O O 1 unidade O O O O
Goiaba O O O O O O O O 1 unidade O O O O
Péra O O O O ONONNONING 1 unidade ONNONNONING
Alface O O O O O O O O 1 folha O O O
Tomate O O O O O O O O 5 rodelas O O O
Cebola O O O O O O O O 2 col sopa O O O
Alho O O | O O O | OO O 1dente O 0|0
Couve O O] O] O | O O0O|0O] O 2 col sopa O O 0O
Repolho O O O O O O O O 2 col sopa O O O

(e}
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Chuchu O O O O O O O O 3 col sopa O O O
Abdbora O O O O O O O O 2 col sopa O O O
Pepino ao natural O O O O O O O O 5 rodelas O O O
Vagem O O] O] O] O O0|0O] O 3 col sopa OO0
Cenoura O O O O O O O O 3 col sopa O O O
Beterraba O O O O O O O O 2 col sopa O O O
Couve-flor O O O O O O O O 1 pires O O O
Pimentdo O O O O O O O O 1 col sopa O O O
LIMENTO FREQUENCIA QUANTIDADE ]
somosss | M | 13| v e T Lo [ | ronciomeon [ weos e | | 0
Feijao O O O O O O O O 1 concha O O O
Lentilha, ervilha, grao de bico O O O O O O O O 1 concha O O O
ALIMENTO FREEQUENCIA QUANTIDADE
;ZZLTﬁacom 0sso tipo costela, paleta, O O O O O O O O 1 pi:l]ati;:tszr;:zsu 1 O O O
Carne vermelha tipo bife ou guisado O O O O O O O O ! ped:;;;ag(rga:igzdoot; 2 col O O O
Carne de porco O O O O O O O O 1 pedago grande O O O
Frango assado O O O O O O O O 1 sobrecoxa O O O
Frango frito O O O O O O O O 2 coxas O O O
Peixe O O O O O O O O 1filé grande O O O
Camaréo O O] O 0O 0O ]0|0]O0 1 pires O O 0| 0O
Peixe enlatado como sardinha e atum O O O O O O O O 2 col sopa O O O

©
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Visceras (rim/figado/coragdo/moela) O O O O O O O O 1 bife ou 3 col sopa O O O
Salsicha ou linguica O O O O O O O O 1 unidade média O O O
Mortadela, presunto, salame O O O O O O O O 1 fatia O O O
Bacon/toucinho O O O O O O O O 1 pedaco O O O
Carnes conservadas em sal como
carne seca, charque, bacalhau O O O O O O O O 1 col sopa O O O
Ovos O O O O O O O O 1 unidade O O O
ALIMENTO FREQUENCIA QUANTIDADE
GORDURAS Nuncaou | 1-x 1x 2-4x | >ex I 2k 2o PORCAO MEDIA Menos | lgual || Mais (| = 2
<1x/més més | semana | semana | semana | dia dia dia
Manteiga O O O O O O O O 3 col chd O O O
Margarina O O O O O O O O 1 col chd O O O
Maionese O O O O O O O O 1 col sopa O O O
ALIMENTO FREQUENCIA QUANTIDADE
ACUCARES E DOCES ':‘i:;:qg;‘ rlnz: senlq’;na Sezn;t’; . sesr;:; ] dli’; 2(;::‘ Z?: PORCAO MEDIA Menos | Igual | Mais | & OA
Aclcar O O O O O O O O 3 col chd O O O
Sorvete e picols O O] O O | O |0 |0| O | ?2=eaneet | O]O0|0]| O
Balas O O O O O O O O 4 unidades O O O
Pudim ou doces O O O O O O O O 2 col sopa O O O
Chocolate em p6 ou Nescau O O O O O O O O 2 col sopa O O O
Chocolate em barra ou bombom O O O O O O O O 1 barrz;g;qbl,(li:a oul O O O
ALIMENTO FREQUENCIA QUANTIDADE
BEBIDAS Nuncaou | 1-3x 1x 2-4x >6x | Do 24x | 25 PORCAO MEDIA vz | Tavel | e | O
<1x/més més | semana | semana | semana | dia dia dia
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Refrigerante normal O O O O O O O O 1 copo O O O
Refrigerante light/diet/zero O O O O O O O O 1 copo O O O
Suco de caixa ou po O O O O O O O O 1 copo O O O
Suco natural (fruta ou polpa) O O O O O O O O 1 copo O O O
Café ou chas O O O O O O O O 1 xicara O O O
Chimarrao O O O O O O O O 6 cuias O O O
Cerveja O O] O] O O 0 0|0 2 latas OO0
vinho O O] o0 o0 O ]|]0|0]0 1 taa O O 0O
Cachaga/uisque/vodka O O O O O O O O 1 dose O O O
ALIMENTO FREQUENCIA QUANTIDADE
e | 2o || s | scomen | | G| | orchomEon | wenos | | s | 20
Castanha, noz, améndoa ou avela O O O O O O O O 3 unidades O O O
Bauru, cheesburguer O O O O O O O O 1 unidade O O O
Hamburguer ou bife de guisado O O O O O O O O 1 unidade O O O
Cachorro quente O O O O O O O O 1 unidade O O O
Pizza O O @) @) @) O |0 @) 1 fatia O @) O
iigpzctl;;s como quibe, pastel, O O O O O O O O 1 unidade O O O
Alimentos enlatados O O O O O O O O 1 col sopa O O O
Pipoca O O] O O 0O ]|]O0O]0]|O0O 2 sacos O 100
Chips e salgadinho O O O O O O O O 1 pacote O O O
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1. Modificacdes do projeto




ModificagOes ao projeto original

Conforme aprovado pelo Colegiado do Programa de Pds-Graduagdo em
Epidemiologia (PPGE), em reunido realizada no més de julho de 2014, o artigo
inicialmente previsto no projeto de pesquisa e indicado como “Artigo 3”, que tinha
como objetivo avaliar o efeito da trajetoria dos padrbes alimentares dos 15 aos 18 anos

sobre a massa 6ssea aos 18 anos de idade, foi substituido.

O manuscrito, agora incorporado a tese como “Artigo 3”, teve como objetivo
avaliar a associacdo do IMC aos 11 anos de idade com a massa 0ssea de participantes da
coorte de nascimentos de 1993, aos 18 anos, bem como avaliar o potencial papel do
IMC, MG e MLG aos 18 anos de idade como mediadores desta associacao, através de

“path analysis”.

A carta submetida ao colegiado do PPGE explicando os motivos para tal

substituicdo encontra-se no final desta secéo.

Ainda, o artigo inicialmente previsto no projeto de pesquisa e indicado como
“Artigo 2”7, que tinha como objetivo avaliar o efeito do aleitamento materno, duracdo
total do aleitamento materno e padrdo de amamentacdo aos trés meses de vida sobre a
massa 0ssea aos 18 anos de idade, utilizando, para tanto, dados de uma subamostra da
Coorte de Nascimentos de 1993 (C93), incluiu, também, dados da Coorte de
Nascimentos de 1982 (C82). A C82, assim como a C93, avaliou a massa 0ssea dos
participantes no altimo acompanhamento, além de possuir dados sobre amamentacao
coletados prospectivamente. Tais aspectos possibilitaram a analise conjunta dos dados,

conferindo maior robustez aos resultados apresentados no manuscrito.
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Carta submetida ao Colegiado do PPGE

Pelotas, 30 de junho de 2014.

PARA: Colegiado do Programa de P6s-Graduacdo em Epidemiologia

DE: Ludmila Correa Muniz

Prezados Professores,

Tendo em vista que este € meu Ultimo ano de doutorado, venho por meio desta
fazer uma solicitacdo a este Colegiado. Inicialmente descrevo a situacdo dos trés artigos
propostos no projeto de doutorado:

1. O artigo de revisdo, intitulado “Efeito da amamentacdo sobre a massa Ossea na
infancia, adolescéncia e no adulto jovem: revisdo sistematica e metanalise”, encontra-se
submetido a revista Cadernos de Saude Publica.

2. O artigo longitudinal, intitulado “Influéncia da amamentagao sobre a massa mineral
Ossea de adolescentes com 18 anos de idade pertencentes a uma coorte de nascimentos”,
encontra-se em fase de finalizagdo (redagédo da discussao).

3. O terceiro artigo, intitulado “Trajetoria de padrdes alimentares durante a adolescéncia
e massa mineral 0ssea aos 18 anos de idade: uma analise da Coorte de Nascimentos de
Pelotas de 1993”, ainda ndo foi elaborado, tendo em vista que até pouco tempo os dados
do Questionario de Frequéncia Alimentar (QFA), do acompanhamento dos 18 anos, nao
haviam sido disponibilizados.

Desta forma, solicito a substitui¢do deste Ultimo pelo artigo intitulado “Body
mass index during adolescence and bone mass at 18 years old: a path analyzes in the
1993 Pelotas Birth Cohort. Brazil”, o qual desenvolvi durante o periodo de doutorado
sob orientagdo da minha orientadora e com a colaboracdo de outros docentes do
programa. O mesmo ja se encontra em inglés e serd submetido a revista Osteoporosis
International.

Gostaria de manifestar ainda meu desejo de poder, tdo logo seja possivel,

desenvolver o artigo que havia sido proposto.

Atenciosamente,

Ludmila Correa Muniz
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I1. Relatério do trabalho de campo

Relatério parcial do trabalho de campo. O relatério oficial final encontra-se disponivel
no endereco eletronico www.epidemio-ufpel.org.br



http://www.epidemio-ufpel.org.br/

Universidade Federal de Pelotas
Faculdade de Medicina
Departamento de Medicina-Social
Programa de P6s-Graduacdo em Epidemiologia

COORTE DE NASCIMENTOS DE 1993 DE PELOTAS-RS:
ACOMPANHAMENTO DOS 18 ANOS.

Relatdrio do Trabalho de Campo

Pelotas - RS - Brasil
2011-2012



1. HISTORIA BREVE DA COORTE DE NASCIMENTOS DE 1993:
ACOMPANHAMENTOS DE 1993 A 2008

No ano de 1993 todos os nascidos vivos na zona urbana do municipio de Pelotas
e cujas familias residiam no local foram elegiveis para participarem de um estudo
longitudinal, que objetivou avaliar alguns aspectos da salde dos participantes. Foram
realizadas visitas diarias as cinco maternidades da cidade de primeiro de janeiro a 31 de
dezembro daquele ano. As maes responderam a um questionario contendo informagdes
demogréficas, socioecondmicas, reprodutivas, comportamentais, assisténcia médica e
morbidade da familia. Foram coletados dados maternos e do recém-nascido. Ocorreram
5.304 nascimentos, 55 Obitos fetais e houve 16 recusas em participar do estudo, sendo
obtidas informagdes em 1993 para 5.249 nascidos vivos, caracterizando o estudo
perinatal e o tamanho de amostra dessa coorte. Subamostras de criangas desta coorte
foram visitadas com um més, trés e seis meses e com um, quatro, seis e nove anos de
idade. Nos anos de 2004 (11 anos), 2008 (15 anos) e 2011 (18 anos) todos 0s membros

da coorte foram procurados para um novo acompanhamento.

1.1 Amostragem dos acompanhamentos de um e trés meses

Através da amostragem sistematica de 13% da coorte inicial, foram selecionados
655 membros para 0s acompanhamentos de um e trés meses. Nesses acompanhamentos,
questionarios padronizados foram preenchidos pelas mées, buscando-se obter
informacBes sobre morbidades, padrdes de aleitamento materno, servicos de saude e
utilizacdo de medicamentos. Medidas antropomeétricas das criangcas foram novamente

aferidas.

1.2 Amostragem dos acompanhamentos dos seis meses, um ano (1994) e quatro
anos (1997)

Nestes trés periodos, uma nova estratégia amostral foi realizada. Todos os 510
recém-nascidos com baixo peso (< 2.500 g) foram acrescidos a uma amostra composta

por 20% das criangas da coorte inicial, totalizando 1.460 individuos. Os 13%

105



selecionados aos um e trés meses faziam parte da amostra desse acompanhamento. Essa
estratégia, que sobrerrepresentou 0s participantes com baixo peso, exige que analises
ponderadas sejam realizadas quando se utilizam os dados desses acompanhamentos. Os

fatores de ponderacdo a serem empregados séo 0,33 e 1,28.

1.3 Amostragem dos acompanhamentos dos 6 (1999) e 9 anos (2002)

Em 1999, quando os pertencentes da coorte de 1993 estavam com seis anos de
idade uma amostra aleatéria para avaliacdo da saude pulmonar e salde bucal foi
selecionada. Um total de 532 criancas foram submetidas a espirometria e testes cutaneos
de puntura e 359 realizaram exame de satde bucal. Na ocasido também se aplicou um
questionario aos pais das criangas ou seus responsaveis. Em 2002, aos nove anos de
idade 172 criancas da coorte original foram visitadas para a realizagdo de exames de

composicao corporal.

1.4 Acompanhamento dos 11 anos (2004)

Em 2004 quando os adolescentes da coorte tinham 11 anos, realizou-se uma
nova visita com objetivo de encontrar os 5.249 nascidos vivos participantes da coorte

inicial, tendo sido encontrados e entrevistados 87,5% da amostra inicial.

1.5 Acompanhamento dos 15 anos (2008)

No ano de 2008 foi realizado o oitavo acompanhamento da coorte de 1993.
Todos os individuos pertencentes a esta coorte — com 15 anos — foram contatados para
nova etapa. Ampliando os objetivos e qualificando os métodos de pesquisa, esse
acompanhamento acrescentou aos acompanhamentos anteriores informagdes sobre
comportamento sexual e reprodutivo, coleta de material biolégico para andlises
geneticas (sangue e saliva) e funcdo pulmonar. Com o intuito de facilitar a logistica e
melhorar a qualidade das medidas foi instituida uma “Central de Medidas” situada no

Centro de Pesquisas Epidemioldgicas Dr. Amilcar Gigante (CPE).
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As Figuras 1 e 2 apresentam um breve resumo dos acompanhamentos e

amostragens realizadas nessa coorte de nascimentos até o ano de 2011.

Visita Perinatal 1més 3 meses i;Smeses[ lano ] 4 anos uanos]lSanos'I 18 anos I
Procurados | N=5249 | N=655 | N=655 | N=1460 | N=1460 N=1460 N=5249 | N=5249 | N=5249 |
N " J& En. i3 Jv

| Todos os babxo peso sonascer + | o i s nonbros | Todaa

Amostra sistematica de
13% da amostra sistemdtica de 20% da s

;

Figura 1. Principais acompanhamentos da coorte de nascimentos de 1993.

1993 | 3 meses . Etnogréfico ‘

=80
[ Asma | Lesdes fisicas " Salde mental
i3ley | danos N=1267 [ N=620 ] L Ne634 J
[ Asma | Satde bucal
el |_63ncs N=532 N=359 }

2002 9 anos ( C°"‘"°‘;‘::,;""°"' ]

] Etnogréfico saude bucal " saude mental
L2008 | [ 11anos | n=80 [ N=359 ] L N=634 J
Etnogr&ﬁoo Composigdo corporal
. 2006 J | 13 anos | n=80 J [ N=644 J
e Etnografico Saude bucal Deutério ]
- 2012 18 anos L 30 | [ N=1019 [ N=465

Figura 2. Subestudos da coorte de nascimentos de 1993.
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2. ACOMPANHAMENTO DOS 18 ANOS (2011-12)

Em 2011, quando os individuos da coorte original completavam 18 anos,
iniciou-se um novo acompanhamento, cujo projeto intitulou-se “Influéncias precoces e
contemporaneas sobre a composi¢do corporal, capital humano, salde mental e
precursores de doengas cronicas complexas na Coorte de Nascimentos de 1993, em
Pelotas, RS”.

Na preparagdo deste acompanhamento algumas estratégias foram utilizadas com
objetivo de localizar os membros da coorte. Estas estratégias serdo descritas no item 3.

3. ATIVIDADES ANTERIORES AO INICIO DO TRABALHO DE CAMPO
3.1 Localizacéo dos participantes da coorte

Diversas estratégias de busca foram adotadas para localizar os participantes do
estudo, na maioria das vezes simultaneamente, visando reduzir as perdas de
acompanhamento. Quando localizados, tanto adolescentes e/ou pais ou responsaveis
eram informados verbalmente sobre a realizacdo de uma futura visita. Cada um dos

métodos utilizados encontra-se descrito na sequéncia.

3.1.1 Atualizacéo do banco de enderecos dos 15 anos (2008)

No més de agosto de 2009, ou seja, um ano apos o término do acompanhamento
dos 15 anos, reiniciou-se o contato com os membros da coorte de nascimentos de 1993.
A partir dos dados coletados anteriormente, foram geradas e impressas listas contendo
dados de identificacdo, como: numero e nome do adolescente, nome da mée e do pai,
endereco e telefone (quando disponiveis). Foram realizadas ligagdes telefonicas para
atualizacdo dos enderegos e telefones obtidos no passado. Quatro bolsistas foram
disponibilizados e treinados para realizar as atualizaces de enderecos, contatos
telefonicos e de outras informacgdes (ponto de referéncia da residéncia, nome e/ou
endereco da escola e/ou trabalho e contato de algum parente ou conhecido préximo).
Foram realizadas ligaces do Centro de Pesquisas Epidemioldgicas (CPE) para todos 0s

contatos existentes no banco de dados do Gltimo acompanhamento.
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3.1.2 Alistamento Militar

Em dezembro de 2010 foram realizadas reunides com o chefe do Alistamento
Militar e responsaveis pela Junta do Servico Militar de Pelotas com o objetivo de
solicitar a permanéncia de uma pessoa treinada para identificar os membros da coorte de
1993 que fossem efetuar o alistamento. Entre 0s meses de janeiro e abril de 2011, os
jovens nascidos em 1993 compareceram a Junta, para a obtencdo do Certificado de
Alistamento Militar (CAM). Nesta ocasido todos os dados que facilitassem contatos

posteriores foram anotados e atualizados no banco de dados da coorte.
3.1.3 Quartel

A terceira estratégia de busca, em 2010, foi realizada por ocasido do exame
médico obrigatdrio no quartel, durante o periodo de 11 de julho a 19 de agosto de 2010.
Foram designados doutorandos que se revezavam para acompanhar uma assistente de
pesquisa na entrega de folders informativos sobre o estudo e importancia da
participacdo de todos, confeccionados especialmente para fazer o chamamento dos
adolescentes homens, para 0 acompanhamento que teria inicio logo. No quartel, os
jovens eram reunidos em um soO local e convidados a sentarem e ouvirem a assistente
discorrer sobre o estudo e realizar a leitura do folder. Nesta ocasido, 0s jovens eram
avisados que seriam chamados para um novo acompanhamento (setembro de 2011)
através de um telefonema agendando o dia de seu comparecimento a clinica localizada

junto ao CPE.
3.1.4 Entrega de folders para as meninas

Quatro rastreadores foram contratados para se deslocarem até os enderegos das
meninas que constavam do banco de dados e entregarem o folder com a divulgacédo do
acompanhamento de 2011-12. Esse mesmo processo também foi realizado para os

meninos ndo encontrados no alistamento militar ou no quartel.
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3.2 Reunides e organizacédo do acompanhamento dos 18 anos da coorte de 1993

A equipe da coorte iniciou o trabalho de organizacdo e preparacdo do trabalho
de campo, elaboracdo e testagem dos questionarios em outubro de 2009. Semanalmente
ou quinzenalmente, a equipe de pesquisadores e doutorandos envolvidos com a coorte
de 1993 se reunia para a discussdo dos temas a serem estudados no acompanhamento,

variaveis a serem investigadas e discussdo sobre a logistica da coleta dos dados.

3.3 Testagem (estudo pré-piloto) dos instrumentos

Os questionarios tiveram sua primeira versdo impressa e foram testados pelos
doutorandos e membros colaboradores da coorte em varios jovens com idade
semelhante aos adolescentes nascidos em 1993. O teste serviu para avaliar o tempo

gasto na aplicacdo e a compreensao por parte dos entrevistados.

O questionario geral foi elaborado na versao papel e, posteriormente, inserido no
formato digital para ser aplicado através do uso de Personal Digital Assistant (PDAS),

utilizando o software Pendragon.

3.4 Confeccdo das roupas para os exames de composicao corporal

Foi necessaria a confeccdo de roupas justas especiais para a realizacdo dos
exames de composicdo corporal. O equipamento Bod Pod exigia 0 uso de roupas e
toucas justas e o Photonic (scanner corporal) ndo permitia o uso de roupas de cor preta.
Por isso, foram adquiridos conjuntos que consistiam em uma touca de borracha (de
natacdo), um par de protetores de pés (propé em TNT) e um roupdo descartavel (roupao
em TNT). As roupas confeccionadas especialmente para uso nos equipamentos foram:

bermuda e blusa regata de elastano, em cor verde clara, com tamanhos P, M, G e XG.
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3.5 Recrutamento e selecdo de pessoal

Nos meses de julho e agosto de 2012 (15 a 30/07 — inscri¢des; 01 a 05/08 —
entrevistas) ocorreu a selecdo e recrutamento de pessoal para trabalhar no
acompanhamento. A supervisora de campo da coorte juntamente com uma das
pesquisadoras analisaram 87 curriculos de candidatos de ambos os sexos, maiores de 18
anos de idade, com ensino médio completo e disponibilidade. Apds analise dos
curriculos, entrevista, disponibilidade de tempo e experiéncia com pesquisa foram
selecionadas 52 pessoas. Destas, foram selecionados 35 candidatos para participarem do
treinamento do questionario geral, incluindo 12 que também fizeram parte do
treinamento da antropometria. As outras 17 pessoas pré-selecionadas foram chamadas
apenas para 0 treinamento dos equipamentos de composicdo corporal. Para a
antropometria e o questionario geral foram treinadas apenas mulheres, enquanto que

para o treinamento dos equipamentos, alguns homens também foram incluidos.
3.5.1 Avaliacédo e Selecéo da Equipe

As candidatas treinadas para o questionario geral foram avaliadas através de
uma prova teorico-pratica. A selecéo levou em consideracdo o desempenho objetivo em
cada questdo do teste e a subjetividade dos observadores (supervisora, coordenadores e
doutorandos) sobre atitude, postura, comportamento e desempenho durante o

treinamento.

A média foi calculada com base na nota da avaliagdo subjetiva e da prova.
Foram consideradas aprovadas aquelas candidatas que obtiveram média igual ou
superior a 6,0 e foram selecionadas para o trabalho seguindo a ordem de classificacao

até serem completas as vagas.

Um total de 27 candidatas foram aprovadas e selecionadas como entrevistadoras

titulares. As demais candidatas aprovadas ficaram como suplentes.

Para os equipamentos, o critério de selecdo foi baseado na compreensdo e
habilidade em manusear o aparelho. Foram selecionadas dez pessoas que atingiram 0s

critérios.
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Cabe ressaltar que ao final da etapa de treinamento, com um intervalo de uma
semana, foram chamados os candidatos selecionados para nos dias um e dois de

setembro de 2011 serem retreinados na sua respectiva fungéo/aparelho.

3.6 Estudo Piloto

No dia 3 de setembro de 2011 foi realizado o estudo piloto do acompanhamento
2011-12. Coordenadores, pesquisadores, supervisora de campo e doutorandos

observaram toda a logistica para o funcionamento da clinica da coorte de 93.

Os candidatos aprovados e selecionados para trabalharem no acompanhamento
foram divididos em dois grupos para que em um momento servissem de “jovens” para
as entrevistas e exames corporais e, posteriormente, fossem os responsaveis pela coleta
de dados. Essa estratégia permitiu estabelecer o fluxo a ser adotado (desde a chegada do
jovem a clinica), leitura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
realizacdo dos exames nos equipamentos e dos questionarios e, principalmente, ajudou a

estimar o tempo gasto para realizacédo de todas as medidas.

4. INIC10 DO TRABALHO DE CAMPO DA COORTE DE 93 (C93) EM 2011-12

O trabalho de campo teve inicio no dia cinco de setembro de 2011, no turno da

manha (8:00 horas) nas dependéncias do prédio B do CPE, na clinica do CPE.

O atendimento aos adolescentes foi realizado de segunda a sexta, em dois turnos
de trabalho de seis horas corridas, os quais aconteciam das 8:00 as 14:00 (turno da
manha) e das 14:00 as 20:00 (turno da tarde). Nos sdbados o periodo de atendimento era
das 9.00 as 17.00 h.
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4.1 Logistica da C93 na Clinica do CPE

Os adolescentes tinham sua visita agendada pelo telefone. A coorte contava com
uma assistente de pesquisa responsavel apenas pelos agendamentos. A ordem das
ligacOes obedecia a data de nascimento dos jovens, na intencdo de ndo contatar
inicialmente aqueles adolescentes que ainda ndo haviam completado 18 anos, para que

0s mesmos pudessem assinar os TCLEs.

O jovem agendado, ao chegar a clinica, era atendido na recepcao, local destinado
a receber o adolescente. Neste momento, era solicitado um documento para certificacdo
de que se tratava de um adolescente da coorte de 93. O nome do adolescente era
conferido com o que constava na planilha de agendamentos. Caso néo estivesse com um
documento, perguntava-se 0 nome completo da mae e esse era conferido em um banco
de dados disponivel num dos computadores da recepcdo. Ainda na recepcdo, O
adolescente recebia um cracha (previamente elaborado) para usar durante todo o tempo
que estivesse naquele local. Este cracha além de identificar o jovem, mostrava todos os
locais pelos quais o adolescente deveria passar, garantindo desta forma que o
acompanhado respondesse a todos o0s questionarios e realizasse todos o0s exames
previstos. Os crachés eram diferentes. Havia quatro cores de cracha. O cracha branco
era 0 Unico que apontava que o jovem nao fazia parte de nenhum subestudo. Apos a
entrega do cracha, a recepcionista entrava em contato com a responsavel pelo fluxo dos
questionarios, para a mesma disponibilizar uma entrevistadora. A recepcionista

encaminhava o adolescente a essa entrevistadora juntamente com o TCLE.

Com o jovem, a entrevistadora fazia a leitura do TCLE. Ao final da leitura, no
caso de ser menina, se ela mencionasse que estava gravida ou poderia estar ndo eram
realizados os exames de composicdo corporal. Ao final do TCLE constava uma lista
com os procedimentos (questionarios e exames) que seriam realizados na C93 e o0 jovem
deveria marcar um “X” em todos aqueles itens que estivesse de acordo em fazer. Nos
casos em que o adolescente tivesse divida sobre algum exame, a entrevistadora lia uma
descri¢do padronizada sobre o que era realizado, que também estava afixada nas salas
de exames. Se persistisse a davida ou o adolescente se recusasse ou relatasse possuir
algum impedimento para a realizacdo (critério de exclusdo para determinado exame), o
doutorando de plantdo era chamado para assinalar tal ocorrido no cracha ou reverter a

recusa. Os seguintes codigos eram utilizados pelos doutorandos:
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R = recusa

G = gravida

PG = possivel gravidez
CE = critério de exclusdo

Apo6s assinatura do TCLE, o adolescente era conduzido para as responsaveis
pelo fluxo da clinica as quais o encaminhava para as entrevistas ou para oS

equipamentos.

A clinica ficou dividida em dois espacos, um para a aplicacdo dos questionarios
e outro para a realizacdo de exames. Cada espaco era controlado por uma pessoa que
portava uma planilha para controle do fluxo dos questionarios e por outra que

controlava a dos equipamentos.

Na parte das entrevistas eram aplicados todos os instrumentos: questionario
geral, questiondrio confidencial, QFA, M.LN.I. e QI - WAIS. Na parte dos
equipamentos eram realizados 0s seguintes exames: plestimografia (Bod Pod),
densitometria (DXA), avaliagdo das dimensdes corporais (Photonic Scanner),
espirometria, ultrassom de carétidas, coleta de sangue, antropometria (pregas cutaneas
subescapular e triciptal; circunferéncia da cintura; perimetro braquial; altura e altura

sentado) e pressao arterial.

4.1.1“Fluxo” dos exames

O membro da coorte era conduzido pela responsavel pelo entretenimento até um
vestiario para trocar sua roupa por aquela apropriada para 0s exames. Era necessaria a
retirada de qualquer objeto de metal para a realizagdo dos exames de composi¢do
corporal. Durante o fluxo na parte dos equipamentos alguns pré-requisitos foram

seguidos.

- Bod Pod: era o aparelho com maior prioridade, ou seja, sempre que possivel
era a primeira medida a ser realizada. Nessa estacdo era medida a altura e o peso do/a
jovem e, ambos, anotados no cracha para que esses dados fossem utilizados em outros
equipamentos, como o DXA e a espirometria. O/A participante permanecia dentro do
aparelho, uma camara fechada por alguns segundos e era orientado a ndo se mexer. Era

obrigatdrio o uso de uma touca de natacao.
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- DXA: na sala do DXA o/a adolescente deitava na cama anexa ao aparelho e era
realizado um scanner do seu fémur, coluna e corpo inteiro. O/A adolescente ndo poderia

ter pinos/placas nos 0ssos ou estar usando qualquer objeto de metal.

- Photonic Scanner: na sala do Photonic o/a jovem entrava na camara escura, era
posicionado e permanecia por alguns instantes sem se mexer. Neste aparelho o uso de
qualquer tecido no corpo que ndo fosse a roupa fornecida pela pesquisa, gesso ou
tatuagens grandes e escuras, atrapalhava a formagdo da imagem 3D e das medidas de

circunferéncia.

- Ultrassom de cardtida: a varredura das carétidas era realizada com o/a
participante deitado em uma maca com a cabeca posicionada para o lado, para ser

possivel 0 acesso as artérias. A medida era realizada do lado esquerdo e direito.

- Antropometria: nesta sala, era verificada a pressdo arterial e a circunferéncia
braquial e a altura com o/a jovem sentado/a, além da circunferéncia da cintura e pregas
cuténeas tricipital e subescapular. Todas as medidas eram coletadas duas vezes e
quando apresentava diferenga entre a medida um e dois acima do erro aceitavel, a
terceira medida deveria ser realizada. O erro aceitadvel para cada medida era: 0,7 cm
para altura sentada; 2 mm para a prega cutanea triciptal e subescapular e 1 cm para a

circunferéncia da cintura.

- Espirometria: a espirometria era realizada em duas etapas, antes e apds 0 uso
do broncodilatador (salbutamol 400 mcg). Era necessario um intervalo de 15 minutos
entre a primeira e a segunda sequéncia de sopros. O/A jovem fazia o exame sentado/a.

- Coleta de sangue: a coleta era feita através de sistema fechado (a vacuo) e com
0 adolescente deitado em uma maca. Eram coletados cinco tubos totalizando 20 mL de
sangue. A ordem de coleta era: 1 — Tubo com gel e ativador de coagulo: 5 mL; 2 — Tubo
com citrato de sodio: 2 mL; 3 — Tubo com EDTA: 4 mL; 4 — Tubo com gel e ativador
de codgulo: 5 mL; e — Tubo com EDTA: 4 mL. Posteriormente, 0 sangue coletado era
levado para o laboratério de processamento situado no segundo andar da clinica do
CPE.

Dentro de cada sala dos equipamentos havia uma ficha para anotagdes,

denominada “Diario de campo”. Nesta ficha eram anotadas as intercorréncias que
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seriam posteriormente de interesse dos responsaveis e do estudo. Exemplos: na sala do
DXA a ocorréncia mais comum era em relacao a existéncia de piercing em alguma parte
do corpo e ndo poder realizar a medida no corpo inteiro, ou entdo o/a adolescente ser
obeso/a ou muito alto/a de forma que seu corpo ultrapassava os limites da cama do

aparelho.
4.1.2 “Fluxo” nas entrevistas

Na estacdo da clinica destinada aos questionarios (geral, confidencial, satde
mental e QFA) ndo havia uma ordem preferencial para realizacdo dos mesmos. Em cada
uma das seis salas de entrevista do questionario geral e confidencial as questbes eram
registradas em PDAs. O QFA era aplicado em uma sala contendo quatro computadores

e 0 seu preenchimento era supervisionado por uma monitora.

Todas as davidas que as entrevistadoras tinham sobre a resposta do/a jovem ou
qualquer situacdo eram anotadas no diario de campo, a exemplo do que era feito nos
exames. Em alguns casos elas consultavam o/a doutorando plantonista. Caso este ndo
soubesse, consultava a pesquisadora responsavel pelos questionarios geral e

confidencial.

Entre a realizacdo dos exames e dos questionarios era oferecido aos jovens um
lanche (sanduiche + suco) e acesso a video game, computadores com internet e

televisdo, na sala de recreacdo, a qual era supervisionada por uma monitora.

Antes de deixar a clinica o jovem recebia uma ajuda de custo pela sua
participacdo (R$50,00). O tempo médio que os jovens permaneciam na clinica variou
do inicio até a metade-final do trabalho de campo. Inicialmente os jovens ficavam cerca

de quatro horas na clinica. Com o passar do tempo isso foi reduzido em uma hora.

5. MANUAL DE INSTRUCOES PARA OS INSTRUMENTOS DE PESQUISA

Os manuais de instrugdes do estudo serviam como guia e apoio para 0s
entrevistadores e responsaveis dos equipamentos. Eles eram sempre utilizados nos casos

de davidas, tanto no registro de informag6es no PDA, quanto para esclarecer sobre 0s
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critérios de exclusdo de exames, erros dos equipamentos, etc. Exemplares dos mesmos

ficavam em cada sala de entrevista.

6. ESTRATEGIAS DE BUSCA DE ADOLESCENTES DURANTE O
TRABALHO DE CAMPO

Algumas estratégias de busca dos adolescentes foram utilizadas no decorrer do
trabalho para aqueles que ndo haviam sido encontrados/contatados ou que néo

compareceram na clinica do CPE apds contato telefonico (agendamento).

6.1 Rastreamento de enderec¢os nao encontrados

Duas rastreadoras foram contratadas com objetivo de localizar o domicilio
daqueles adolescentes que nao tinham telefone/contato. Com base em um levantamento
dos enderecos dos acompanhamentos anteriores (2004 e 2008) e de uma atualizacdo
realizada em 2010, as rastreadoras iam até esses enderecos, do mais antigo até o mais
recente e preenchiam um formulario. Num segundo momento, nos casos de nao
encontrarem o/a adolescente, era fornecido o endereco de parentes que tinham nos
questionarios antigos na parte de “referéncias”, para conseguir contato. Neste momento
as rastreadoras deixavam o folder para o/a jovem e em alguns casos agendavam a visita

do mesmo na clinica do CPE.

6.2 Divulgagdo na imprensa local e em redes sociais

Com o objetivo de divulgar o acompanhamento da coorte de 1993 e trazer mais
participantes do estudo para a clinica foram publicadas e divulgadas matérias na TV e
rédios locais. Foram gravadas participacGes na Rede Nativa, RBS, TV Cidade — Canal
20 da TV fechada no Programa Vida Saudavel, Radio Universidade Catolica, jornal

Diario Popular, jornal Zero Hora, Radio Atlantida e Radio Federal FM.
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Com o mesmo objetivo foram disponibilizados perfis da Coorte de 1993 em

redes sociais.

6.3 Visitas domiciliares/Unidade Movel (Van)

Com o objetivo de encontrar jovens cujo contato era dificil, inexistente ou sem
sucesso (vinda a clinica), visitas domiciliares comecaram a ser realizadas em 14 de
fevereiro de 2012. Foi alugado um carro (van) para deslocar parte da equipe até a
residéncia dos adolescentes. A van percorria 0s varios bairros da cidade em busca de
jovens que ndo compareceram na clinica apds varios agendamentos telefénicos ou que o
contato telefénico ndo tinha sido possivel. Essa estratégia funcionava todas as tardes, de
segunda a sabado. No més de mar¢o a van também funcionou em um Gnico domingo,
sem sucesso (jovens ndo se encontravam na residéncia). Os participantes eram
inicialmente convidados a vir a clinica. Se aceitassem, a van o0s trazia. Caso contrario

eram entrevistados em domicilio.

7. CONTROLE DAS ENTREVISTAS/EXAMES

Um controle semanal para informar a evolucdo do trabalho de campo era
realizado através de um relatério elaborado pela equipe de banco de dados. Esse
relatério apresentava um resumo da producdo em um periodo de seis dias de trabalho de
campo. Neste arquivo era apresentado o N geral do acompanhamento e por
atividade/exame/procedimento realizado e as frequéncias (%) de resposta de algumas
variaveis do questionario geral, como: uso de alcool, trabalho, osso quebrado, cigarro e
uso de remédio nos ultimos quinze dias. Esse contetido era enviado semanalmente pela
equipe de dados para informar os pesquisadores, doutorandos e supervisora de campo

sobre 0 andamento do trabalho de campo.
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8. CONTROLE DE QUALIDADE DO TRABALHO
8.1 Entrevistas

No més de janeiro iniciaram-se as ligacGes para o controle de qualidade da visita
dos 18 anos. Foram sorteados 10% da amostra estudada, totalizando 413 adolescentes.
O adolescente sorteado era contatado por telefone e eram feitas seis perguntas, quatro
em relacdo ao questionario geral, uma sobre o questionario confidencial e uma sobre a
medida da circunferéncia da cintura, presentes em um questionario simplificado
padronizado. O controle de qualidade foi realizado por uma doutoranda. O banco foi
digitado no programa estatistico EpiData versdo 3.1 e transferido para o Stata 11.1 onde

foram realizadas as concordancias.

8.2 Equipamentos de composicédo corporal

Os dados gerados pelos equipamentos eram conferidos semanalmente a fim de
detectar possiveis erros e ficavam a cargo de um integrante da informatica e dos

doutorandos responsaveis por cada aparelho.

9. BANCO DE DADOS

Dois doutorandos em conjunto com um pesquisador ficaram responsaveis pelo

manejo dos dados durante todo o acompanhamento.

9.1 Questionarios

Os PDAs com as informagdes coletadas pelos questionarios eram descarregados
diariamente por uma pessoa responsavel exclusivamente para essa tarefa. O
questionario geral possuia onze blocos e para cada um deles era gerado um banco

separadamente. Semanalmente (todas as quintas-feiras) essas informacdes eram
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reunidas em um Unico arquivo para a construcdo do banco de dados. Além disso,

semanalmente era gerado um banco com os dados da antropometria.

Os dados, quando extraidos do PDA, geravam um arquivo em Excel. Toda
semana, para construir o banco de dados em Stata, legivel e consistente, a equipe de

dados seguia uma rotina, a qual esta descrita abaixo:

As quintas-feiras, o arquivo em Excel (que continha as informagcdes referentes a
uma semana de trabalho) era transformado em Stata pela pessoa responsavel. Essa
mesma pessoa rodava os scripts em cada um dos bancos (blocos do questionario e
antropometria), a fim de nomear as variaveis e identificar nimeros de identificacdo (ID)
duplicados; posteriormente, esses bancos eram gravados em uma pasta no dropbox
(“pré-processados”), em uma versao “c” (exemplo: bloco da antropometria da semana
01 -> era salvo como antro01c).

Depois que o0s bancos, referentes a todos os blocos, ja estavam no dropbox, um
dos doutorandos (Ludmila Muniz) pegava as versdes “c” e rodava novos scripts a fim
de identificar possiveis inconsisténcias no preenchimento do questionario. Depois de
corrigidas as inconsisténcias, os bancos eram salvos em outra pasta no dropbox
(“processados”), na versdo “d” (exemplo: bloco da antropometria da semana 01 = era
salvo como antro01d). Semanalmente, os bancos referentes a cada bloco eram anexados
ao banco da semana anterior e salvos no dropbox (em uma pasta chamada “append”);
(exemplo: blocos da antropometria das semanas 01 e 02 - eram salvos como antro01-
02d).

Finalmente, todos os bancos foram unidos em Unico arquivo, configurando o
banco final deste acompanhamento. Os valores missing presentes no banco foram
denominados como .a quando o registro correspondia a 8, 88 ou 888 (Nao se aplica -

NSA) e como .b quando o registro era referente a 9, 99 ou 999 (Ignora - IGN).

9.2 Equipamentos

Semanalmente as informacdes dos equipamentos eram descarregadas e, entdo,
realizada a construcdo do banco de dados de cada aparelho. Cabe ressaltar que cada

aparelho tem sua particularidade em relacdo a construcdo de banco de dados. Por
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exemplo, os bancos da espirometria e do DXA séo originalmente em formato Access
(*.mdb) enguanto o Bod Pod e o Photonic scanner tinham seus dados originalmente
armazenados como formato texto (*.txt). Portanto, scripts diferentes (em formato .do do

Stata) eram necessarios para cada aparelho.

Em suma, o arquivo .do organizava os bancos de dados de forma a cada linha
representar a informacdo de um individuo e cada coluna as variaveis obtidas. Apds isso,
era rodado um script para verificar alguma inconsisténcia nos niumero de identificagdo
(nquest) e no digito verificador (dv). Cada doutorando responsavel pelo seu aparelho
verificava as inconsisténcias ou possiveis erros nas informacdes obtidas. Por fim, os
bancos semanais eram inseridos conjuntamente através do comando “append” do Stata

12.0

10. REVERSAO DE RECUSAS

Alguns jovens recusaram participar do acompanhamento no primeiro contato
com a responsavel pelos agendamentos na clinica. Portanto medidas tiveram de ser

tomadas para reverter tal situagao.

10.1 Telefonemas

No més de janeiro de 2012 iniciou-se 0 processo de tentativas de reversdo de
recusas. Um doutorando era responsavel pelo novo contato, com o auxilio de outros
doutorandos, através de uma lista de nomes que haviam agendado visita na clinica, mas
ndo haviam comparecido, ou aqueles que se recusavam participar da pesquisa. Os
doutorandos ligavam para 0s jovens e tentavam reverter a situacdo por meio de
propostas como: trocar horarios, agendar visita com a van da C93 ou entdo negociar
sobre o0s procedimentos que despertavam medo ou desconfianga por parte dos
adolescentes. Cerca de 100 recusas foram detectadas, sendo que para 80 dessas foi

possivel o contato e cerca de 10% dessas foram revertidas.
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11. OUTRAS CIDADES

Alguns jovens aos 18 anos estavam residindo fora da cidade de Pelotas (N=334).
Para esses adolescentes era feita a proposta de agendarem a visita e eram ressarcidos
com o valor gasto com passagens até Pelotas no ato da apresentacdo das notas fiscais.
Ao todo, compareceram 132 jovens de outras cidades na C93, sendo que 40 deles

realizaram apenas 0s questionarios.

12. ASPECTOS FINANCEIROS

O controle financeiro da pesquisa ficou a cargo da coordenadora Ana Maria
Baptista Menezes e do administrador do Centro de Pesquisas Epidemioldgicas da
Universidade Federal de Pelotas, Luis Fernando Barros. A supervisora de campo
informava mensalmente ao administrador o total a ser pago para cada membro da
equipe. A equipe de entrevistadoras recebia salarios mensais fixos, enquanto que

motoboys entre outros recebiam salarios de acordo com a produgéo.

13. QUESTOES ETICAS

Alguns participantes da coorte, durante a realizacdo da entrevista/exames ou
posteriormente ao seu comparecimento na clinica do CPE, solicitavam atendimento
médico com especialista por algum problema de salude. A demanda era repassada para a
supervisora do trabalho de campo a qual entrava em contato com profissionais capazes
de indicar local ou profissional ou solucionar o problema. Em alguns casos, 0s
pesquisadores também eram comunicados sobre as demandas e, sempre que possivel,
aceleravam o processo de consulta ou resolugdo do problema. Sempre que possivel, 0s
casos eram encaminhados para um atendimento gratuito e de qualidade. Foi
indispensavel a colaboracdo dos profissionais: Victor Castagno (oftalmologista), Flavio
Demarco (odont6logo), Rogério Linhares (clinica médica), Eduardo Machado (clinica
médica e endocrinologia), Silvana Orlandi (avaliacdo nutricional e dietoterapia) e Isabel

Oliveira (tipagem sanguinea).

122



14. ALGUNS RESULTADOS DO TRABALHO DE CAMPO

O nudmero de avaliados em relacdo aos questionarios e equipamentos de

composicdo corporal encontram-se apresentados nos quadros abaixo.

Quadro 1. Numero de adolescentes de acordo com a situa¢do nos questionarios.

Questionarios | AVALIADOS |CE| R G | PG | TEL. | NR | CASE | DR | DNR | TOTAL
Geral 4130 4 0 54 | 8 55 20 1 13 0 4106
Confidencial 4048 27| 0 0 0 29 2 0 0 2 4106
M.LN.I 4054 0 54 | 8 49 1 13 0 4106
Q.l 4051 0 54 | 8 49 1 13 0 4106
QFA 4072 0 0 0 30 2 1 1 0 4106

Quadro 2. Numero de adolescentes de acordo com a situacdo nos equipamentos de composicao

corporal.

APARELHO | AVALIADOS |CE | R G | PG | TEL. | NR |CASE| DR DNR | TOTAL
Acelerometria 3788 125 9 51 8 48 33 0 44 0 4106
Antropometria e 3987 4 | 1 | 53| 6 | 48 | 6 0 1 0 4106
Presséo arterial
Bod Pod 3973 9 4 53 6 48 6 1 2 4 4106
DXA 3973 8 4 53 7 48 6 1 2 4 4106
Espirometria 1 3899 84 8 53 7 48 6 0 1 0 4106
Espirometria 2 3866 103 19 | 53 | 7 48 6 0 4 0 4106
Photonic 3975 7 5 54 6 48 10 0 1 0 4106
Ultrassom 3964 5 1 | 53| 6 48 5 1 19 4 4106

CE: critério de excluséo

R: recusou

G: gestante

PG: possivelmente gravida

TEL.: entrevista feita por telefone

NA: ndo avaliados

CASE: internados no Centro Sécio Educativo (CASE)

DR: entrevista feita no domicilio e realizou exames na clinica
DNR: entrevista feita no domicilio e ndo realizou exames na clinica

14.1 DXA

No caso particular da densitometria todos os exames realizados pelos técnicos
foram avaliados pelo doutorando responsavel, o qual decidiu excluir 25 exames devido
a diferentes tipos de erros, dentre estes, trés adolescentes tiveram suas imagens
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deletadas do banco de dados por apresentarem alguma méa-formacéo fisica. No quadro

abaixo sdo descritas as exclusoes.

Quadro 3. Imagens eliminadas e motivo da excluséo.

NUmero Participante Exame eliminado Motivo
1 934797-6 Corpo inteiro Braco esquerdo lesionado
2 930689-7 Todos Ma-formacgéo
3 936086-7 Todos Ma-formacao
4 930653-6 Corpo inteiro Imagem tremida
5 931888-7 Corpo inteiro Ma-formacdo no braco esquerdo
6 930832-6 Coluna Né&o aparece L4
7 932380-5 Corpo inteiro Imagem tremida
8 935090-9 Coluna Né&o aparece L1
9 935624-5 Corpo inteiro Escoliose deformante
10 935310-0 Todos Hemicorpo esquerdo hipotrofico
11 931562-4 Corpo inteiro Sem pés
12 932900-5 Coluna N&o aparece L4
13 931430-9 Corpo inteiro Imagem tremida
14 930385-5 Coluna Né&o aparece L1
15 933254-5 Corpo inteiro Imagem tremida
16 930240-9 Corpo inteiro Ma-formacdo no braco direito
17 930285-9 Corpo inteiro Ma-formacéo no brago direito
18 930552-1 Corpo inteiro Lesdo antebrago esquerdo
19 930554-8 Corpo inteiro Imagem tremida
20 933545-5 Coluna N&o aparece L4
21 930825-3 Corpo inteiro Imagem tremida
22 930809-1 Corpo inteiro Sem pés
23 031784-8 Coluna N&o aparece L4
24 935841-2 Corpo inteiro Sai das linhas laterais
25 932426-7 Corpo inteiro Sem pés

124




15. PERCENTUAIS DE LOCALIZACAO, PERDAS E RECUSAS

Das 5249 criancgas nascidas vivas em 1993, 163 foram detectadas como 6bitos
(até abril de 2012). Dentre os 5086 restantes, 4526 foram localizados durante o
acompanhamento, sendo que destes, 4106 foram entrevistados e 3991 realizaram no
minimo um exame corporal. Dessa maneira, optou-se por considerar no
acompanhamento aqueles individuos que completaram as entrevistas, 0s quais, somados

aos Obitos, representaram um percentual de 81,3% de acompanhados.

Foram identificados 333 jovens residindo fora de Pelotas. Dessa forma, foi
realizado contato telefénico com a grande parcela destes jovens. Por motivo deste
contato foi possivel que 87 adolescentes fossem até a CC93 para responder aos
questionarios e realizar os exames corporais. Também foram feitas 50 entrevistas
telefonicas e os jovens apesar de terem sido convidados a comparecerem na CC93 para

realizarem 0s exames corporais, a maioria ndo compareceu.

Dos 4526 adolescentes localizados aos 18 anos de idade, 127 (2,3%) deles
recusaram-se a participar do estudo e 110 (2,0%) foram considerados como perdas, e

mesmo apos Varias tentativas para que participassem, eles ndo compareceram a CC93.

16. ATIVIDADES E FUNCOES DE RESPONSABILIDADE DA DOUTORANDA

* Colaboracdo na construcdo do questionario de frequéncia alimentar;

* Participacdo na localizacdo dos individuos homens da coorte, através de visitas
ao quartel durante o exame obrigatdrio, acompanhando a assistente de pesquisa
designada para a tarefa;

* Contribuicdo na selecdo da equipe de trabalho;

* Responsavel técnica pelas medidas antropométricas e pressdo arterial, bem
como pela elaboragdo dos manuais de instrugcdes e treinamento das
antropometristas;

* Participacdo no estudo piloto;

* Supervisora do trabalho de campo em turnos alternados com os demais
doutorandos da C93;
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* Responsavel pelo banco de dados juntamente com outro doutorando e

pesquisador da C93.
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Abstract

Background: Literature has presented conflicting results about the short- and long-term
effects of breastfeeding on bone mineral content (BMC) and bone mineral density
(BMD). We conduct a systematic review to assess the relationship between

breastfeeding and bone mass in children, adolescents and adults.

Methods: A literature review was concluded in September 2014 in MEDLINE, Web of
Science and LILACS databases and articles published between 1998 and 2013 were
included. Studies using dual-energy X-ray absorptiometry (DXA) instrument to assess
the bone mineral content and/or bone mineral density (BMD) of total body, lumbar

spine, femoral neck, or at least one of these sites were included in the review.

Results: From the 648 references identified, 11 were selected, ten of which had a
longitudinal design. All studies were conducted in high-income countries, six evaluated
the outcome in children, four in adolescents and one in young adults (<35 years). Of the
studies that assessed the outcome in childhood, two found a positive association and the
others showed a negative effect of breastfeeding on bone mass. In adolescence, three
studies showed a positive association between breastfeeding and bone outcomes.
Among adults, a negative effect of increased breastfeeding duration was observed only

in men.

Conclusions: There is no consensus on the effects of breastfeeding on bone mass at
different ages. The most consistent results about the positive effect of breastfeeding on

bone health are observed in adolescents.

Keywords: Absorptiometry; Breast feeding; Bone density; Review.
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Background

Development of the skeleton and subsequent bone health is influenced by a
complex interaction of genetic, demographic, socioeconomic, hormonal and
environmental factors [1]. Based on evidence from life course studies, early factors
inherent to the intrauterine period and early years of life can also influence bone

outcomes, as suggested by Barker’s hypothesis [2-4].

To the best of our knowledge, no evidence exists concerning the relationship
between intrauterine nutrition and bone mass. However, the association between
nutritional exposure during the first year of life and bone mass at different ages has been
assessed in some studies. With regard to breastfeeding, results of investigations into its
short and long-term effects on bone mineral content and/or density are conflicting.
Some authors have shown a positive effect of breastfeeding on bone mass in childhood
and adolescence [5-9]. However, other studies have found no association or a negative

effect of breastfeeding on bone mass outcomes [10-15].

The practice of breastfeeding is widely recommended by health bodies, given
the immediate health benefits for the infant, many of which persist into adult life [16].
In addition, knowledge on the early modifiable factors influencing bone mass
acquisition could allow prevention of osteoporosis and osteoporotic fractures, problems

that represent a major social and financial burden for society [17].

Therefore, the objective of the present review was to investigate the relationship
between breastfeeding and bone mass during childhood, adolescence and/or adult life.
In view of the heterogeneity in approaches for assessing the exposure of interest, it was
decided to perform a systematic review of the literature as opposed to a meta-analysis.

Methods

Search strategy

The literature search, concluded in September 2014, was carried out on the
MEDLINE/PubMed, Web of Science (WoS) and Literatura Latino-Americana e do
Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS) data bases using free terms for the searching of

references. Two groups of key words were created using the connectors “OR” and

131



“AND”, within each group and between the groups, respectively. The terms used for the

b

definition of bone mineral content or density were: “bone mass”, “bone density”, “bone
mineral density”, “bone mineral content”, “bone area”, “bone health” and
“osteoporosis” (first group). For the exposure of interest, the second group included the
terms “breast feeding”, “breast feeding, exclusive”, “breastfeeding”, “breastfeeding,
exclusive” and “milk, human”. There were no constraints on publication date or

language.

Inclusion/exclusion criteria of articles

The criteria for inclusion of articles were: being original; having evaluated the
relationship between breastfeeding and bone mineral content (BMC) and/or bone
mineral density (BMD) during childhood, adolescence or in adults; and having used the
Dual-energy X-ray Absorptiometry method (DXA) for assessing BMC and/or BMD of

the whole body, lumbar spine, neck of the femur or in at least one of these sites.

Studies involving animals or specific population groups such as volunteers,
twins and individuals who were sick, premature, with low birth weight or small for

gestational age were considered ineligible.

Selection and quality assessment of articles

After the search process, the references were imported into the software
EndNote X3 (Thompson Reuters, USA) and duplicate references excluded. All the
stages of article selection were performed independently by two authors (LCM and RB)
and, in cases lacking consensus, a third author (MCA) was consulted. Initially, the
authors performed a reading of the titles, excluding those which did not address the
association of interest or fulfil the previously defined inclusion criteria. Subsequently,
abstracts were read followed by full reading of those articles deemed relevant. After this
stage, the lists of references of the selected articles were checked, yielding no further

studies.

An adapted version of the scale proposed by Downs & Black [18] was used for
the assessment of the methodological quality of the selected articles. Adaptation was

required because some items in the original scale did not apply to the cross-sectional,
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observational or cohort studies. Thus, out of the original 27 items, a total of 17 were

assessed as shown in Table 1.

Each item was scored as 0 (no) or 1 (yes), with the exception of item four, which
was assigned scores of 0 (no), 1 (partially) or 2 (yes). Final score ranged from zero to 18
points. Based on the score attained, the articles assessed were classified as: low internal
validity (0-5 points), intermediate internal validity (6-11 points) and high internal
validity (12-18 points). The articles were assessed for these criteria independently by
two authors (LCM and RB) and, in cases without consensus, a third author (MCA) was

consulted.
Results

A total of 648 references were retrieved, comprising 380 on Pubmed, 251 on
WoS and 17 on the LILACS databases. After exclusion of 100 duplicated references,
548 were selected for reading of the titles. Upon conclusion of the selection process, 11
articles were included in the review. All phases of the reference selection process, as
well as the number of studies included and excluded at each stage, can be seen in the

flow chart depicted in Figure 1.

The main characteristics of the 11 articles included in this review are given in
Table 2. All of the studies were published in English between 1998 [13] and
2013 [5,8,11], comprising ten cohort studies [5-12,14,15] and one cross-sectional
studies [13]. Sample sizes ranged from 35 [13] to 599 [12] subjects. Six of the studies
assessed outcome in children (<10 years) [5,7,10,12,13,15], four tracked adolescents
(10-19 years ) [6,8,9,1] and one involved young adults (<35 years) [14]. All the studies
were carried out in high-income countries. Median score obtained on the Downs &
Black assessment was 15 points (minimum 10 and maximum 16 points). Based on the
results of this assessment, nine out of the eleven articles were classified as having high

internal validity.

The breastfeeding variable was assessed differently by the studies. Three
studies [11,13,15] assessed the effect of exclusive breastfeeding (EBF) compared to
infant formula feeding. Of the breastfeeding studies, one assessed EBF up to the third
month of life [11], one from birth to the fourth month [15] and the other up to the fifth
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month of life [13]. Five studies assessed the effect of breastfeeding (yes/no) irrespective
of mode or duration [5-8,10]. Five studies [7-9,12,14] assessed the effect of duration of
exclusive breastfeeding (irrespective of type) on bone mass measurements. Only one
study [9] assessed the effect of duration of EBF on BMC and BMD.

With regard to bone mass measurements, of the eleven studies, eight assessed
BMC and BMD [6,7,9,11-15], two assessed BMC only [5,10] while one evaluated
BMD only [8]. Regarding the anatomical sites studied, three studies assessed bone mass
at three sites: whole body, lumbar spine and neck of the femur [5,7,14]; three studies
assessed whole body only [10,12,15]; one investigated lumbar spine only [13] whereas
four studies assessed both whole body and lumbar spine [6,8,9,11].

Effect of breastfeeding on bone mineral mass

Among the studies assessing the association of interest in children, two found a
positive association between breastfeeding and bone mass measurements [5,7]; one
showed a negative effect of exclusive breastfeeding [10] while three observed no
association at all [12,13,15]. Among the outcome assessments during adolescence, three
studies detected a positive association between breastfeeding [6,8] and longer duration
of EBF [9] with bone outcomes while one study found no association [11]. For the
study performed in adults [14], a negative effect of longer exclusive breastfeeding on

BMC and BMD was found in male subjects only.

Discussion

The number of relevant articles found in the present review was small,
evidencing the reduced number of studies assessing early feeding determinants of bone
mineral mass in later life. This low number might be because the present review only
assessed the effect of breastfeeding on bone mineral mass in individuals born at term
with normal weight for gestational age. Studies conducted in preterm newborns were
excluded (<37 weeks” gestation), since this group potentially has suboptimal
mineralization, given that bone mineral deposition is most intense and rapid during the
third trimester of pregnancy [19]. Consequently, these neonates tend to exhibit mineral
deficiency at birth, a situation often aggravated by practical difficulties in ensuring

adequate intake of minerals during the neonatal period [19]. Thus, it is likely that effects
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of breastfeeding on bone mineral mass, over the short and long-term, in preterm infants

differs from those observed in term infants.

Although the literature has confirmed the influence of early feeding exposures
on body composition in later life, the relationship between breastfeeding and bone
mineral mass is complex. In the present literature review, the studies which found a
positive effect of breastfeeding (irrespective of type or duration) on BMC and/or BMD
showed that breast milk-fed infants had greater bone mass in the first year of life [5], at
the age of 8 [7] and at 16 [6,8] years of age, compared to formula-fed infants. Human
milk contains lower levels of the nutrients essential for bone mineralization, such as
calcium, phosphorus and vitamin D [7], compared to infant formulas and other types of
milk. Notwithstanding, there are several explanations for the beneficial effect of breast
milk, namely: (1) despite the lower concentration of calcium and phosphorus in human
milk, the bioavailability and absorption of these nutrients is greater than other types of
milk [7]; (2) consumption of breast milk results in the intake of 200mg of calcium per
day on average [20,21], a sufficient amount to promote good skeletal development
during infancy, which can persist into later life; and also, (3) the potentiating effect of
breast milk on bone development may stem from a non-nutritional factor [19].
Furthermore, early exposure to breast milk, albeit for a brief period, can lead to changes
in the programming of bone cells, resulting in greater bone mass in later life [23].

With respect to breastfeeding duration, Jones et al. [7] showed that children
breast fed for longer (=3 months) had higher bone mass values at eight months of life.
Molgaard et al. [9] also observed a direct relationship between duration of breastfeeding
and bone mass in young adults aged 17 years. By contrast, Pirila et al. [14] found that
males breast fed for less than three months had higher BMC and BMD at 32 years of
age than males breast fed for longer periods (greater than seven months). One
explanation for this finding is that in the first six months of life, the level of calcium
present in breast milk is relatively constant, falling by 20-30% when lactation continues
beyond the sixth month [24]. From the sixth month, if the child does not have a
nutritionally sufficient and adequate supplementary diet, the calcium level in breast milk
may be insufficient to promote normal growth and bone development. In addition,

intestinal absorption and urinary excretion of calcium may be positively or negatively
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affected by other types of milk consumed, impairing the bone mineralization

process [25].

It is noteworthy that although the studies included in this review were conducted
in high-income countries, the different contexts between these countries may have
attributed to the inconsistent associations found. Studies observing a positive
association between breastfeeding and bone mass were conducted in countries where
the practice of breastfeeding is known to be more commonplace, such as Denmark and
Australia [6,9]. Conversely, in countries where the practice is stymied culturally, a

negative or absence of association was observed [10,12,15].

A notable limiting factor of this review was the lack of homogeneity in the
approach adopted for assessing breastfeeding among the selected studies. This aspect
precluded the determination of an overall measurement of the effect of breastfeeding on
bone mass from a meta-analysis. Another relevant limitation was that the studies
controlled for different confounding factors which, to some degree, hampered
comparison of the findings. A negative yet important aspect concerns the low number of
studies providing data stratified by gender. Boys and girls are known to reach peak bone
mass at different ages, with differences most marked during the prepubertal
stage [1,26,27].

However, it is important to point out that this review was performed
systematically by two authors independently using a broad set of key-words and no
limitations on publication date. Of the studies included, most were longitudinal in
design, strengthening the causality relationship of the associations found while lowering
the chance of the reverse causality inherent to cross-sectional studies [1,27]. In addition,
the review included studies assessing bone mass using DXA, considered the gold
standard for measuring BMC/BMD by the International Society for Clinical
Densitometry [28]. This inclusion of studies that only employed DXA for assessing
bone mass ensured high validity and comparability of the BMC/BMD measurements
collected by the studies. Also, the methodological assessment of the articles included in

this review suggested they are of sufficient quality, i.e. have high internal validity.

Conclusions
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In conclusion, the results of the present review were conflicting across the
different age groups. Analysis of the results stratified by age group revealed a lack of
consensus among the studies assessing outcome in infancy; evidence of a positive effect
of breastfeeding on bone mass measurements in adolescence; and a failure to reach a
conclusion regarding the effect in adulthood, given that only one such study was
included in the review and that effects were observed only among men. Taken together,
these results suggest that breastfeeding exerts a greater effect in the long-term,
particularly in adolescence, a phase during which around 90% of peak bone mass is
attained [29]. In view of the small number of studies supporting these conclusions,
further studies are needed, particularly among low-middle income countries. This
information is fundamental, not only to inform policies on feeding and nutrition during
infancy and adolescence, but also for policies for reducing chronic diseases in
adulthood.
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Figure legends

Figure 1_Short title: Systematic review’s flow chart. Detailed legend: Systematic
review’s flow chart of articles assessing the association between breastfeeding and bone

mass measured by DXA at different ages. September, 2014.
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Table 1 Criteria for evaluation adapted from Downs & Black.

Criteria

1. Is the hypothesis/aim/objective of the study clearly described?

2. Are the main outcomes to be measured clearly described in the Introduction or
Methods section?

3. Are the characteristics of the subjects included in the study clearly described? *

4.  Are the interventions of interest clearly described? **

5. Are the distributions of principal confounders in each group of subjects to be
compared clearly described?

6.  Are the main findings of the study clearly described?

7. Does the study provide estimates of the random variability in the data for the main
outcomes?

8. Have all important adverse events that may be a consequence of the intervention been
reported? **

9. Have the characteristics of subjects lost to follow-up (refusals) been described? *

10. Have 95% confidence intervals and/or p values been reported for the main
outcomes, except where the p value is less than 0.001? *

11. Were the subjects asked to participate in the study representative of the entire
population from which they were recruited?

12.  Were those subjects who were prepared to participate representative of the entire
population from which they were recruited? **

13.  Were the staff, places, and facilities where the patients were treated, representative of the
treatment the majority of patients receive? **

14. Was an attempt made to blind study subjects to the intervention they have received? **

15.  Was an attempt made to blind those measuring the main outcomes of the intervention? **

16. If any of the results of the study were based on “data dredging”, was this made
clear?

17. In trials and cohort studies, do the analyses adjust for different lengths of follow-up of
patients, or in case-control studies, is the time period between the intervention and
outcome the same for cases and controls? **

18.  Were the statistical tests used to assess the main outcomes appropriate?

19.  Was compliance with the intervention/s reliable? **

20.  Were the main outcome measures used accurate (valid and reliable)?

21.  Were the groups to be compared recruited from the same population? *

22.  Were the study subjects recruited over the same period of time? *

23.  Were study subjects randomised to intervention groups? **

24. Was the randomised intervention assignment concealed from both patients and health care
Staff until recruitment was complete and irrevocable? **

25. Was there adequate adjustment for confounding in the analysis from which the
main findings were drawn?

26.  Were losses of subjects to follow-up taken into account? *

27. Did the study have sufficient power to detect a clinically important effect where the

probability value for a difference being due to chance is less than 5%?

* Questions adapted for observational studies;
** Questions disregarded in this assessment by not apply to observational studies.
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Table 2 Characteristics of studies included in the systematic review (n=11).

Author
Place/Year Design studies Age** Sex N Exposure Outcome Association Statistics Adjustment
Score*
Papers evaluating children
Park™ 35 Exclusive BF BMC and Multiple Age and body
Korea 1998  Cross-sectional ~ 2-5 months Both 18 BF (from birth to 5 BMD spine No regression weight
10* 17 FF
months)
Butte™ 76 , Pearson .
0.5, 12 and Exclusive BF (from BMC whole ; Current weight
US 2000 Cohort 24 months Both 40 BF birth to 4 months) body Yes () _correlatlon af‘d and length
13* 36 FF . linear regression
Duration of BF
Sex, current
BF (no, yes) weight and length,
Jones’ 330 Duration of BF (not, BIIB\)/II\/Iljcvx?r?gle Multiple linear age solids
Australia 2000 Cohort 8 years Both 175 BF less than 3 months, 3 . Yes (+) pie ! introduced, sports
* body, spine, regression AR
16 151 FF months or larger) participation,
femoral neck .
sunlight exposure
and current
calcium intake
Young™ 178 : .
EUA 2005 Cohort 4 years Both s7ge  £Xclusive BF (from — BMCand No Analysis of Crude
birth to 4 months) BMD whole variance
10* 121 FF body

*Score by Downs & Black. **Age outcome. BF: breastfeeding. FF: formula-feeding. aBMD: areal bone mineral density (g/cm?).
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Continuation

Author
Place/Year Design studies Age** Sex N Exposure Outcome Association Statistics Adjustment
Score*
Papers evaluating children
Bone area,
weight, height,
childhood milk
Duration of BF (never mtt)?lf[f]’ Vr\llweaitetzpal
Harvey'* tried, <1 month, 1-3 BMC and Correlation and social clgssl
UK 2009 Cohort 4 years Both 599 months, 4-6 months, BMD whole No I . , '
- inear regression  mother’s prudent
16 7-11 months, 12 body . -
diet score, parity,
months or more) . o
physical activity,
body build
(triceps skinfold
thickness) and
smoking
Age, sex, race,
gestational age,
Andres® 3 6.9 and BMC whole L ogistic birth weight, birth
EUA 2013 Cohort . Both 207 BF (no, yes) body, spine, Yes (+) gist length, food
12 months regression .
15* femoral neck history and
socioeconomic
status of the
mother

*Score by Downs & Black. **Age outcome. BF: breastfeeding. FF: formula-feeding. aBMD: areal bone mineral density (g/cm?).
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Continuation

Author
Place/Year Design studies Age** Sex N Exposure Outcome Association Statistics Adjustment
Score*
Papers evaluating adolescents
BMC and
Foley® BF (no, yes) reported L .
Australia 2009 Cohort 16 years Both 183 by the mother aBMD whole Yes (+) Log'St.'C Age, W'T:'ght and
. body and regression height
15* approximately 1 spine
month after birth P
Duration of exclusive
Molgaard® BF and any BF up to 9 B?/IlvllDCV\?r?gle Sex. weight and
Denmark 2011 Cohort 17 years Both 109 months. If the infants Yes (+) Correlation » WElg
- body and height
15 were breastfed at least 4
spine
once a day, they were
classified as breastfed
Fewtrell"* 323 BMC and Ses);éagewz?bﬁtrtal
UK 2013 Exclusive BF (rom  BMD whole Multiple g€, WeIght,
16% Cohort 10 years Both 120 BF birth to 12 weeks) body and No regression helg_ht, cur(er)t
203 FF Spine physical activity
P and calcium
intake
BF at 1 month (no,
Joqes8 yes) and BF at 3 BMD whole Multivariable Sex, age, current
Australia 2013 Cohort 16 years Both 415 months (no, yes) body and Yes (+) linear rearession  wei ’ht aﬁ d height
16* Duration of BF spine g g g

(never, <25 days and
> 25 days)

*Score by Downs & Black. **Age outcome. BF: breastfeeding. FF: formula-feeding. aBMD: areal bone mineral density (g/cm?).
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Continuation

Author
Place/Year Design studies Age** Sex N Exposure Outcome Association Statistics

Score*

Adjustment

Papers evaluating adults

Duration BF from

. BMC and
pirila’ o BE e me. BMDwhole oo Mukivariate
Finland 2011 Cohort 32 years Both 158 . . ° body, spine ; y analysis of
intermediate BF >3 in men .
15* and femoral covariance
but <7 mo and neck

prolonged BF >7 mo)

Gender, dietary
intake of calcium,
teen-age and
current physical
activity, smoking
history, alcohol
consumption,
pregnancies,
fractures, weight,
height, BMI,
weight changes
during adult life
and birth weight

*Score by Downs & Black. **Age outcome. BF: breastfeeding. FF: formula-feeding. aBMD: areal bone mineral density (g/cm?).
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MEDLINE Web of Science LILACS
380 papers 251 papers 17 papers

y

[ 648 papers 100 papers excluded (duplicated) ]
A
548 papers evaluated
P Ft;y tit|\é - 521 titles excluded ]

14 papers excluded:
27 papers evaluated pap

by abstract

- 1 review
- 7 did not use DXA
- 6 did not study association of interest

2 papers excluded:
- 1 did not use DXA
- 1 did not evaluated exposure of interest

Review of the references from the selected
papers:

11 papers selected 0 papers included

13 papers evaluated
by full text

‘Aﬁi T I 1

Total of papers included:
11 papers

Figure 1

146



2. Artigo original 1

Aceito para publicacédo pela revista PLOS ONE.



Breastfeeding and bone mass at the ages of 18 and 30: prospective analysis of live
births from the Pelotas (Brazil) 1982 and 1993 cohorts

Authors:

Ludmila Correa Muniz', Ana Maria Baptista Menezes', Maria Cecilia Formoso
Assuncio’, Fernando Cesar Wehrmeister, Jeovany Martinez-Mesa®, Helen Gongalves®,
Marlos Rodrigues Domingues?, Denise Petrucci Gigante', Bernardo Lessa Horta®,

Fernando C. Barros®

! Post-Graduate Program in Epidemiology. Federal University of Pelotas. Brazil.

2 Post-Graduate Program in Physical Education. Federal University of Pelotas. Brazil.

Corresponding author:
Ludmila Correa Muniz

e-mail: ludmuniz@yahoo.com.br

Post-Graduate Program in Epidemiology, Federal University of Pelotas. Brazil.
Rua Marechal Deodoro 1160 (3° andar). CEP: 96020-220. Pelotas, Rio Grande do Sul,
Brasil. Phone: +55 (53) 3284-1302 Fax: +55 (53) 3284-1300

Author contributions
Design: all authors; Data collection LCM, JMM and FCW; Statistical analyses: LCM;
First draft of manuscript: LCM. Revisions of different versions of the manuscript: all

authors. All authors read and approved the final manuscript.

Conflict of interest

The authors declare that they have no conflict of interest.

148


mailto:ludmuniz@yahoo.com.br

Abstract

Objective: To evaluate the effect of total breastfeeding, breastfeeding duration and type
of breastfeeding at 3 months of age on bone mass at 18 and 30 years.

Study design: A prospective, longitudinal study was conducted with two birth cohorts
(1982 and 1993) in Pelotas, Southern Brazil. Measurements of bone mineral content
(BMC) and bone mineral density (BMD) at 18 and 30 years of age were obtained by
dual-energy X-ray absorptiometry (DXA). Information on breastfeeding was collected
during the first 4 years of life. Analyses were performed by linear regression and
stratified by sex.

Results: A total of 1109 and 3226 participants provided complete information on
breastfeeding in early life and bone mass at 18 and 30 years, respectively. No
association between breastfeeding and bone mass was observed in women at both ages
nor among men at age 30. Among men at the age of 18, BMC and BMD were higher
among those breastfed regardless of duration (p=0.032 and p=0.043, respectively).
Conclusions: Despite a very weak positive effect of breastfeeding (yes/no) on BMC
and BMD at age 18 in men, most findings pointed to a lack of association between
breastfeeding and bone mass until young adulthood.

Keywords: Absorptiometry; breastfeeding; bone mass; cohort studies.
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Introduction

Osteoporosis is a leading cause of morbidity and mortality worldwide,
particularly because of its association with bone fractures later in life (1-3). Bone
density, a major predictor of fractures, is a result of the balance between the amount of
bone mass gained earlier in life (peak bone mass) and subsequent bone loss (4).

Many genetic and environmental factors have been suggested as determinants of
peak bone mass, which is attained between late adolescence and early adulthood (5, 6).
During the life-course, early eating patterns such as breastfeeding, may also influence
the accumulation and subsequent preservation of bone mass (7-9). The plausibility for a
protective effect of breast milk has been described as a consequence of increased
bioavailability and absorption of nutrients such as calcium and phosphorus, when
compared to other types of milk (10). Another suggested mechanism is the potentiation
effect of human milk on bone development, which may be due to the presence of some
non-nutritional components, such as growth factors and hormones (11). Furthermore,
early exposure to breast milk, even if for short periods, could lead to changes in the
programming of bone cells, resulting in increased bone mass later in life (12).

Despite these benefits, the literature has presented conflicting results regarding
the short- and long-term effects of breastfeeding on bone mineral content (BMC) and/or
bone mineral density (BMD). Some studies have shown a positive effect of
breastfeeding on bone mass in childhood and adolescence (10, 13-15), while others
report lack of association or negative effects (16-20).

Therefore, the aim of the present study was to evaluate the effect of total
breastfeeding, breastfeeding duration and type of breastfeeding at three months of age
on BMC and BMD at 18 and 30 years, among individuals enrolled in the 1982 and 1993

Pelotas birth cohorts.

150



Methods
Participants

All live births from 1982 and 1993 of residents in the city of Pelotas, Rio Grande
do Sul, Brazil, were considered eligible for two birth cohort studies, which included
5914 and 5249 participants, respectively. Methodological details of the studies can be
found elsewhere (21-23).

In the present analysis, all participants of the 1982 birth cohort and young adults
from a subsample of the 1993 cohort who had complete data on breastfeeding in the
first four years of life were included. The subsample from the 1993 cohort included all
low birth weight children (<2500g), plus a random sample of 20% of the remaining

original cohort (23, 24) (Fig 1).

All follow-ups of the Pelotas Birth Cohorts were granted approval from the local
Ethics Committee. At all stages, the participants (or their legal guardians) signed an

informed consent form.

Breastfeeding assessment

Breastfeeding information was obtained prospectively during the first four years
of life, by home interviews with mothers. In our analysis, breastfeeding was included as
a dichotomous variable (yes/no); and as an ordinal variable, in which the total duration
of breastfeeding, whether exclusive, predominant or partial, was categorized in months
(never; 0.01-1.00; 1.01 to 3.00; 3.01- 6.00; 6.01 to 12.00; and > 12.00). The pattern of
breastfeeding at three months of age was classified into four groups: "exclusive"
(children who received only breast milk and no other liquid or solid foods);

"Predominant” (children who received liquids other than breast milk, such as water and
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other water-based liquids such as fruit juice or tea); "Partial™ (children who received, in
addition to breast milk, food supplements with other types of milk, such as cow's milk
or formulas, or semi-solid / solid food) and "weaned" (children who did not receive
breast milk) (25). For the analysis, and due to the small number of observations, we
chose to combine the categories "exclusive™ and "predominant” (few children were

exclusively breastfed at three months of age).

Bone mineral content and density

Our outcomes, whole body BMC (g) and BMD (g/cm?) were assessed at the
time of follow-ups at ages 18 and 30, in the 1993 and 1982 birth cohorts, respectively.
Both measures were obtained by Dual-energy X-ray Absorptiometry (DXA) (Lunar
Prodigy Advance - GE®, Germany) (26) and analyzed continuously. Participants
presenting any of the following exclusion criteria were not examined: pregnancy or
suspected pregnancy; individuals in wheelchairs; with osteo-articular disabilities;
wearing non-removable metallic objects (e.g. screws, earrings or piercings); and
extremely obese individuals (weight exceeding 120 kg) or those taller than 192 cm (Fig

1).

Covariates

The following variables from the perinatal studies were used as potential
confounders: family income (minimum wages); maternal education (years of
schooling); maternal age (years); maternal skin color; maternal smoking during
pregnancy; parity (number of previous children); gestational age at birth (weeks); birth
weight (grams); and skin color. Further information about z-scores of height-for-age at

12 months (cohort 1993) and 24 months (cohort 1982) were used, according to World
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Health Organization for children under five (27). Analysis on both cohorts were also
adjusted for total physical activity (minutes/week); the 1993 cohort was additionally
adjusted for calcium intake (mg/day adjusted for total calories) at 18 years; this latter
variable was not available for the 1982 cohort. All analyses were adjusted for height and
weight at the age of 18 (1993 cohort) and 30 (1982 cohort), because body size is highly

correlated with bone mass.

Statistical analyses

Statistics were performed using the Stata 12.1 (Stata Corp., College Station,
Texas, EUA) software package and stratified by sex, given the evidence suggesting
gender differences in bone mass accumulation (28, 29). Descriptive analyses were
performed using absolute and relative frequencies for categorical variables and mean
and standard deviations (SD) for numeric variables (median and interquartile range for
asymmetric variables). Mean and SD of outcomes according to main exposures were
obtained by analysis of variance (ANOVA) or the Kruskal-Wallis test. In unadjusted
and adjusted analysis, the B coefficients, 95% confidence intervals (95% CI) and p-
values of the Wald’s test for heterogeneity were obtained by linear regression. When
adjusting for potential confounders, the variables were included in the regression
following a complete fit model, regardless of their significance level with the outcome
of the bivariate analysis. Results related to the 1993 birth cohort were weighted to
match the proportion of low birth weight in the overall population from the perinatal

study.

Results
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Out of the 5332 participants in the 1982 cohort and 1440 young adults in the
subsample of the 1993 cohort, for whom information on maternal breastfeeding in the
first four years of life was available, 3226 and 1109 had undergone full body scans at 30
and 18 years of age, respectively, and were included in the analyses. Table 1 shows that,
among those born in 1982, there was no statistically significant difference in most
variables between participants included in the analyses and individuals not assessed
(N=2106). However, a greater proportion of individuals with a family income of less
than or equal to three minimum wages (69.9% versus 68.0%), a lower percentage of
male participants (47.9% versus 56.5%) and of premature newborns (5.5% versus 5.6%)
and lower mean weight (74.4+15.7 kg versus 96.7+29.1 kg) and height at 30 years of
age (1.67+0.09 m versus 1.71+0.11 m) was observed in individuals assessed than in
those not included in the analyses. Among the participants in the 1993 cohort, a lower
mean weight (65.3+13.9 kg versus 81.5+£28.5 kg) was seen in participants included in
the analyses than in individuals not assessed (N=331). Moreover, the young adults were
more physically active (671.9+754.7 min/week versus 470.0+567.1 min/week).

Among those born in 1982 and 1993, females accounted for 52.1% and 50.2% of
the samples, respectively, and had lower BMC and BMD when compared to males:
mean BMC and BMD at 30 years was 2544.6 +391.6g and 1.165 +0.08g/cm? in women
versus 3195.4 +466.4g and 1.274 +0.10g/cm? in men, respectively, while mean values
of BMC and BMD at 18 years were 2411.65 +404.6g and 1.135 +0.08g/cm? in women
versus 2947.9 +468.2g and 1.222 +0.10g/cm? in men, respectively (p <0.001 for both
outcomes and studies) (Table 2).

With respect to the exposures of interest, among those born in 1982, around
8.0% were not breastfed (7.6% of girls and 8.1% of boys) whereas among those born in

1993, 5.0% of the sample never received breast milk (2.8% of girls and 4.4% of boys).
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At three months, 47.2% of births in 1982 and 40.1% of those born in 1993 had already
been weaned. The median total duration of breastfeeding was 3.0 months [25"
Percentile (P25): 1.0 — 75™ Percentile (P75): 6.0] among boys and 3.0 months (P25: 1.0
- P75: 7.0) among girls born in 1982 compared with 3.0 months (P25: 1.5 - P75: 8.0)
among boys and 3.5 months (P25: 1.5 - P75 12.0) among girls born in 1993.

Table 2 presents the descriptive analysis of outcomes according to breastfeeding
variables, stratified by sex, for both studies. Among men, the variables full
breastfeeding in months and pattern of breastfeeding at three months, were associated
with both outcomes at 30 years of age. When bone mass was assessed at 18 years, only
total breastfeeding (in months) was associated with BMD (p=0.027), but with no dose-
response effect. Among women, no breastfeeding variables were associated with
outcomes assessed at 30 years of age; however at the age of 18, women who had been
breastfed, regardless of duration, had higher BMC compared to those who were never
breastfed (p=0.025).

Table 3 displays the crude and adjusted coefficients of the associations between
breastfeeding and BMC at 18 and 30 years for men and women. No evidence was
observed between breastfeeding variables and BMC in women in both studies. Among
men, higher values of BMC were observed at age 18 among those who had been
breastfed for any period of time compared to those never breastfed (crude and adjusted
analyses). Also among males, the total maternal breastfeeding variable in months was
associated, in the crude analysis only, with BMC at 18 and 30 years, although the
association did not exhibit a tendency pattern. Higher BMC at 30 years was also
observed among men exclusively/predominantly fed maternal milk up to the third
month of life, compared to those who had already been weaned. However, this effect

disappeared after adjusting for confounding factors.
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Table 4 presents the crude and adjusted coefficients of the association between
breastfeeding variables and BMD at 18 and 30 years, stratified by sex. In females, only
categorical breastfeeding in months showed an association with BMD at the age of 18.
However, the effect was lower and statistical significance was no longer observed after
adjusting for potential confounders. In men, as observed for BMC, only crude analysis
resulted in statistically significant associations between categorical breastfeeding and
BMD at 30 years. Among men aged 18 years, using dichotomous breastfeeding, both
crude and adjusted analyses showed that BMD was higher among those who had been
breastfed. When analyzing total breastfeeding (in months), similar results for BMC
were observed. A higher BMD at 18 years was found among men breastfed for less than
one month (B crude=0.051 95%CI 0.016; 0.087) and from 6.01 to 12 months (B
crude=0.060 95%CI 0.023; 0.097) compared to those not breastfed, where this effect

disappeared after adjusting for confounders.

Discussion

Current evidence shows that the effect of breastfeeding on bone mass may
extend beyond childhood, in accordance with Barker’s hypotheses (13, 20). With
respect to the main results of our study, after adjusting for potential confounders, we
failed to detect any effect from the exposure to breast milk on bone health of women in
both the cohorts or in men at 30 years of age. In males, only the maternal breastfeeding
variable (yes/no) was associated with bone mass at 18 years of age, with greater BMC
and BMD at 18 years observed among those who had been breastfed for any length of

time compared to those never breastfed.
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However, exposure to breast milk at least once in a lifetime was enough to
classify the individual as breastfed, which is a weakness of this variable; thus, the
positive effect observed in males should be interpreted with caution.

Although the effects of early dietary exposures on body composition in later life
are well described in the literature, the relationship between breastfeeding and bone
mineral mass is still poorly understood. Only two studies indicated a positive effect of
breastfeeding on bone health in late adolescence (13, 15). Jones et al., (13) evaluated
415 adolescents (16 years) from a Tasmanian cohort. The study showed that infants
who were born full-term and breastfed had higher BMD (whole body, lumbar spine
lumbar and femoral neck) compared to non-breastfed infants, and larger effects were
observed among those breastfed for longer (above three months). In the study by
Molgaard et al., (15) the authors also observed a direct relationship between the
duration of breastfeeding and bone mass at 17 years of age. Both studies indicated a
dose-response relationship between breastfeeding length and bone mass, in contrast
with that observed in the present study. Several hypotheses have been postulated to
explain the beneficial effect of breastfeeding and prolonged breastfeeding. The most
common theory implicates greater bioavailability and absorption of calcium and
phosphorus in human milk compared to other types of milk (10). Moreover, the
consumption of breast milk results in an average intake of 200mg of calcium per day
(30, 31), sufficient to promote good skeletal development in childhood, which can be
observed later in life (32). Also, the presence of hormones and growth factors in human
milk may enhance its effect on bone development (11) while early and prolonged
exposure to breast milk may lead to changes in the programming of bone cells, resulting

in long-term increased bone mass (12).
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As previously mentioned, the studies that found an association between
breastfeeding and bone mass (13, 15) reported positive effects of breast milk in both
men and women. In the present study, no effect of breastfeeding was observed on BMC
and BMD in women at 18 and 30 years of age. In this regard, some authors have
suggested that among women, unlike men, hormonal factors, lifestyle, such as smoking,
physical activity, calcium intake and body composition are more important for bone
health than early dietary characteristics such as breastfeeding (33). In an attempt to test
this hypothesis, adjustments to mediators such as physical activity level, daily calcium
intake, and body mass index at 18 and 30 years of age were made. However, after these
adjustments results were unchanged. Other analyses were also performed to elucidate
the lack of association among women. Initially, we assumed that as men are taller than
women (about 1.61m and 1.74 m, respectively, in both studies, p <0.001; data not
shown) and given that bone mass correlates with height, this could be an explanation for
the observed difference between sexes regarding breastfeeding and bone mass.
However, the height of the participants did not differ according to breastfeeding
variables and was not identified as a mediator of the relationship between breastfeeding
and bone mass. In conclusion, we could not fully explain the differences between men
and women and cannot rule out the possibility that the positive results observed in men
at the age of 18 were due to chance.

A limitation of this study was that exclusive breastfeeding was not analyzed
dichotomously. However, we chose not to use the dichotomous variable because, at the
time of the studies, the policy on breastfeeding in Brazil was nonexistent or relatively
recent (34) and the median length of exclusive breastfeeding among children from the
1982 and 1993 Pelotas birth cohorts was less than a week (35). Another reason for not

using the dichotomous variable was owing to the small percentage of participants in the
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1993 cohort exclusively breastfed at three months of age (only 7.0%), a much lower
proportion than for those born in 1982. Consequently, a cut-off point of three months
was adopted for the pattern of breastfeeding variable.

Another limitation of the present study was the lack of adjustment for daily
calcium intake at 30 years in the 1982 cohort, because this information was unavailable.
This latter factor may represent a significant limitation to elucidating the relationship
between breastfeeding and bone mass at 30 years of age, given that calcium is a key
nutrient for the formation and subsequent maintenance of bones.

Furthermore, the fact that only one subsample of the 1993 cohort was analyzed
may also be regarded as a limitation of the study, in as far as a smaller sampling size
may have impacted the power of the study; however, the results obtained from the
subsample proved similar to those observed for the 1982 cohort which included all the
participants.

On the other hand, the positive aspects of this study hinge on the prospective
nature of data collection, for both exposures and confounders, thus ruling out recall
bias. Another strength of this study was that measures of BMC and BMD were obtained
via DXA, considered the gold standard by the International Society for Clinical
Densitometry (36) to assess bone mass. Another important characteristic was the age at
which the outcome was measured, as most studies published to date have evaluated
bone mass during childhood (10, 16, 17). If bone mass is measured in late adolescence,
a period when many intense and rapid body changes occur impacting body composition
in adulthood (37), then this allows the assessment of whether the effects of early

nutrition extend beyond childhood.

Conclusions
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The present study investigated the effect of breastfeeding on BMC and BMD
assessed by DXA, a technique considered the gold standard for assessing bone mass in
two birth cohorts.

Although a very weak positive association was observed for the variable
breastfeeding (yes or no) among men at 18 years old, these results were not consistent
between the two periods; most of the findings from this study failed to show a direct

association between breastfeeding and long-term effects on bone mass.
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Figure legends

Figure 1_Short title: Flowchart. Detailed legend: Description of the 1982 and 1993
Pelotas Birth Cohorts. Endnotes: 1 Subjects excluded of DXA scan: pregnant or
suspected pregnancy (n=72); individuals in wheelchairs or with osteo-articular
disabilities (n=5); losses/refusals or subjects with wearing non-removable metallic
objects (e.g. screws, earrings or piercings) (n=192); extremely obese individuals (n=73)
or those taller than 192 cm (n=10); 2 Subjects excluded of DXA scan: pregnant or
suspected pregnancy (n=60); individuals in wheelchairs or with osteo-articular
disabilities (n=11); losses (n=10); subjects with wearing non-removable metallic objects
(e.g. screws, earrings or piercings) (n=78); extremely obese individuals (n=14) or those

taller than 192 cm (n=13).
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Table 1 Characteristics of the participants with complete data compared with participants not included in the analysis. The 1982 and 1993 Pelotas Birth

Cohorts. Brazil.

1982 (N=5332)
N

Mean (SD); %

1993 (N=1440)
N

Mean (SD); %

Variables Participants Participants | Participants Participants I
included in the excluded from the p-vafue included in the excluded from the p-value
analysis analysis' analysis analysis'
N=3226 N=2016 N=1109 N=331
Sex N=3226 N=2106 <0.001° N=1109 N=331 0.839°
Males 47.9 56.5 49.8 50.5
Females 52.1 435 50.2 495
Family income (minimum wages) N=3211 N=2098 0.010° N=1094 N=322 0.541°
<1 20.1 21.6 17.8 21.2
1.1-3.0 49.8 46.4 44.3 43.1
3.1-6.0 19.2 18.6 22.6 19.8
>6.0 10.9 134 15.3 15.9
Maternal skin color N=3225 N=2104 0.772° N=1109 N=331 0.168°
White 82.1 81.8 77.8 81.6
Non-white 17.9 18.2 22.2 18.4
Maternal education (years) N=3222 N=2105 0.306° N=1106 N=331 0.454°
0-4 324 325 26.3 28.8
5-8 43.0 40.9 48.1 43.6
9-11 10.9 11.6 17.6 174
>12 13.7 15.0 8.0 10.2
Maternal age (years) N=3226 N=2105 0.378° N=1109 N=331 0.198°
<20 14.8 16.2 14.4 18.6
20-34 74.8 73.9 74.8 69.9
>34 10.4 9.9 10.8 11.5
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Continuation

1982 (N=5332)

N
Mean (SD); %

1993 (N=1440)

N
Mean (SD); %

Variables Participants Participants | Participants Participants |
included in the excluded from the ~ P~V&U€ included inthe  excluded from the ~ P~ V&4€
analysis analysis® analysis analysis’
N=3226 N=2016 N=1109 N=331
Maternal smoking during pregnancy N=3226 N=2106 0.110° N=1109 N=331 0.354°
No 65.5 63.4 67.6 64.7
Yes 34.5 36.6 32.4 35.3
Parity (number of previous children) N=3226 N=2105 0.049° N=1109 N=331 0.151°
None 39.6 38.8 33.2 37.2
1 29.2 26.9 28.5 24.7
2 16.1 16.6 21.3 171
3 6.3 8.1 6.8 7.2
>4 8.8 9.6 10.2 13.8
Gestational age at birth (weeks) N=2597 N=1665 0.017® N=1104 N=328 0.723°
<34 0.5 0.6 1.7 2.6
34-36 5.0 5.0 8.2 8.9
37-40 68.0 72.1 88.0 86.5
> 40 26.5 22.3 2.1 2.0
Birth weight (grams) N=3225 N=2105 0.293° N=1107 N=330 0.420°
< 2500 7.1 8.3 9.9 8.1
2500-2999 23.8 23.2 23.2 26.7
3000-3499 38.1 38.8 41.2 40.3
3500-3999 25.2 23.4 20.1 17.7
> 4000 5.8 6.3 5.6 7.2
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Continuation

1982 (N=5332)

Mean (SD); %

1993 (N=1440)

Mean (SD); %

Variables Participants Participants _value Participants Participants _value
included in the excluded from the P included in the  excluded from the P
analysis analysis® analysis analysis’
N=3226 N=2016 N=1109 N=331
Skin color N=3225 N=357 0.190° N=1063 N=165 0.477°
White 75.9 79.0 63.7 60.6
Non-white 24.1 21.0 36.3 39.4
Height-for-age at 12 months (z-score) - - N=1062 N=297 0.812°
-0.23 (1.25) -0.28 (1.40)
Height-for-age at 24 months (z-score) N=3055 N=1876 0.499° - -
-0.70 (1.19) -0.69 (1.33)
Height at 18 years (m) - - N=1106 N=37 0.304°
1.67 (0.10) 1.71 (0.14)
Height at 30 years (m) N=3222 N=273 <0.0012 - -
1.67 (0.09) 1.71 (0.11)
Weight at 18 years (kg) - - N=1106 N=37 0.014%
65.34 (13.89) 81.50 (28.54)
Weight at 30 years (kg) N=3222 N=217 <0.001° - -
74.44 (15.72) 96.71 (29.10)
Total physical activity at 18 years (minutes/week) - - N=1105 N=70 0.004%
671.91 (754.68) 470.04 (567.07)
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1982 (N=5332)

1993 (N=1440)

N N
Mean (SD); % Mean (SD); %
Variables Participants Participants | Participants Participants |
included in the excluded from the ~ P~V&U€ included inthe  excluded from the ~ P~ V&4€
analysis analysis® analysis analysis’
N=3226 N=2016 N=1109 N=331
Total physical activity at 30 years (minutes/week) N=3178 N=311 0.099* - -
300.49 (374.14) 263.67 (398.42)
Calcium intake® at 18 years (mg/day) - - N=1075 N=62 0.255*

704.95 (350.14)  755.49 (362.11)

N: Number of observations; SD: standard deviation; 'Participants excluded from the analysis due to loss of follow-up or missing data; “Kruskal-Wallis; *Chi-square test;

*Analysis of variance; °No data for 1982 cohort study
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Table 2 Descriptive analysis of the whole body bone mineral content (BMC) and bone mineral density (BMD) at ages 18 and 30 according to breastfeeding
variables, stratified by sex. The 1982 and 1993 Pelotas Birth Cohorts. Brazil.

Men
Variables 1982 1993
Mean (SD) Mean (SD)

N BMC (g) BMD (g/cm?) N BMC (g) BMD (g/cm?)
1545  3195.39 (466.37) 1.274 (0.096) 531 2947.91 (468.21) 1.222 (0.097)

Breastfeeding p=0.913" p=0.703" p=0.381° p=0.292°
No 125 3199.76 (491.30) 1.277 (0.105) 35 2803.96 (366.35) 1.196 (0.070)
Yes 1420  3195.00 (464.29) 1.274 (0.095) 496 2954.00 (471.55) 1.224 (0.098)

Total duration of breastfeeding (months) p=0.029" p=0.007" p=0.052? p=0.027?
Never 125 3199.76 (491.30) 1.277 (0.105) 35 2803.96 (366.35) 1.196 (0.070)
0.01-1.00 361 3145.12 (468.44) 1.261 (0.094) 95 3090.23 (540.07) 1.247 (0.108)
1.01 - 3.00 460 3195.27 (473.42) 1.274 (0.098) 160 2920.20 (429.24) 1.215 (0.088)
3.01-6.00 217 3164.75 (439.90) 1.269 (0.092) 93 2889.71 (453.10) 1.215 (0.093)
6.01 - 12.00 162 3271.34 (450.59) 1.290 (0.088) 59 3049.96 (489.83) 1.255 (0.102)
>12.00 220 3249.94 (462.42) 1.286 (0.096) 76 2892.31 (452.81) 1.214 (0.099)

Pattern of breastfeeding at three months of age p=0.042" p=0.023" p=0.175" p=0.6320"
Weaning 740 3164.93 (473.37) 1.267 (0.098) 245 2977.56 (479.65) 1.222 (0.097)
Partial 395 3214.21 (465.13) 1.280 (0.095) 122 2883.66 (445.34) 1.218 (0.096)
Exclusive/predominant 410 3232.23 (452.13) 1.280 (0.094) 157 2962.30 (470.32) 1.228 (0.097)
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Women
Variables 1982 1993
Mean (SD) Mean (SD)

N BMC (g) BMD (g/cm?) N BMC (g) BMD (g/cm?)
1681 2544.59 (391.58) 1.165 (0.078) 576 2411.65 (404.55) 1.135 (0.082)

Breastfeeding p=0.262" p=0.291" p=0.025* p=0.184"
No 128 2507.30 (384.33) 1.158 (0.076) 26 2290.12 (331.74) 1.108 (0.099)
Yes 1553 2547.67 (392.14) 1.166 (0.078) 550 2414.60 (406.12) 1.136 (0.081)

Total duration of breastfeeding (months) p:0,6761 p:0.7321 p:O.320l p=0.2191
Never 128 2507.30 (384.33) 1.158 (0.076) 26 2290.12 (331.74) 1.108 (0.099)
0.01-1.00 365 2557.23 (402.01) 1.163 (0.081) 97 2391.21 (422.21) 1.122 (0.085)
1.01 - 3.00 519 2534.08 (384.43) 1.166 (0.075) 165 2377.51 (385.50) 1.129 (0.077)
3.01-6.00 240 2548.04 (398.01) 1.165 (0.075) 91 2433.00 (430.85) 1.140 (0.078)
6.01 - 12.00 178 2576.78 (378.28) 1.171 (0.077) 66 2489.02 (397.23) 1.143 (0.084)
>12.00 251 2540.87 (398.97) 1.167 (0.086) 121 2425.02 (418.22) 1.144 (0.083)

Pattern of breastfeeding at three months of age p=0.287" p=0.446" p=0.583" p=0.058"
Weaning 784 2535.16 (389.71) 1.163 (0.077) 230 2389.62 (393.36) 1.124 (0.082)
Partial 432 2535.45 (378.99) 1.166 (0.077) 158 2411.42 (389.90) 1.136 (0.075)
Exclusive/predominant 465 2569.00 (405.78) 1.168 (0.082) 184 2431.64 (432.07) 1.144 (0.086)

SD: standard deviation; *Analysis of variance; “°Kruskal-Wallis
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Table 3 Crude and adjusted coefficients of the association between breastfeeding variables and whole body bone mineral content (BMC) at 18 and 30 years
for men and women. The 1982 and 1993 Pelotas Birth Cohorts. Brazil.

Men
Variables 1982 1993
(B; 95%CI) (B; 95%CI)
Crude Adjusted” Crude Adjusted®

Breastfeeding p=0.913 p=0.856 p=0.036 p=0.032

No Ref. Ref. Ref. Ref.

Yes -4.75 (-90.13; 80.62) -6.14 (-72.49; 60.21) 150.94 (9.78; 292.11) 125.51 (11.09; 239.92)
Total duration of breastfeeding (months) p=0.029 p=0.389 p=0.014 p=0.120

Never Ref. Ref. Ref. Ref.

0.01-1.00 -54.64 (-149.35; 40.07) -24.08 (-98.22; 50.07) 287.77 (105.03; 470.50) 146.75 (17.61; 275.90)

1.01 -3.00 -4.49 (-96.54; 87.56) -7.42 (-78.84; 63.99) 117.05 (-34.60; 268.71) 105.82 (-11.64; 223.29)

3.01-6.00 -35.00 (-137.47; 67.47) -18.94 (-97.46; 59.58) 87.06 (-78.39; 252.51) 138.66 (10.92; 266.41)

6.01-12.00 71.58 (-37.06; 180.23) -13.37 (-96.96; 70.22) 246.83 (62.03; 431.63) 169.99 (32.72; 307.27)

>12.00 50.19 (-52.03; 152.40) 42.64 (-36.87; 122.15) 88.90 (-83.09; 260.88) 73.26 (-60.43; 206.94)
Pattern of breastfeeding at three months of age p=0.042 p=0.304 p=0.205 p=0.824

Weaning Ref. Ref. Ref. Ref.

Partial 49.28 (-7.64; 106.20) 29.91 (-13.25; 73.06) -94.12 (-201.27; 13.03) 16.78 (-47.70; 81.26)

Exclusive/predominant 67.30 (11.06; 123.54) 26.83 (-17.05; 70.70) -15.20 (-117.32; 86.92) 17.35 (-48.25; 82.95)
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Women
Variables 1982 1993
(B; 95%CI) (B; 95%CI)
Crude Adjusted’ Crude Adjusted”

Breastfeeding p=0.262 p=0.289 p=0.111 p=0.366

No Ref. Ref. Ref. Ref.

Yes 40.37 (-30.25; 110.99) 29.99 (-25.44; 85.42) 122.55 (-28.22; 273.32) 54.42 (-63.70; 172.55)
Total duration of breastfeeding (months) p=0.676 p=0.199 p=0.282 p=0.679

Never Ref. Ref. Ref. Ref.

0.01-1.00
1.01 - 3.00
3.01-6.00
6.01 —12.00
>12.00

Pattern of breastfeeding at three months of age
Weaning
Partial
Exclusive/predominant

49.93 (-29.01; 128.87)
26.78 (-49.06; 102.62)
40.74 (-43.37; 124.85)
69.48 (-19.58; 158.54)
33.57 (-49.89; 117.04)

60.79 (-0.85; 122.43)
20.51 (-38.57; 79.59)
10.55 (-54.72; 75.81)
40.77 (-28.53; 110.07)
15.68 (-49.29; 80.65)

p=0.287 p=0.635
Ref. Ref.
0.29 (-45.73; 46.30) -16.60 (-51.55; 18.35)
33.84 (-11.11; 78.79) -9.88 (-44.87; 25.11)

99.20 (-75.00; 273.40)
85.27 (-74.54; 245.08)
141.51 (-35.33; 318.34)
197.05 (19.54; 374.56)
132.74 (-33.70; 299.17)

46.85 (-77.97; 171.67)
43.73 (-76.99; 164.45)
68.47 (-61.41; 198.35)
29.52 (-102.17; 161.21)
74.82 (-49.44; 199.00)

p=0.648 p=0.606
Ref. Ref.
21.22 (-65.79; 108.23) 13.87 (-36.38; 64.11)
42.11 (-47.15; 131.37) 24,31 (-23.72; 72.34)

B, regression coefficient. 95%CI, 95% confidence interval; p-value: Wald'’s test for heterogeneity
Adjusted for maternal education, maternal age, family income, maternal smoking during pregnancy, gestational age, birth weight, z-score of height-for-age at 24 months, maternal skin color,
parity and total physical activity, weight and height at 30 years; *Adjusted for maternal education, maternal age, family income, maternal smoking during pregnancy, gestational age, birth
weight, z-score of height-for-age at 12 months, maternal skin color, parity and total physical activity, calcium intake, weight and height at 18 years
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Table 4 Crude and adjusted coefficients of the association between breastfeeding variables and whole body bone mineral density (BMD) at 18 and 30 years
for men and women. The 1982 and 1993 Pelotas Birth Cohorts. Brazil.

Men
Variables 1982 1993
(B; 95%CI) (B; 95%CI)
Crude Adjusted” Crude Adjusted®

Breastfeeding p=0.703 p=0.734 p=0.042 p=0.043

No Ref. Ref. Ref. Ref.

Yes -0.003 (-0.021; 0.014) -0.003 (-0.022; 0.015) 0.028 (0.001; 0.056) 0.026 (0.001; 0.050)
Total duration of breastfeeding (months) p=0.007 p=0.205 p=0.009 p=0.116

Never Ref. Ref. Ref. Ref.

0.01-1.00
1.01-3.00
3.01-6.00
6.01-12.00
>12.00

Pattern of breastfeeding at three months of age
Weaning
Partial
Exclusive/predominant

-0.016 (-0.036; 0.003)
-0.003 (-0.022; 0.016)
-0.008 (-0.029; 0.013)
0.013 (-0.010; 0.035)
0.009 (-0.012; 0.030)

p=0.023
Ref.
0.013 (0.001; 0.025)
0.014 (0.002; 0.025)

-0.011 (-0.032; 0.009)
-0.003 (-0.023; 0.016)
-0.007 (-0.029; 0.015)
-0.001 (-0.022; 0.024)
0.011 (-0.011; 0.033)

p=0.253
Ref.
0.009 (-0.003; 0.021)
0.008 (-0.004; 0.020)

0.051 (0.016; 0.087)
0.019 (-0.010; 0.049)
0.019 (-0.013; 0.052)
0.060 (0.023; 0.097)
0.018 (-0.017; 0.053)

p=0.676
Ref.
-0.005 (-0.027; 0.018)
0.006 (-0.015; 0.027)

0.030 (-0.001; 0.060)
0.018 (-0.008; 0.044)
0.028 (-0.001; 0.057)
0.044 (0.011; 0.076)
0.015 (-0.017; 0.047)

p=0.479
Ref.
0.001 (-0.013; 0.026)
0.011 (-0.007; 0.030)
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Women

. 1982

Variables (B; 95%CI) (B; 95%CI)
Crude Adjusted’ Crude Adjusted”

Breastfeeding p=0.291 p=0.576 p=0.285 p=0.472

No Ref. Ref. Ref. Ref.

Yes 0.008 (-0.007; 0.022) 0.004 (-0.010; 0.018) 0.027 (-0.023; 0.077) 0.016 (-0.027; 0.059)
Total duration of breastfeeding (months) p=0.732 p=0.910 p=0.028 p=0.408

Never Ref. Ref. Ref. Ref.

0.01-1.00
1.01 - 3.00
3.01-6.00
6.01 —12.00
>12.00

Pattern of breastfeeding at three months of age
Weaning
Partial
Exclusive/predominant

0.005 (-0.011; 0.020)
0.007 (-0.008; 0.023)
0.006 (-0.010; 0.023)
0.013 (-0.005; 0.031)
0.009 (-0.007; 0.026)

p=0.446
Ref.
0.004 (-0.005; 0.013)
0.006 (-0.003; 0.015)

0.006 (-0.010; 0.021)
0.004 (-0.011; 0.019)
-0.001 (-0.017; 0.016)
0.007 (-0.011; 0.024)
0.004 (-0.012; 0.021)

p=0.946
Ref.
-0.001 (-0.009; 0.008)
-0.002 (-0.010; 0.007)

0.014 (-0.039; 0.067)
0.021 (-0.030; 0.072)
0.031 (-0.022; 0.084)
0.034 (-0.020; 0.088)
0.035 (-0.017; 0.087)

p=0.105
Ref.
0.012 (-0.006; 0.029)
0.019 (0.001; 0.037)

0.010 (-0.035; 0.055)
0.012 (-0.032; 0.056)
0.021 (-0.024; 0.066)
0.010 (-0.039; 0.056)
0.025 (-0.020; 0.070)

p=0.268
Ref.
0.010 (-0.007; 0.024)
0.012 (-0.003; 0.026)

B, regression coefficient. 95%CI, 95% confidence interval; p-value: Wald'’s test for heterogeneity
Adjusted for maternal education, maternal age, family income, maternal smoking during pregnancy, gestational age, birth weight, z-score of height-for-age at 24 months, maternal skin color,
parity and total physical activity, weight and height at 30 years; *Adjusted for maternal education, maternal age, family income, maternal smoking during pregnancy, gestational age, birth
weight, z-score of height-for-age at 12 months, maternal skin color, parity and total physical activity, calcium intake, weight and height at 18 years
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1993 Cohort

1982 Cohort
1982 1983 1984 1986 2011/12
Timeline
~N
7
Visits Perinatal 1 year 2 years 4 years 30 years
Target-population N=5914 N=1916 N=5914 N5914 N=5914
All born from
January to April
Located N=5914 N=1457 N=4934 N=4742 N=3690
With complete data on BMC/BMD Whole
breastfeeding: N=5332 body: N= 3338"
Complete data on breastfeeding and
BMC/BMD: N= 3226
Figure 1

1993 1994 1997 2011
Timeline

~
L

Perinatal 6 months 1 year 4 years 18 years

N=5265 N=1460 N=146 N=1460 N=5249

Y
All low birthweight children and
20% of the remaining
N=5249 N=1414 N=1363 N=1273 N=4106
With complete data on BMC/BMD Whole

breastfeeding: N=1440

body: N= 3855°

-

/

~

Complete data on breastfeeding and
BMC/BMD: N= 1109
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Abstract

Background: We investigated whether Body Mass Index (BMI) at 11 years old has a
direct effect on bone mass at age 18 operating through alterations to bone growth and
development, or whether the association is mediated by concurrent BMI, fat mass (FM),
and fat free mass (FFM).

Methods: Path analysis was used to explore the association between BMI at age 11 and
whole-body bone mineral content (BMC) and bone mineral density (BMD) assessed by
dual-energy x-ray absorptiometry (DXA) at age 18 in a prospective birth cohort study
comprising 3,307 adolescents; we also evaluated the degree to which this association
was mediated by BMI, FM (kg) and FFM (kg) assessed by plethysmography (BOD
POD) at age 18.

Results: We found a positive association between BMI at age 11 and BMC (males [ =
179.79, 95%CI 161.4; 198.0]; females [B = 179.9g, 95% CI 165.3; 194.6]) and BMD
(males [B = 0.030g/cm2, 95%CI 0.024; 0.035]; females [B = 0.029g/cm2, 95% CI 0.025;
0.033]) at age 18. This association was largely mediated by BMI and FFM at age 18 in
both female and male adolescents. FM at age 18 was not an important mediator.
Conclusions: Concurrent BMI and FFM were the main mediators of the association

between BMC/BMD in late adolescence and BMI in early adolescence.

Keywords: Bone mass; body composition; DXA; cohort studies; adolescence.
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Background

The development of the human skeletal system and bone health are affected by genetic,
sociodemographic, hormonal, environmental, and nutritional factors, as well as the
interactions among them[1]. Of the measures of nutritional status, body weight has been
identified as a major determinant of fracture risk, given its direct association with bone
content and bone mineral density (BMD) [2]. Many studies have shown that both high
body weight and high body mass index (BMI) are associated with higher bone mass and

that weight loss may lead to bone loss [3,4].

It is therefore possible that BMI during childhood and adolescence might influence later
BMC/BMD. The existing evidence on this topic is inconsistent. For example, Tandon et
al. report positive correlations between BMI from age 4 onwards with both BMC and
BMD assessed during adulthood [5], whereas some studies finding excess weight to be
associated with lower bone mass [6-8] and others not finding any association between
BMI and BMD [9].

The mechanisms underlying a possible association are not clear. One possibility is that
BMI during childhood/adolescence, when growth is rapid, leads to immediate changes
in the mechanisms underlying bone growth, and these mechanistic changes persist
across the life course. Alternatively, concurrent body size may be the most important
determinant of BMC/BMD, and any association between BMI in childhood and later
BMC/BMD could be due to ‘tracking’ of body size and composition. Prospective
studies are needed to disentangle these two potential mechanisms.

Regarding body weight components, EI Hage et al. reported that FM was the key
determinant of BMD in girls while FFM was the key determinant of BMD in boys
pointing to an apparently gender-dependent relationship during adolescence [10].In this
study, we assessed the association between BMI at age 11 and BMC and BMD at age
18 in a large prospective cohort from Pelotas, Brazil. We further examined the potential
roles of BMI, FM and FFM at age 18 in explaining these associations. Considering that
body composition changes between sexes the analysis of the present paper was stratified

by sex.

Methods
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All live births in 1993 (N = 5,265) living in the urban area of Pelotas, a southern city in
Brazil, were eligible to participate in a cohort study. The cohort sample comprised
5,249 live births (16 refused to participate). We followed subsets of this original cohort
at the age of one, three, and six months and one, four, six, and nine years. In 2004—
2005, 2008-2009, and 2011-2012, when cohort participants were 11, 15 and 18 years of
age, respectively, all participants of the original cohort were invited to follow-up
assessments. The analyses of the present study were based on data collected in the
follow-ups of the 11 and 18 years old. The full methods of the 1993 Pelotas (Brazil)
Birth Cohort Study are published elsewhere [11-13].

The outcomes were whole-body BMC (g) and BMD (g/cm?). Both measures were
obtained when participants were aged 18 years by dual-energy x-ray absorptiometry
(DXA) (Lunar Prodigy Advance — GE®, Germany) [14]. DXA scans were not
performed in participants who were pregnant/suspected pregnant, wheelchair users
and/or individuals with osteoarticular deformities, those who had implanted metal pins,
screws, plates and non-removable metallic objects (body piercings and/or chains),

extremely obese individuals, or those with height over 1.92 m.

The main exposure of interest was BMI-for-age (z-score) at age 11 years, defined
according to the World Health Organization (WHO) reference charts for children and
adolescents 5-19 years [15]. BMI (z-score), FM (kg) and FFM (kg) at age 18 were
evaluated as potential mediators of the association between BMI at age 11 and
BMC/BMD at age 18.FM and FFM were obtained by air-displacement
plethysmography (BOD POD®), since it is considered the gold standard for measuring

FM and FFM [16-18]. All variables were analyzed as continuous values.

Analyses were performed using Stata 12.0 (Stata Corp., College Station, Texas, and
EUA) and stratified by sex given evidence of a gender difference in bone mass
acquisition [1,19]. We used path analysis (a form of structural equation modelling that
facilitates analysis of mediation) to investigate whether the association between BMI at
age 11 and BMC/BMD at age 18 is mediated by body composition at age 18, or whether
there is a direct effect of BMI at age 11 (i.e. an effect that operates through pathways
other than through BMI, FM or FFM at age 18). Figure 1 shows hypothesized
relationships between the study variables.
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We evaluated the mediating roles of BMI, FM and FFM at 18 vyears, i.e.
contemporaneous to the outcomes separately, and the combined role of these potential
mediators. For each model, we calculated the total effect (the overall association
between BMI at 11 and BMC/BMD at age 18 after adjustment for confounders), the
direct effect (the association between BMI at age 11 and BMC/BMD at age 18 after
taking account of both confounders and mediators) and the percentage of the association
between BMI at age 11 and BMC/BMD at age 18 that is explained by each mediator (or
set of mediators).

At age 11 the following confounders were taken into account: interviewer-reported skin
color (white, non-white); family income (in Brazilian Real [RS]); maternal education
(04, 5-8, 9-11, 12 or more years of schooling); leisure-time and commuting physical
activity (minutes/week) and adolescent smoking status (smoked at least one cigarette in
the last 30 days: yes / no); and at age of 18 years (BMI z-score, FM and FFM) all of the
aforementioned potential confounders were included in addition to: leisure-time and
commuting physical activity (minutes/week); smoking status (smoked at least one
cigarette in the last 30 days: yes / no); calcium intake (mg/day adjusted for total
calories) collected using a semiquantitative food frequency questionnaire; and height
(m) and height squared (m?) at age 18. We adjusted for height and height squared
because the assessment of the model’s quality criteria showed better fit with the

inclusion of these two variables.

The present study was approved by the Research Ethics Committee of Universidade
Federal de Pelotas School of Medicine. All participants signed a free informed consent

form prior to data collection.
Results

At 18 years 4,106 adolescents (81.3% of the original cohort) were evaluated, of which
2,015 (49.1%) were males. Whole-body BMC and BMD were available for 3,855
participants. Of these, 1,601 males and 1,706 females had complete data on exposure,
mediators and confounders, and were therefore included in the analyses. Table 1 shows
a comparison between participants included and those not included in the analyses
(1,230 losses of follow-up / excluded + 164 deaths + 548 with missing data). Non-white
participants and smokers had slightly lower follow up rates than their counterparts did.
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We also observed lower mean BMI z-score, FM and FFM at age 18 among the male
participants as compared to those lost to follow up. Higher family income and a lower
proportion of low maternal education (<8 years) were also observed among females

included in the analysis as compared to those lost to follow up.

Higher BMI at age 11 was associated with higher BMI, FM and FFM at age 18 in both
sexes (see Additional files 1 to 12). At age 18, BMI and FFM were positively associated
with BMC and BMD in males and females. FM was positively associated with BMD in
females (see Additional file 11) and with BMC in both sexes, and it was inversely
associated with BMD in males (see Additional file 5). For example, an increase of 1 kg
in FM at age 18 was associated with a BMD 0.002 g/cm? lower among males (95% ClI -
0.002; -0.001, p<0.001).

Tables 2 and 3 show the overall association between BMI at age 11 and bone mass at
age 18 in males and females, respectively, and also, the association after accounting by
mediation. BMI at age 11 was associated with greater BMC at age 18 in males by 179.7
g (95%CI 161.4; 198.0,p<0.001) and in females by 179.9 g (95%CI 165.3;
194.6, p<0.001). A positive association was also observed between BMI at age 11 and
BMD at age 18 in both sexes (males [ = 0.030g/cm2, 95%CI 0.024; 0.035, p<0.001];
females [ = 0.029g/cm2, 95% CI 0.025; 0.033, p<0.001]).

BMI and FFM at age 18 were found to be strong mediators of the association between
BMI at age 11 and bone mass; in almost all cases, the positive association between BMI
at age 11 and BMC/BMD was reduced after taking these pathways into account (Tables
2 and 3). In males, both BMI and FFM at age 18 years were key mediators. For
example, after the inclusion of these two variables in the model, 85.7% and 78.4%,
respectively, of the total effect of BMI at age 11 on BMC, was mediated by the model
(Table 2). Among men, 83.3% of the association between BMI at age 11 and BMD was
mediated by BMI and 90.0% by FFM. In females (Table 3), the mediation was less
marked; BMI at age 18 acted as the key mediator in the association between BMI at age
11 and BMC (68.6% of the total effect) and FFM was the key mediator in the
association with BMD (89.7%).

FM was not found to be a strong mediator of the association between BMI at age 11 and

BMC/BMD at age 18. In females, the percentage mediation was much lower than for
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BMI or FFM; 31.9% for BMC and 13.8% for BMD. In males, the percent mediation
was 6.9% for the association between BMI at age 11 and BMC at age 18. FM had a
negative association with BMD in males (see Additional file 5), and as such did not

mediate the association between BMI at age 11 and BMD at age 18.

Discussion

Our findings point to a positive association between BMI at age 11 and both BMC and
BMD at age 18, with this association being largely mediated by contemporaneous body
composition at age 18, in particular by BMI and FFM. Recent scientific evidence has
shown that greater body weight or BMI correlate positively with BMD and BMC
[2,5]. In this study, we have demonstrated a positive association between BMI at two
different time points in adolescence and BMC/BMD at age 18. One potential
explanation for this finding is that higher BMI may lead to an increased osteogenesis

resulting from the mechanical load exerted by excessive weight on bone structure [20].

We found a positive association of FFM with BMC/BMD in both sexes, which
corroborates the findings of other studies [21-23] and of a recent meta-analysis
[24]. Several hypotheses have been postulated to explain the positive association
between FFM and bone mass. The most robust hypothesis is that muscles and other fat-
free soft tissues exert mechanical loads on bone tissue [25]. Additional muscle and FFM
due to either greater physical activity or greater total body mass can promote increased
bone mass [26-28].

We also found a negative association of FM with BMD in males, corroborating the
findings of a recent meta-analysis [24]and of other studies with adults and
adolescents [10,29,30]. However, it is noteworthy that a positive association with
BMC/BMD was observed in females in our analyses. Some studies have reported higher
FM associated with increased bone mass among females [10]. Several mechanisms
could explain the relationship between FM and bone mass: e.g. mechanical load on
bone tissue exerted by fatty soft tissues, or the association of FM with hormones
secreted from pancreatic beta cells (insulin and amylin) and adipocytes (estrogens and
leptin) that have a direct or indirect effect on osteogenesis [25,31-33]. It should also be

stressed that during adolescence girls gain more FM while boys gain more lean
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mass [34]. The difference in body composition of males and females may possibly

explain this positive association of FM with BMC observed only among females.

All variables studied here (BMI, FM and FFM at age 18) acted to some extent as
mediators of the association of BMI in early adolescence with BMC and BMD at age
18. There were major differences between males and females. Among men, it was
observed that the association between BMI at 11 years and BMD was completely
mediated by BMI, FM and FFM at 18 years; the inclusion of these mediators strongly
attenuated the association towards the null hypothesis; the same was not observed for
BMC. This suggests that, at least in males, BMI in early adolescence is not a major
determinant of bone mineral density later in life, other than through ‘tracking’, i.e.
individuals with high BMI at age 11 tend to remain at high BMI across the life course.

In females, BMI, FM and FFM at age 18 partially explained the association between
BMI in early adolescence and BMC/BMD, but there remained an association between
BMI at age 11 and BMC/BMD even after controlling for the mediators. Therefore, in
contrast to the findings in males, BMI in early adolescence may be a determinant of
bone mass at age 18 in females independent of concurrent body size and
composition. These differences of males and females may be attributed to the effect of
hormones on body composition and bone mass acquisition. However, the 1993 Pelotas
birth cohort did not provide accurate sexual maturation data including sex hormone
levels, and so this hypothesis cannot be further evaluated within this population. Boys
and girls do not show the same timing of changes in body composition and bone
development resulting from sexual maturation [34]. Girls typically start puberty two
years earlier than boys [34], and by age 11 have entered puberty while boys still are
prepubertal [34]. A possible explanation to our finding is that BMI at age 11 is a marker
for pubertal status in females but not males, and that age of puberty onset influences
BMC and BMD.

To the best of our knowledge, this is the first study conducted with data from a
prospective birth cohort that sought to examine the association between BMI at
different time points in adolescence, FM, FFM and bone mass in late adolescence, using
path analysis. Path analysis is an extension of multiple regression that facilitates
modeling the relationships among all variables simultaneously, facilitating the analysis

of pathways and mediation [35]. Another strength of the present study was that BMC
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and BMD measures were obtained by DXA, which is the gold-standard method for
measuring bone mass [36].Despite its innovative approach, the study has a number of
limitations. First, as with all longitudinal studies, we had follow up losses of
participants. However, we believe these losses did not affect our results, because there
were no significant differences for most variables between participants included and
those not included in the analysis, and we have no reason to expect that the association
between BMI at age 11 and BMC/BMD at age 18 would differ between those included
and those excluded from our analyses. Second, there was no information about vitamin
D status, which plays a major role in the intestinal absorption of calcium, and as such
we are unable to explore this. The lack of information on vitamin D and on sexual
maturation are the most important limitations of the present paper for understanding the
association between BMC at the beginning of adolescence and BMS/BMD at 18 years
old. The next follow-ups of this cohort will add important contributions on this issue.

Conclusions

This study found a positive association of BMI at age 11 with BMC and BMD at age
18. This association was partially mediated by BMI and FFM at age 18, particularly in
males. FM was not an important mediator of the association between BMI at 11 and
BMC/BMD at 18 years. Our findings suggest that concurrent BMI and FFM are the
main mediators of the association between BMC and BMD in late adolescence and BMI

in earlier adolescence.
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Figure legends

Figure 1_Short title: Analytical Model. Detailed legend: Analytical model to evaluate
the association between body mass index (BMI) z score at 11 years and total body bone
mineral content (BMC) and body mineral density (BMD) at 18 years old, and the
mediation by BMI z score, fat mass (FM) and fat free mass (FFM) at 18 years.
Endnotes: 1. Adjusted for skin color, maternal schooling, family income, physical
activity and smoking at 11 years; 2. Adjusted for 1 + physical activity, smoking,
calcium intake, height and height squared at 18 years. Solid lines: direct effect of BMI z
score at 11 years old on BMI z score, fat mass and fat free mass at 18 years and on
BMC/BMD at 18 years. Dashed lines: indirect effect of BMI z score at 11 years on
BMC/BMD after mediation through BMI z score, fat mass and fat free mass at 18 years
(calculated as the product of these two arrows). Dotted lines: direct effect of BMI z
score, fat mass and fat free mass at 18 years on BMC/BMD at 18 years old.

Additional files

Additional figures that will help for a better understanding of the manuscript.
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Additional file 1_Figure 2: Overall association between BMI z score at 11 and 18 years
and bone mineral content at agel8 among males (N=1601). The 1993 Pelotas Birth
Cohort. Brazil.

Additional file 2_Figure 3: Overall association between BMI z score at 11, fat mass and
bone mineral content at age18 among males (N=1601). The 1993 Pelotas Birth Cohort.
Brazil.

Additional file 3_Figure 4: Overall association between BMI z score at 11, fat free
mass and bone mineral content at agel8 among males (N=1601). The 1993 Pelotas
Birth Cohort. Brazil.

Additional file 4_Figure 5: Overall association between BMI z score at 11 and 18 years
and bone mineral density at agel8 among males (N=1601). The 1993 Pelotas Birth
Cohort. Brazil.

Additional file 5_Figure 6: Overall association between BMI z score at 11, fat mass and
bone mineral density at age18 among males (N=1601). The 1993 Pelotas Birth Cohort.
Brazil.

Additional file 6_Figure 7: Overall association between BMI z score at 11, fat free
mass and bone mineral density at agel8 among males (N=1601). The 1993 Pelotas
Birth Cohort. Brazil.

Additional file 7_Figure 8: Overall association between BMI z score at 11 and 18 years
and bone mineral content at age18 among females (N=1601). The 1993 Pelotas Birth
Cohort. Brazil.

Additional file 8_Figure 9: Overall association between BMI z score at 11, fat mass and
bone mineral content at agel8 among females (N=1601). The 1993 Pelotas Birth
Cohort. Brazil.

Additional file 9_Figure 10: Overall association between BMI z score at 11, fat free
mass and bone mineral content at agel8 among females (N=1601). The 1993 Pelotas
Birth Cohort. Brazil.
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Additional file 10_Figure 11: Overall association between BMI z score at 11 and 18
years and bone mineral density at agel8 among females (N=1601). The 1993 Pelotas
Birth Cohort. Brazil.

Additional file 11_Figure 12: Overall association between BMI z score at 11, fat mass
and bone mineral density at agel8 among females (N=1601). The 1993 Pelotas Birth
Cohort. Brazil.

Additional file 12_Figure 13: Overall association between BMI z score at 11, fat free
mass and bone mineral density at agel8 among females (N=1601). The 1993 Pelotas
Birth Cohort Brazil.
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Table 1 Characteristics of participants with complete data compared with participants with missing data or losses of follow-up, stratified by
gender. The 1993 Pelotas Birth Cohort. Brazil.

Males Females

Variables

N

Mean (SD); percentage

N

Mean (SD); percentage

Participants included

Participants

Participants included Participants excluded

in the analysis excluded fr_o 2" the p-value in the analysis from the analysis® p-value
analysis
Follow-up at 11 years
Family income N=1601 N=590 N=1706 N=555
1219.77 (2966.82) 1054.02 (2403.48) 0.224° 1062.79 (1597.87) 849.28 (1565.43) 0.006"
Maternal education (years) N=1601 N=572 N=1706 N=535
0-4 24.9% 29.6% 0.099° 22.6% 35.9% <0.001°
5-8 42.5% 42.1% 43.5% 44.1%
9-11 22.4% 20.1% 23.5% 13.6%
>12 10.2% 8.2% 10.4% 6.4%
Skin color N=1601 N=509 N=1706 N=507
White 65.5% 60.5% 0.040° 65.2% 59.2% 0.013°
Non-white 34.5% 39.5% 34.8% 40.8%
Total physical activity (minutes/week) N=1601 N=515 N=1706 N=465
514.80 (523.77) 559.49 (563.32) 0.098" 347.41 (405.32) 325.42 (367.51) 0.29°
Smoking N=1601 N=484 N=1706 N=487
No 97.6% 96.3% 0.129° 98.1% 96.7% 0.061°
Yes 2.4% 3.7% 1.9% 3.3%
BMI z score® N=1601 N=583 N=1706 N=551
0.46 (1.22) 0.52 (1.35) 0.349° 0.27 (1.23) 0.31 (1.20) 0.531°
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Continuation

Males Females
N N
Variables Mean (SD) P p:;:;:cein:?; Mean (SD); percentage
Participants included P Participants included  Participants excluded
. - excluded from the p-value . . - a p-value
in the analysis S a in the analysis from the analysis
analysis
Follow-up at 18 years
Total physical activity (minutes/week) N=1601 N=407 N=1706 N=381
855.53 (914.26) 910.45 (913.21) 0.279" 455.94 (583.28) 460.20 (521.76) 0.895"
Smoking N=1601 N=414 N=1706 N=385
No 86.2% 79.5% 0.001° 88.5% 81.0% <0.001°
Yes 13.8% 20.5% 11.5% 19.0%
BMI z score® N=1601 N=372 N=1706 N=295
0.25 (1.15) 0.45 (1.39) 0.005° 0.44 (1.18) 0.47 (1.30) 0.753°
Fat mass (kg) N=1601 N=369 N=1706 N=297
12.46 (8.72) 14.40 (12.60) <0.001° 20.75 (8.90) 21.19 (11.60) 0.453"
Fat free mass (kg) N=1601 N=369 N=1706 N=297
57.74 (7.04) 58.67 (8.25) 0.026" 40.15 (4.99) 40.67 (5.41) 0.101°
Height (m) N=1601 N=369 N=1706 N=298
1.74 (0.07) 1.74 (0.08) 0.857° 1.61 (0.06) 1.61 (0.06) 0.874°
Calcium intake (mg/day) N=1601 N=336 N=1706 N=316
709.16 (332.71) 726.61 (340.34) 0.384° 694.27 (351.62) 679.39 (364.83) 0.492°
Bone mineral content (g) N=1601 N=302 N=1706 N=246
2963.12 (465.24) 2927.32 (441.61) 0.216" 2410.69 (396.08) 2411.90 (386.86) 0.964"
Bone mineral density (g/cm?) N=1601 N=302 N=1706 N=246
1.22 (0.10) 1.22 (0.09) 0.544" 1.13 (0.08) 1.13 (0.08) 0.902°

N - Number of observations; SD - Standard deviation; BMI - body mass index; ® Participants excluded from analysis due to losses of follow-up or missing data;

b t-test; © Chi-square test; ¢ According to the World Health Organization for children and teenagers from 5 to 19 years

195



Table 2 Association between body mass index (BMI) z score at 11 years old and bone mass at 18 years mediated by BMI z score, fat mass and
fat free mass at 18 years. The 1993 Pelotas Birth Cohort. Brazil. N= 1601 males.

BMC (g) BMD (g/cm?)
. B (95%CI) B (95%CI)
Association entre BMI z score at 11 y and BMC/BMD p-value o-value
Association % mediation Association % mediation
179.714 0.030
Overall association @ (161.401; 198.027) n/a (0.024; 0.035) n/a
p<0.001 p<0.001
. . - 25.764 0.005
Q:fr‘gc;?ti%” 2223;3;?5‘?”“”9 for mediation by BMI z (8.536: 42.993) 85.7 (-0.0004; 0.010) 83.3
y p=0.003 p=0.068
. . . 167.344 0.037
,lb\gs%c;glglré a(lger accounting for mediation by fat mass at (151.041; 183.648) 6.9 (0.032: 0.041) a
y p<0.001 p<0.001
. . L 38.820 -0.003
Association after acogunting for mediation by fatfree 7 g7; 49.765) 784 (000700001 900
y p<0.001 p=0.044
. . i 20. 375 0.003
Association after accounting for mediation by BMI z : i .
score, fat mass and fat free mass at 18 years old ® (6'7;:7(') %%g 33) o ( 082%) 106807) e

B - Linear regression coefficient; 95%CI - 95% confidence interval; p-value from Wald’s test; BMC - bone mineral content; BMD - bone mineral density; BMI - body mass
index; BMI z score: according to the World Health Organization for children and teenagers from 5 to 19 years

% mediation = 100 - (Direct effect / Total effect)*100, ie, 100 - (B / A)*100

# Percentage of mediation cannot be calculated because of the negative association of FM with BMD in males

196



Table 3 Association between body mass index (BMI) z score at 11 years old and bone mass at 18 years mediated by BMI z score, fat mass and
fat free mass at 18 years. The 1993 Pelotas Birth Cohort. Brazil. N= 1706 females.

BMC (g) BMD (g/cm?)
. B (95%CI) B (95%CI)
Association entre BMI z score at 11 y and BMC/BMD p-value o-value
Association % mediation Association % mediation
179.945 0.029
Overall association @ (165.306; 194.584) n/a (0.025; 0.033) n/a
p<0.001 p<0.001
.. . s 56.571 0.011
Q:fr‘gc;?ti%” 2223;3;?5‘?”“”9 for mediation by BMI z (42.714: 70.428) 68.6 (0.007; 0.015) 62.1
y p<0.001 p<0.001
. . L 122.570 0.025
,lb\gs%c;glglré a(lger accounting for mediation by fat mass at (109.272: 135.869) 319 (0.022: 0.029) 138
y p<0.001 p<0.001
. . L 73.100 0.003
ﬁ;izcéﬁggn Z;tresroalgc(oBt)mtlng for mediation by fat free (61.975; 84.225) 59.4 (0.0004; 0.006) 89.7
y p<0.001 p=0.024
. . L 43.008 0.007
Association after accounting for mediation by BMI z
®) (30.140; 55.875) 76.1 (0.003; 0.010) 75.9
score, fat mass and fat free mass at 18 years old 0<0.001 0<0.001

B - Linear regression coefficient; 95%CI - 95% confidence interval; p-value from Wald’s test; BMC - bone mineral content; BMD - bone mineral density; BMI - body mass
index; BMI z score: according to the World Health Organization for children and teenagers from 5 to 19 years
% mediation = 100 - (Direct effect / Total effect)*100, ie, 100 - (B / A)*100
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BMI z score at 11 years

<

BMI z score, FM and
FFM at 18 years

Figure 1

BMC/BMD at 18 years
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BMI z score at 11 years*

p=0.733

(95%CI1 0.703; 0.762)
p<0.001

p=179.714
(95%CI 161.401; 198.027)
p<0.001 BMI z score at 18 years*
p=210.107
(95%CI 191.954; 228.260)
p<0.001

A\ 4

BMC at 18 years (g)

Figure 2 Overall association between BMI z score at 11 and 18 years and bone mineral content
at agel8 among males (N=1601). The 1993 Pelotas Birth Cohort. Brazil.

B - linear regression coefficient; 95%CI - 95% confidence interval; p-value from Wald’s test; BMI - body
mass index; BMC - bone mineral content; *According to the World Health Organization for children and
teenagers from 5 to 19 years
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BMI z score at 11 years*

B=4.540

(95%Cl 4.272; 4.808)
p<0.001

B=179.714
(95%CI 161.401; 198.027)
p<0.001 Fat mass at 18 years (kg)

B=2.708

(95%CI 0.415; 5.000)
p=0.021

A\ 4

BMC at 18 years (g)

Figure 3 Overall association between BMI z score at 11 years, fat mass and bone mineral
content at age18 among males (N=1601). The 1993 Pelotas Birth Cohort. Brazil.

B - linear regression coefficient; 95%CI - 95% confidence interval; p-value from Wald’s test; BMI - body
mass index; BMC - bone mineral content; *According to the World Health Organization for children and

teenagers from 5 to 19 years
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BMI z score at 11 years*

B=2.754

(95%CI 2.577; 2.932)
p<0.001

B=179.714
(95%CI 161.401; 198.027)
p<0.001 Fat free mass at 18 years (kg)

B=51.125

(95%CI 48.720; 53.531)

p<0.001
v
BMC at 18 years (g)

Figure 4 Overall association between BMI z score at 11 years, fat free mass and bone mineral
content at age18 among males (N=1601). The 1993 Pelotas Birth Cohort. Brazil.

B - linear regression coefficient; 95%CI - 95% confidence interval; p-value from Wald’s test; BMI - body
mass index; BMC - bone mineral content; *According to the World Health Organization for children and

teenagers from 5 to 19 years
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BMI z score at 11 years*

B=0.030

B=0.733
(95%CI 0.703; 0.762)
p<0.001

(95%Cl 0.024; 0.035)
p<0.001

BMI z score at 18 years*

B=0.034
(95%CI 0.028; 0.039)
p<0.001

A\ 4

BMD at 18 years (g/cm?)

Figure 5 Overall association between BMI z score at 11 and 18 years and bone mineral density
at agel8 among males (N=1601). The 1993 Pelotas Birth Cohort. Brazil.

B - linear regression coefficient; 95%CI - 95% confidence interval; p-value from Wald’s test; BMI - body
mass index; BMD - bone mineral density; *According to the World Health Organization for children and

teenagers from 5 to 19 years
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BMI z score at 11 years*

B=4.540
(95%Cl 4.272; 4.808)
p<0.001
= 0.030
(95%CI 0.024; 0.035)
p<0.001 Fat mass at 18 years (kg)
p=-0.002
(95%CI -0.002; -0.001)
p<0.001

A\ 4

BMD at 18 years (g/cm?)

Figure 6 Overall association between BMI z score at 11 years, fat mass and bone mineral
density at age18 among males (N=1601). The 1993 Pelotas Birth Cohort. Brazil.

B - linear regression coefficient; 95%CI - 95% confidence interval; p-value from Wald’s test; BMI - body
mass index; BMD - bone mineral density; *According to the World Health Organization for children and

teenagers from 5 to 19 years
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BMI z score at 11 years*

B=2.754
(95%CI 2.577; 2.932)
p<0.001
= 0.030
(95%CI 0.024; 0.035)
p<0.001 Fat free mass at 18 years (kg)
p=0.012
(95%CI 0.011; 0.013)
p<0.001

A\ 4

BMD at 18 years (g/cm?)

Figure 7 Overall association between BMI z score at 11 years, fat free mass and bone mineral
density at age18 among males (N=1601). The 1993 Pelotas Birth Cohort. Brazil.

B - linear regression coefficient; 95%CI - 95% confidence interval; p-value from Wald’s test; BMI - body
mass index; BMD - bone mineral density; *According to the World Health Organization for children and

teenagers from 5 to 19 years
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BMI z score at 11 years*

p=0.741

(95%CI1 0.713; 0.770)
p<0.001

p=179.945
(95%CI 165.306; 194.584)
p<0.001 BMI z score at 18 years*
= 166.392
(95%CI 151.844; 180.940)
p<0.001

A\ 4

BMC at 18 years (g)

Figure 8 Overall association between BMI z score at 11 and 18 years and bone mineral content
at agel8 among females (N=1706). The 1993 Pelotas Birth Cohort. Brazil.

B - linear regression coefficient; 95%CI - 95% confidence interval; p-value from Wald’s test; BMI - body
mass index; BMC - bone mineral content; *According to the World Health Organization for children and
teenagers from 5 to 19 years
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BMI z score at 11 years*

B=5.031

(95%CI 4.787; 5.274)
p<0.001

B=179.945
(95%CI 165.306; 194.584)
p<0.001 Fat mass at 18 years (kg)

B=11.396

(95%CI 9.547; 13.246)

p<0.001
v
BMC at 18 years (g)

Figure 9 Overall association between BMI z score at 11 years, fat mass and bone mineral
content at age18 among females (N=1706). The 1993 Pelotas Birth Cohort. Brazil.

B - linear regression coefficient; 95%CI - 95% confidence interval; p-value from Wald’s test; BMI - body
mass index; BMC - bone mineral content; *According to the World Health Organization for children and

teenagers from 5 to 19 years
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BMI z score at 11 years*

B=2.235

(95%CI 2.119; 2.350)
p<0.001

B=179.945
(95%CI 165.306; 194.584)
p<0.001 Fat free mass at 18 years (kg)

B=47.792

(95%CI 44.432; 51.152)

p<0.001
v
BMC at 18 years (g)

Figure 10 Overall association between BMI z score at 11 years, fat free mass and bone mineral
content at age18 among females (N=1706). The 1993 Pelotas Birth Cohort. Brazil.

B - linear regression coefficient; 95%CI - 95% confidence interval; p-value from Wald’s test; BMI - body
mass index; BMC - bone mineral content; *According to the World Health Organization for children and

teenagers from 5 to 19 years
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BMI z score at 11 years*

p=0.741
(95%CI 0.713; 0.770)
p<0.001
p=10.029
(95%CI 0.025; 0.033)
p<0.001 BMI z score at 18 years*
p=0.024
(95%CI 0.019; 0.028)
p<0.001

A\ 4

BMD at 18 years (g/cm?)

Figure 11 Overall association between BMI z score at 11 and 18 years and bone mineral
density at age18 among females (N=1706). The 1993 Pelotas Birth Cohort. Brazil.

B - linear regression coefficient; 95%CI - 95% confidence interval; p-value from Wald’s test; BMI - body
mass index; BMD - bone mineral density; *According to the World Health Organization for children and

teenagers from 5 to 19 years
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BMI z score at 11 years*

B=5.031
(95%CI 4.787; 5.274)
p<0.001
B=0.029
(95%CI 0.025; 0.033)
p<0.001 Fat mass at 18 years (kg)
p=0.001
(95%CI 0.0002; 0.001)
p=0.006

A\ 4

BMD at 18 years (g/cm?)

Figure 12 Overall association between BMI z score at 11 years, fat mass and bone mineral
density at age18 among females (N=1706). The 1993 Pelotas Birth Cohort. Brazil.

B - linear regression coefficient; 95%CI - 95% confidence interval; p-value from Wald’s test; BMI - body
mass index; BMD - bone mineral density; *According to the World Health Organization for children and

teenagers from 5 to 19 years
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BMI z score at 11 years*

B=2.235
(95%CI 2.119; 2.350)
p<0.001
B=0.029
(95%CI 0.025; 0.033)
p<0.001 Fat free mass at 18 years (kg)
p=0.011
(95%CI 0.010; 0.012)
p<0.001

A\ 4

BMD at 18 years (g/cm?)

Figure 13 Overall association between BMI z score at 11 years, fat free mass and bone mineral
density at age18 among females (N=1706). The 1993 Pelotas Birth Cohort. Brazil.

B - linear regression coefficient; 95%CI - 95% confidence interval; p-value from Wald’s test; BMI - body
mass index; BMD - bone mineral density; *According to the World Health Organization for children and

teenagers from 5 to 19 years
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IV. Divulgacéo dos resultados para imprensa




“Fatores nutricionais interferem na saude 6ssea no inicio da vida adulta?”

Este foi o questionamento que motivou a tese de Doutorado em Epidemiologia
pela Universidade Federal de Pelotas da aluna Ludmila Correa Muniz. O trabalho da
estudante, orientado pela professora Dra. Ana Maria Baptista Menezes, utilizou dados
de diferentes visitas aos participantes das coortes de nascimentos de Pelotas de 1982 e
1993. No ultimo acompanhamento, realizado em 2011-2012, cerca de 4100
adolescentes e 3700 adultos jovens compareceram a clinica localizada no Centro de
Pesquisas em Saude Amilcar Gigante para responderem questdes sobre habitos de vida
e saude em geral, além de realizarem alguns exames, dentre eles a densitometria 6ssea.
O estudo avaliou o efeito da amamentacdo sobre a satde 6ssea no inicio da vida adulta,
bem como a relagdo entre pardmetros de estado nutricional e massa 6ssea no final da

adolescéncia.

A primeira parte do estudo avaliou se o fato de o individuo receber leite materno
nos primeiros anos de vida influenciava a salde 0ssea aos 18 e 30 anos de idade. Para
tanto, foram utilizados dados da coorte de nascimentos de Pelotas de 1982 e de uma
subamostra da coorte de nascimentos de 1993. Os resultados mostraram que a
amamentacdo ndo possui efeito em longo prazo sobre a saude Ossea das mulheres e,
apesar de algum efeito positivo sobre a salde 6ssea aos 18 anos nos homens, a maioria
dos achados apontou para uma falta de associagdo entre amamentacao e salde Ossea até

a idade adulta.

Jé& a segunda parte do estudo avaliou a associa¢do entre indice de massa corporal
(IMC) aos 11 anos e saude Ossea aos 18 anos de idade, utilizando dados da coorte de
nascimentos de Pelotas de 1993. O estudo examinou, ainda, os possiveis papéis do IMC,
massa gorda (MG) e massa livre de gordura (MLG) aos 18 anos nessa associacdo. Os
resultados mostraram que o IMC e a MLG aos 18 anos sdo mais importantes para a

salde Ossea no final da adolescéncia do que o IMC aos 11 anos.

Esses achados mostram que uma boa salde éssea no inicio da vida adulta,
depende dos habitos de vida contemporaneos, embora deva ser promovida desde 0s

primeiros meses de vida.
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