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Apresentacao

Este projeto faz parte de um estudo maior intitulado “Da salde perinatal & satde do
adulto jovem: estudo da coorte nascida em 1978/79 em hospitais de Ribeirdo Preto, SP”,
desenvolvido pelo Departamento de Puericultura da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
da Universidade de Sdo Paulo (FMRP-USP) com o apoio da Fundacdo de Apoio a Pesquisa
do Estado de Séo Paulo (FAPESP).

Este documento encontra-se estruturado da seguinte forma: apresentagdo, resumo,
abstract, introducdo, justificativa, hipdtese, objetivos, métodos, resultados, concluséo,
referéncias e anexos. A secao de resultados esta apresentada na forma de artigo cientifico. A
andlise exploratdria dos dados encontra-se em anexo.

O artigo consiste em um estudo epidemioldgico, baseado na analise dos dados de 468
adultos jovens, incluidos na quarta fase do estudo prospectivo que acompanhou individuos
nascidos no municipio de Ribeirdo Preto em 1978/79. Foi avaliada a associa¢do entre a
densidade mineral dssea e os marcadores de resisténcia, sensibilidade e secrecdo de insulina
utilizando a andlise de regressdo linear multipla. A osteocalcina foi testada como fator de
confusdo e o perimetro da cintura como fator modificador na associacdo entre a densidade
mineral 6ssea e 0 metabolismo de glicose. As covaridveis foram selecionadas por meio do
gréfico aciclico direto (DAG). Esta versdo do artigo foi submetida para a revista
Diabetes/Metabolism Research and Reviews e encontra-se em fase de revisdo. As referéncias
bibliogréficas referentes ao artigo estdo citadas ao final do mesmo, conforme padrdo exigido
pela revista e, adicionalmente, foram incluidas na secdo de referencial da presente dissertacéo,
no formato ABNT.
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Resumo

BARROSO, Lygia Nestal. Densidade mineral dssea e sua associacdo com metabolismo de
glicose em adultos jovens. Dissertacdo (Mestrado em Nutrichio Humana) — Instituto de
Nutricdo Josué de Castro, Programa de P6s-Graduacdo em Nutricdo, Universidade Federal do

Rio de Janeiro, 2016.

O osso parece desempenhar um papel importante no metabolismo da glicose, no entanto,
os resultados dos estudos neste contexto ainda sdo controversos. Os objetivos deste trabalho
foram avaliar a associacdo entre a densidade mineral dssea (DMOQO) e o metabolismo da
glicose (resisténcia, sensibilidade e secrecdo de insulina) e investigar se a hiperadiposidade
visceral, avaliada pelo perimetro da cintura (PC), é uma varidvel modificadora de efeito e se
a osteocalcina (OC) é um fator de confusdo desta associacdo. A presente pesquisa consiste
em uma analise transversal baseada na quarta fase da coorte prospectiva de individuos
nascidos em Ribeirdo Preto em 1978/79. Foram incluidos 468 adultos jovens. A DMO (colo
femoral, fémur proximal, coluna lombar), e as concentragdes de OC total, glicose e insulina
de jejum foram avaliadas. A resisténcia a insulina (RI), a sensibilidade e a secrecdo de
insulina foram estimadas, respectivamente, pelos indices HOMA1-IR, HOMA2-S e
HOMAZ2-B. Modelos de regressdo linear multiplos foram construidos para estimar a
associacéo entre a DMO e os marcadores do metabolismo da glicose. O PC foi testado como
fator modificador de efeito. As covariaveis incluidas para ajuste das andlises foram
selecionadas com base no grafico aciclico direto (DAG). Foi observada interacdo
significativa entre DMO e PC na associacdo com o metabolismo de glicose, no modelo
ajustado (p < 0,1). Individuos com PC aumentado apresentaram associacdo positiva entre
DMO e log HOMAL-IR, enquanto naqueles com PC normal a associacdo foi inversa (p =
0,036). A DMO foi negativamente associada com log HOMAZ2-S em individuos com PC
aumentado e positivamente em pessoas com PC normal (p = 0,042). Nao foram observadas
associacOes significativas entre a DMO e log HOMA2-B e entre OC e os marcadores do
metabolismo da glicose. Conclui-se que a DMO associou-se com 0 metabolismo de glicose,

independentemente da OC sérica, e que o PC foi um fator modificador desta associacao.

Palavras-chave: Densidade mineral 0ssea, resisténcia a insulina, metabolismo de glicose,

metabolismo &sseo, osteocalcina.
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Abstract

BARROSO, Lygia Nestal. Bone mineral density and its association with glucose metabolism
in young adults. Thesis (Master's Degree in Human Nutrition) — Josué de Castro Institute of

Nutrition, Postgraduate Nutrition Program, Rio de Janeiro Federal University, 2016.

Bone may play an important role in glucose metabolism but results remain
controversial. The objective of the study is to evaluate the association between bone mineral
density (BMD) and glucose metabolism (insulin resistance, sensitivity and secretion) and
investigate if visceral hyperadiposity, evaluated by waist circumference (WC), is an effect
modifier and if osteocalcin (OC) is a confounder of this association. This research consists of
a cross-sectional analysis based on the fourth phase of a prospective birth cohort. Study
included 468 young adults from general community from Ribeirdo Preto, Brazil. BMD
(femoral neck, proximal femur, lumbar spine), total OC, fasting plasma glucose and insulin
concentrations were assessed. IR, insulin sensitivity and secretion were estimated by
HOMAL1-IR, HOMA2-S and HOMAZ2-B indexes. Multiple linear regression models were
constructed to estimate the association between BMD and glucose metabolism. WC was
tested as an effect modifier. The covariates used in the adjustment were selected based on a
Direct Acyclic Graph (DAG). A significant interaction between BMD and WC on glucose
metabolism was observed in the adjusted model (p<0.1). Subjects with increased WC
presented a positive association between BMD and log HOMAL-IR while an inverse
association was found in those with normal WC (p=0.036). BMD was negatively associated
with log HOMA-S in individuals with increased WC and positively in those with normal WC
(p=0.042). No significant associations between BMD and log HOMAZ2- and OC and glucose
metabolism markers were observed. In conclusion, BMD was associated with glucose

metabolism, independently of OC, and WC modified this association.

Keywords: Bone mineral density, insulin resistance, glucose metabolism, bone metabolism,

osteocalcin.
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1. Introducéao

A resisténcia a insulina (RI) estd associada ao desenvolvimento do diabetes mellitus (DM)
tipo 2 e é definida quando concentragdes normais do hormdnio produzem uma resposta
biolégica subnormal (SBD, 2015). A etiologia da RI resulta da interagdo entre fatores
genéticos e ambientais, principalmente o excesso de peso (PETERSEN; SHULMAN, 2006;
LEE; LEE, 2014).

Nas ultimas décadas, alguns estudos identificaram possivel papel do o0sso sobre o
metabolismo de glicose em modelos experimentais (LEE et al., 2007; FERRON;
LACOMBE, 2014). Em humanos, no entanto, os estudos acerca do eixo enddcrino 0sso
pancreas permanecem controversos (LU C et al., 2012; LUCEY et al., 2013).

Neste contexto, embora a osteocalcina (OC) seja 0 mais estudado, outros marcadores do
metabolismo 6sseo e a densidade mineral 6ssea (DMO) também tem sido avaliados
(VELDHUIS-VLUG et al., 2013; LUCEY et al., 2013; PIRILA et al., 2014). Um importante
fator que altera o turnover do 0sso e, consequentemente, a DMO e, por isso, pode ser uma
importante varidvel modificadora na associagdo entre o metabolismo 6sseo e de glicose € a
disfuncdo metabdlica associada a hiperadiposidade visceral (PITTAS et al., 2009; COHEN et
al., 2013).

1.1 Resisténcia a insulina

A insulina possui papel essencial na regulagdo do metabolismo de carboidratos. O
aumento das concentragdes plasmaticas de glicose estimula a sua secrecdo pelas células B das
ilhotas pancreaticas e, para manter a homeostase, a insulina promove reducdo da producéo
hepética (gliconeogénese e glicogendlise) e aumento da captacdo periférica de glicose. Além
disso, por ser um hormdnio anabdlico, também estimula a lipogénese, reduz a lipdlise,
aumenta a sintese e reduz a degradacdo proteica (CAVALHEIRA et al., 2002).

A sinalizacdo intracelular da insulina ocorre por meio da ligacdo deste horménio ao
seu receptor de membrana, que possui atividade tirosina quinase e se autofosforila, levando a
sua ativacdo. Quando ativado, este receptor catalisa a fosforilagdo de outras proteinas
intracelulares envolvidas na transducdo do sinal da insulina (CAVALHEIRA et al., 2002;
LUCHS, 2006) . Tais proteinas sdo chamadas de substratos do receptor de insulina (IRS) e a
fosforilacdo de IRS1 resulta na ativacdo de importantes vias metabolicas, como a via
fosfatidilinositol 3-quinase (Pl 3-quinase), responsavel pela translocacdo de vesiculas
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contendo transportadores de glicose para a membrana plasmaética, ativacdo da sintese de
glicogénio, supressdo da gliconeogénese e crescimento e diferenciagéo celular. Por outro lado,
a fosforilacdo dos IRS1 em serina bloqueia a sinalizacdo de insulina (CAVALHEIRA et
al., 2002; ZEYDA; STULNIG, 2009).

De acordo com a literatura, diversos fatores podem ser associados a RI, dentre os quais
se destacam: obesidade, idade, sexo, cor da pele e fatores de estilo de vida (como prética de
atividade fisica, tabagismo e etilismo) (MCKEOWN et al., 2004; LEE et al., 2006; WILLI et
al., 2007; KENNEDY et al., 2009; KIM et al., 2015).

Entre os fatores de estilo de vida, a atividade fisica melhora a Rl por levar ao aumento
da captacdo muscular de glicose por diferentes mecanismos. Um deles envolve uma enzima
chave de resposta a contracdo muscular, proteina quinase ativada por adenosina monofosfato
(AMPK), que também estimula o transporte de glicose no musculo esquelético, promovendo a
translocacdo de vesiculas contendo transportador de glicose Glut-4, de forma independente da
acao de insulina (PAULI et al., 2009; LI et al., 2016).

Em relacdo ao alcool, KIM et al. (2015) identificaram que seu consumo leve a
moderado esté associado a reducgédo do risco de DM e maior sensibilidade a insulina por meio
do aumento da secrecdo de adiponectina, uma adipocina anti-inflamatoria inversamente
associada a RI, entretanto, o consumo cronico de etanol foi relacionado a disfuncdo das
células B-pancredticas. Quanto ao tabagismo, o aumento da inflamacéo sistémica e do estresse
oxidativo induzidos pela nicotina parecem estar associadas a RI. Além disso, o fumo parece
aumentar o perimetro da cintura (PC) (OHKUMA et al., 2015).

Acerca dos fatores ndo modificaveis, a cor da pele estd associada com maior risco de
desenvolvimento de DM tipo 2. Estudos demonstram que, em individuos negros, hd maior
predisposicdo genética e maior prevaléncia desta doenca cronica (BRITO et al., 2001;
PICCOLO et al., 2016). Um dos mecanismos gque pode estar associado a maior prevaléncia de
DM tipo 2 nesta populacdo € o polimorfismo do gene da adiponectina, ADIPOQ (DAVIS et
al., 2015). O sexo € outro fator que se relaciona com a RI e alguns dos motivos elencados que
podem justificar este fato sdo as diferengas na composicdo corporal e concentracdo de
adiponectina entre homens e mulheres. Enquanto as mulheres apresentam maior adiposidade
total, especialmente subcutanea, os homens apresentam maior quantidade de gordura visceral
e hepatica. Alem da diferenca quanto a deposicdo de gordura corporal, a maior concentracdo
de adiponectina em mulheres esta associada a menor RI neste grupo (GEER; SHEN, 2009;
KAUTZKY-WILLER et al., 2016).
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A obesidade, fator etiolégico mais importante, esta relacionada a resposta inflamatéria
cronica, caracterizada por desequilibrio na producdo de adipocinas, como leptina e
adiponectina, e ativacdo de vias pro inflamatorias, como proteina C reativa (PCR), fator de
necrose tumoral a (TNFa), interleucina 6 (IL6) e interleucina 1 (IL1) (BASTARD et al.,
2006; LEE; LEE, 2014).

Quando ha persistente excesso de ingestdo caldrica e ganho de peso, os adipdcitos
hipertrofiam para aumentar a capacidade de armazenamento. A hipertrofia de adipdcitos esta
associada a hipdxia, morte celular e atracdo de macrdfagos que irdo se infiltrar no tecido
adiposo (MORIGNY et al., 2016). Um mecanismo sugerido para esta infiltracdo de
macrofagos € que 0s mesmos séo originados a partir de precursores presentes na medula 6ssea
e a leptina, adipocina produzida pelos adipdcitos, é responsavel por estimular a diapedese
destas células do fluxo sanguineo para o tecido adiposo (BASTARD et al., 2006; JUNG,;
CHOI, 2014). A disfuncdo celular relacionada a hipertrofia dos adipdcitos esta associada a
regulacdo negativa da expressdo de adiponectina e positiva de leptina. Os macréfagos
presentes no tecido adiposo irdo estimular a expressdo de citocinas pro-inflamatérias, como
TNFa e IL6 (Figura 1) (BASTARD et al., 2006; JUNG; CHOI, 2014; SEGOVIA et al.,
2014).

Adipocitos 7 Adiponectina
* hipertrofiados {\\H“
+ * Le ptina
* :
* L
Macrofagos _
infiltrados ~UF ¥ Inflamacio
\ “— Resisténcia a
= TNFa ‘ insulina
IL 6 -

Figura 1. Hipertrofia de adipdcitos, infiltracdo de macrofagos e inflamag&o do tecido
adiposo. Adaptado de BASTARD et al., 2006 e JUNG, CHOI, 2014.

A leptina esta associada a regulacdo da ingestdo alimentar, do gasto energético e esta
associada a producdo de citocinas pro-inflamatorias, como TNFa (CEDDIA et al., 2002;
JUNG; CHOI, 2014). Ao contrario da leptina, a adiponectina tem sido descrita como protetora
para a inflamagdo cronica, pois esta adipocina e o0 TNFa se inibem mutuamente (EKMEKCI,
EKMEKCI, 2006; PRADO et al., 2009; JUNG; CHOI, 2014). Na obesidade, a redugédo da

concentracdo plasmatica de adiponectina ¢ o aumento do TNFa estdo associados a RI
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(YAMAUCH]I et al., 2001; NEELAND et al., 2012). TNFa, IL1 e IL6 alteram a expresséo de
genes e promovem fosforilacdo em serina do IRS, afetam o receptor de insulina e também os
transportadores de membrana de glicose (ZEYDA; STULNIG, 2009; LEE; LEE, 2014).

E importante compreender que embora haja relacéo clinica entre a quantidade absoluta
de gordura corporal e a RI, esta parece ser menos importante que a distribuicdo de gordura
(PETERSEN; SHULMAN, 2006; JUNG; CHOI, 2014). A gordura corporal total encontra-se
dividida em dois grandes depositos: visceral e subcutaneo. A gordura visceral estd associada
aos oOrgaos internos da cavidade abdominal, enquanto a gordura subcutanea forma uma
camada sob a pele (WRONSKA; KMIEC, 2012).

O tecido adiposo subcutaneo atua como local de armazenamento de gordura e esta
relacionado com uma forma de obesidade metabolicamente menos prejudicial. Este tecido é
considerado mais lipogénico, pois seus pré adipdcitos sdo mais responsivos ao receptor
ativado por proliferadores de peroxissoma gama (PPARYy), que estimula a diferenciacao de pré
adipdcitos em adipdcitos maduros (WRONSKA; KMIEC, 2012; GAGGINI et al., 2015).
PPARYy tem importante papel na lipogénese e sensibilidade a insulina. As glitazonas, agentes
farmacologicos utilizados no tratamento de DM tipo 2, séo potentes ativadores do PPARYy e,
com isso, melhoram a sensibilidade a insulina e estimulam a captagdo de glicose e acidos
graxos da circulacdo (HAMMARSTEDT et al., 2005; GAGGINI et al., 2015).

Em contrapartida, o tecido adiposo visceral é considerado mais lipolitico
(WRONSKA; KMIEC, 2012; JUNG; CHOI, 2014). A lipolise leva a liberacdo de maior
guantidade de acidos graxos livres no sangue, resultando em lipotoxicidade, ou seja, danos a
funcdo de 6rgaos ndo-adiposos, como o pancreas, contribuindo para reducdo da funcdo das
células B-pancreaticas (KAHN et al., 2006; CSALA, 2016). Além disso, o tecido adiposo
visceral esta associado a menor expressdo de adiponectina e maior de citocinas pro-
inflamatdrias, o que torna esse tecido mais relacionado a resisténcia a insulina e as
complicacBes metabdlicas da obesidade (NEELAND et al., 2012; WRONSKA; KMIEC,
2012).

Na RI, inicialmente, o péancreas consegue se adaptar e manter a homeostase
aumentando a secrecdo de insulina. No entanto, quando a capacidade funcional e adaptativa
do oOrgédo e excedida, ha deterioracdo da tolerancia a glicose e risco de desenvolvimento de
DM tipo 2 a longo prazo (KAHN et al., 2006; LEE; LEE, 2014).


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0004-27302007000400005
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0004-27302007000400005
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1.2 Densidade mineral 6ssea e osteocalcina

A densidade mineral 6ssea (DMO) resulta de processo dindmico fisiologicamente
controlado de remodelacdo Ossea, que ocorre por toda a vida adulta e € responsavel pela
renovacdo do esqueleto e manutencdo da sua integridade. A remodelacdo dssea, ou seja, 0
mecanismo de reabsorcdo e formacdo dssea, decorre da acdo de osteoclastos e osteoblastos.
Os osteoclastos séo células volumosas, multinucleadas e moveis que tém origem comum com
a linhagem de células sanguineas. Os osteoblastos, por sua vez, sdo provenientes de células
osteoprogenitoras e responsaveis pela sintese dos componentes organicos da matriz dssea
(coldgeno tipo I, proteoglicanos, osteocalcina (OC), osteopontina e sialoproteina 6ssea) e
mineralizagdo da mesma (SIDDIQUI; PARTRIDGE, 2016).

No processo de remodelacdo dssea, ocorre primeiramente o recrutamento das células
osteoclasticas (reabsorcdo 0ssea), estimulado a partir da interacdo do receptor ativador do
fator nuclear kappa B (RANK), com seu ligante (RANKL). O RANKL ¢ sintetizado por
células da linhagem osteoblastica, sistema imunoldgico e algumas células cancerigenas. Este
marcador se liga ao receptor de membrana dos osteoclastos RANK e estimula reabsorcéo
Ossea por meio da ativacdo de osteclastos maduros e osteoclastogénese (AMADEI et al.,
2006; SILVA; BRANCO, 2011).

Durante a reabsorcdo Ossea sdo liberados fatores de crescimento responsaveis pela
diferenciacdo de pré-osteoblastos. Os osteoblastos formados produzem osteoprotegerina
(OPG), uma proteina que, por meio de sua afinidade com RANKL, impede a ligacdo deste ao
receptor RANK. Assim, a remodelacao 6ssea € controlada pela expressdo de RANKL e OPG,
aumentando ou reduzindo a osteoclastogénese respectivamente. Logo, verifica-se que 0s
processos de reabsorcao e formacdo dssea sdo acoplados, de forma que o primeiro estimula a
atividade reparadora do segundo. Entretanto, o ciclo de reabsorcdo é bem mais rapido que o
de formacdo e, por isso, o balanco final em termos de massa Gssea pode ser afetado
(AMADEI et al., 2006; SILVA; BRANCO, 2011).

A OC é uma proteina sintetizada por osteoblastos durante a formacdo Ossea que, na
forma carboxilada, é responsavel pela ligacdo do mineral calcio a molécula de hidroapatita do
0sso. Esta proteina contribui, portanto, para o0 aumento da DMO (HAUSCHKA et al., 1989;
BOOTH et al., 2013).

Diversos fatores podem influenciar o metabolismo 6sseo e, consequentemente, a DMO
como: indice de massa corporal (IMC) e a composi¢do corporal, tabagismo, etilismo,
atividade fisica, ingestdo dietética de calcio, vitamina D, idade, sexo e cor da pele
(LOUREIRO et al., 2014; WONGDEE; CHAROENPHANDHU, 2015).
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O tabagismo estéa associado com a reducdo da DMO e aumento do risco de fratura. Os
mecanismos envolvidos incluem alteracdo da absorcdo intestinal de célcio, do metabolismo
hormonal calciotropico (reducdo do calcitriol), sexual (reducéo do estradiol) e cortical adrenal
(aumento de cortisol). Além disso, o cigarro parece ter efeito sobre o sistema RANK-
RANKL-OPG (aumento da relagio RANKL/OPG) do osso (YOON et al., 2012). O etilismo
crénico também é considerado fator de risco para a baixa DMO e desenvolvimento de
osteoporose. Alem da metabolizacdo do etanol gerar espécies reativas de oxigénio que podem
ter efeito bioldgico direto, o consumo prolongado leva a inflamacao e aumenta a expressao de
RANKL, estimulando a osteoclastogénese e reabsor¢do 6ssea (CHEN et al., 2009; RONIS et
al., 2011).

A atividade fisica € um fator protetor relevante contra a perda de massa 6ssea devido
as modificacGes na estrutura do 0sso causadas por carga mecanica que estimula resposta
osteogénica (BIELEMANN et al., 2013). Em relacdo ao sexo, sabe-Se que 0s esteroides
sexuais tém efeito anabdlico no osso, provavelmente por meio do aumento de OPG e
consequente reducdo da diferenciacdo de osteoclastos (AMADEI et al., 2006; FRENKEL et
al., 2010). As diferencas na massa 0ssea entre homens e mulheres resultam de efeitos
hormonais sexo-especificos e 0s homens apresentam maior DMO e menor risco de fraturas
que mulheres (ORWOLL et al., 2001; CALLEWAERT et al., 2010; NORDSTROM et al.,
2011).

A massa 0ssea pode ainda sofrer influéncia da etnia. Embora apresentem menores
concentracdes séricas de vitamina D, individuos negros tendem a ter maior DMO e menor
risco de fraturas que os brancos. Este achado sugere que é possivel que 0s negros mantenham
a homeostase de célcio adequada mesmo com menor concentragdo de vitamina D circulante.
Além disso, outros fatores genéticos podem estar envolvidos no metabolismo 4sseo,
justificando as diferencas encontradas (GUTIERREZ et al., 2011).

O aumento do peso corporal (massa adiposa e/ou magra) influencia positivamente o
esqueleto devido a maior carga mecanica, por isso, tradicionalmente, a obesidade é
considerada osteoprotetora (FELSON et al., 1993; ZAIDI et al., 2012). Entretanto, este
conceito vem sendo questionado a medida que estudos tém verificado aumento da prevaléncia
de fraturas em individuos obesos (NIELSON et al., 2011; ARMSTRONG et al., 2012).

Sabe-se que o tecido adiposo esta envolvido no metabolismo e secrecdo de adipocinas
com atividade 6ssea como leptina, adiponectina e citocinas pré-inflamatorias (REID, 2002). O
papel da leptina e da adiponectina sobre a massa 6ssea ainda nao esta claro. Uma metanalise

publicada em 2011 demonstrou que enquanto a leptina teve efeito protetor sobre a massa
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Ossea e o risco de fratura, a adiponectina associou-se negativamente com a DMO (BIVER et
al., 2011). Entretanto, outros estudos divergem e descrevem que a adiponectina pode
aumentar a massa 0ssea por suprimir a osteoclastogénese e aumentar a osteoblastogénese
(OSHIMA et al., 2005; KANAZAWA, 2012). Quanto a leptina, dois estudos de revisao
descreveram que esta adipocina pode afetar o metabolismo dsseo tanto por via central quanto
por via periférica. De forma central, foi descrito que esta adipocina se liga aos seus receptores
hipotalamicos e induz duas cascatas de sinalizacdo: a primeira leva ao aumento da expressao
de RANKL, que estimula a reabsor¢éo 0ssea, e a segunda, ao aumento da atividade simpatica
que sinaliza para osteoblastos, por meio de receptores 2 adrenérgicos em sua superficie, e
leva a inibi¢do da proliferacdo osteoblastica e estimulo da reabsorcdo 6ssea . Além disso, a
leptina parece, por meio da via periférica, agir de forma contraria, ou seja, aumentar a
formacdo e inibir a reabsorcdo 6ssea (KARSENTY, 2006; CHEN; YANG, 2015).

A inflamacdo cronica de baixo grau presente na obesidade, e 0 consequente aumento
de citocinas pré-inflamatdrias como proteina C reativa (PCR), TNFa e IL6, também pode
influenciar na massa dssea. Estes marcadores estdo associados a génese de osteoclastos e
aumento da reabsorcdo 0ssea (por meio do aumento da expressdo de RANKL) (AGUIRRE et
al., 2014). Neste contexto, BHUPATHIRAJU et al. (2011) e ZHANG et al. (2015)
encontraram associacdo negativa entre o tecido adiposo visceral e DMO mesmo apds ajuste
por IMC, idade e sexo. Adicionalmente, COHEN et al. (2013) revelaram que individuos no
tercil mais alto de gordura do tronco apresentaram reducdo da formacdo 6ssea. Corroborando
com este dado, foi constatado que individuos obesos e com maior massa de gordura
apresentam menor concentracdo do marcador de formacdo 6ssea OC (PITTAS et al., 2009;
CAGLAR et al., 2014).

Acrescenta-se que, segundo metandlise publicada em 2015, individuos obesos tém
maior prevaléncia de deficiéncia de vitamina D, mesmo apds ajuste por outros fatores de
confusdo (PEREIRA-SANTOS et al., 2015). A deficiéncia deste nutriente em obesos pode
estar associada a ingestdo inadequada, reduzida exposi¢cdo solar e diminuicdo da
biodisponibilidade por sequesto pelo tecido adiposo. A vitamina D é essencial para absor¢éo
de célcio e salde dssea e a reducdo da sua concentra¢do tem como consequéncia 0 aumento
da secrecdo do paratormdnio (PTH) que estimula a reabsorcéo 6ssea (ARAUJO, 2013).

Um estudo experimental publicado em 2015 sugere que, em animais obesos, o
aumento da massa 6ssea e diminuicdo concomitante na qualidade do osso seja resultado de

um processo de duas fases: primeiramente, hd aumento da carga mecanica e producdo de
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hormdnios com efeito anabdlico, apds, ocorre reducdo da renovacdo Ossea decorrente do
desenvolvimento de disfuncdo metabodlica (LECKA-CZERNIK et al., 2015).

Diante do exposto, observa-se que fatores genéticos, ambientais e o estado nutricional
podem afetar a massa 6ssea por alterarem 0s processos de reabsorcdo e formacgdo 0ssea. A
obesidade parece estar positivamente associada & massa 0ssea, porém esta popula¢do também
apresenta reducdo da qualidade do osso, verificada pelo aumento da reabsorcgéo e reducéo da

formacéo 0Ossea (e, consequentemente do marcador desta etapa do metabolismo 6sseo, a OC).

1.3 Eixo enddcrino 0sso-pancreas

LEE et al. (2007) propuseram, em modelo experimental, que 0 0sso poderia ser um
orgdo enddcrino. Neste estudo, foi proposto que a OC estivesse associada com a proliferacdo
das células B-pancreaticas, secrecdo e sensibilidade a insulina e, ainda, com o gasto
energético. Em consonancia, a infusdo de osteocalcina ndo carboxilada (OCun) em
camundongos selvagens promoveu maior tolerdncia a glicose e aumento da secre¢do de
insulina (FERRON et al.,, 2008). Para tentar explicar estes efeitos, Pl et al. (2011)
demonstraram in vivo e in vitro a existéncia de um receptor acoplado a proteina G, GPCR6a,
nas células B-pancredticas, no qual a OC poderia se ligar e estimular a proliferacdo dessas
células e a secrecdo de insulina.

Segundo revisao publicada por FERRON et al. (2014), além de aumentar a secrecao
de insulina pelas células B-pancreéticas, foi demonstrado que a OC pode afetar a sensibilidade
a insulina possivelmente por meio do aumento da expressao de adiponectina, uma adipocina
anti-inflamatoéria, em tecido adiposo branco e reducdo da secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias sabidamente envolvidas no desenvolvimento da RI.

Embora em animais os estudos parecam sinalizar para a existéncia de um eixo
enddcrino 0sso pancreas, os estudos conduzidos em humanos permanecem controversos.
POLGREEN et al. (2012) trabalharam com individuos adultos jovens e ndo identificaram
associacdo entre OC e o modelo de avaliacdo da homeostase da RI (indice HOMAL-IR).
Corroborando com este resultado, LU et al. (2012) e CAGLAR et al. (2014) também nao
encontraram associacdo entre OC e os seguintes marcadores: HOMAL-IR, modelo de
avaliacdo da homeostase de secrecao de insulina (HOMAZ2-B) e o marcador de sensibilidade a
insulina - QUICKI. Além disso, HWANG et al. (2012a) reportaram que a OC ndo se associou
ao desenvolvimento de DM tipo 2 durante 0 acompanhamento de individuos por um periodo

médio de 8 anos
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Em contrapartida, KANAZAWA et al. (2011) e RUI et al. (2014) demonstraram que
OC associou-se negativamente a glicemia plasmatica e hemoglobina glicada (HbA1C). RUI
et al. (2014) também observaram associacdo negativa de OC com o0 HOMA1-IR, HOMA2-f e
0 modelo de avaliacdo da homeostase da sensibilidade a insulina (HOMAZ2-S). BAO et al.
(2013) também identificaram que OC correlacionou-se negativamente com HOMAI-IR e
HbALC.

Quanto a DMO, foi encontrado apenas um estudo que buscou avaliar a associacao
entre DMO e o metabolismo de glicose. PIRILA et al. (2014) avaliaram 155 individuos
adultos jovens e ndo encontraram associagdo entre DMO, insulina e glicose plasmaticas na
andlise ndo ajustada e apos ajuste pelo sexo, massa de gordura e fatores de estilo de vida. Para
melhor compreensdo da literatura, as informacBes dos principais estudos que verificaram
associacdo entre o 0sso e o metabolismo de glicose, avaliando especificamente a OC e a
DMO, foram resumidas nos Quadros 1 e 2.

A partir da analise metodoldgica destes artigos (Quadros 1 e 2), verifica-se que 0s
testes estatisticos mais utilizados sdo os de correlacdo paramétrico (Pearson) e ndo
paramétrico (Spearman) e a regressao linear maltipla. Alguns estudos também trabalharam
com testes de diferenca de médias entre os tercis de OC. Na maioria dos casos, 0s estudos que
utilizam testes paramétricos normalizam as varidveis com distribui¢do assimétrica (como
HOMAL-IR e HOMAZ2-B) por meio da transformagdo log. Os fatores de confusdo mais
descritos para ajuste dos testes sdo o IMC, idade e sexo. As covariaveis etnia e fatores de
estilo de vida (atividade fisica, tabagismo e etilismo) também foram mencionados. Apenas 4
estudos dentre os avaliados ndo encontraram associacéo entre OC e/ou DMO, metabolismo de
glicose e 0 desenvolvimento de DM tipo 2 (HWANG et al., 2012a; POLGREEN et al., 2012;
CAGLAR et al., 2014; PIRILA et al., 2014) e apenas 1 destes trabalhos realizou regressio
linear multipla ajustada por fatores de confusdo e normalizou a varidvel HOMAL1-IR por meio
de transformacdo log. Cabe salientar, entretanto, que POLGREEN et al. (2012) também
incluiu individuos adolescentes em suas analises.

Importante salientar que embora OC seja 0 marcador mais estudado no contexto do
eixo enddcrino 0sso-pancreas, outros marcadores também parecem influenciar na homeostase
de glicose, conforme descrito em uma revisdo publicada em 2013 (VELDHUIS-VLUG et al.,
2013). Foram observados os marcadores de formacéo 0ssea: propeptideo amino terminal do
procolageno tipo 1 (P1NP) e fosfatase alcalina especifica do osso (FAL), e de reabsorcdo
Ossea: telopeptideo C-terminal (CTX) e telopeptideo N-terminal (NTX). Alguns estudos nédo
demonstraram associacao entre estes marcadores e Rl (KINDBLOM et al., 2009; SHEA et
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al., 2009; GOWER et al., 2013), enquanto LUCEY et al. (2013) verificaram associagéo
positiva entre PANP e HOMA1-IR.

Quanto a plausibilidade biolégica do nosso estudo, cabe esclarecer que embora a
associacdo entre 0 0sso e o metabolismo de glicose esteja sendo estudada hd uma década, o
tema permanece controverso em humanos. Conforme exposto, em modelos experimentais e
alguns estudos revisados em humanos (LEE et al., 2007, FERRON et al., 2008;
GRAVENSTEIN et al., 2011; CHEN et al., 2014), OC parece estar inversamente associada a
RI. Além disso, OC é um marcador de formacdo Ossea e, por isso, esta positivamente
associada a DMO (HAUSCHKA et al.,, 1989). Estas caracteristicas fazem da OC um
potencial fator de confusdo na associacdo entre DMO e RI. Sabe-se ainda que o tecido
adiposo visceral pode alterar o0 metabolismo ésseo, afetando inclusive a concentracdo de OC
(PITTAS et al., 2009), e, por isso, pode ser avaliado como fator modificador na associagédo
entre 0 0sso e 0 metabolismo de glicose.

Enfim, acrescenta-se que o0s resultados acerca da associacdo entre 0 0SSO e O
metabolismo de glicose ainda ndo estdo totalmente claros e, diante disso, justifica-se a
realizacdo de estudos que contribuam com evidéncias que auxiliem no melhor entendimento

desta relacéo.
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Quadro 1. Caracteristicas da amostra, idade dos individuos, objetivo e tamanho amostral dos estudos revisados.

Objetivo do estudo
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Tamanho da amostra

Polgreen et al., 2012

nutricional/doen
Média (DP)
IMC: 25,5 (0,5) kg/m?
-16% com obesidade, 21% sobrepeso e 63% eutréficos
Média %GC e PC, respectivamente, de acordo com
quartil de OC: Q1: 27,2 e 86,9; Q2: 26,4 e 83,8; Q3: 23,2
e80,1; Q4:23,1e 78,9
De acordo com glicemia de jejum: 1 participante com
DM e 7% com pré-DM

Média (DP)
18,6(0,1)

Determinar se baixas concentragdes

de OC estdo associadas com RI e
obesidade

137 (67 homens e 70
mulheres)

Bao et al., 2013

Média (DP) nos grupos sem e com SM, respectivamente
IMC: 22,77(2,41) e 26,02(3,40)
PC: 83,97(8,62) e 96,78(7,27)

Média (DP)
64,9(10,7)

Avaliar a associacéo entre OC e SM

181 homens (76 sem SM e
105 com SM)

Jung et al., 2016

Média (DP)

IMC e PC, respectivamente:

Homens < 50 anos: 25,6(3,2) e 87,7(9,4)

Homens > 50 anos: 25,0(3,2) e 88,2(7,5)

Mulheres < 50 anos: 22,2(3,6) e 72,2(9,4)

Mulheres > 50 anos: 24,4(3,4) e 82,2(7,7)

O estudo incluiu individuos com DM, pré-DM e
tolerdncia normal a glicose.

Média (DP)

Homens < 50 anos: 38,1(7,9)
Homens > 50 anos: 61,6(8,6)
Mulheres < 50 anos: 35,4(9,3)
Mulheres > 50 anos: 63,3(8,1)

Avaliar a associacdo entre OC e a
homeostase de glicose em homens e
mulheres de acordo com a idade e 0
Sexo

719 (131 homens<50 anos;

191>50 anos; 108
mulheres<50 anos e
279>50 anos)

Caglar et al., 2014 Média (DP) Média (DP) Avaliar a associagdo entre OC e RI 87 mulheres
IMC: 28,2(4,8) 54,7(5,3)
- 31% mulheres eutréficas, 40% com sobrepeso e 29%
com obesidade
PC: 94,3(15,6)
Mulheres na menopausa, sem doencas pré-existentes

Hwang, et al., 2012a | Média (DP) Média (DP) Investigar associacdo entre OC e o | 1229 homens
IMC: 23,8(2,3) 47,4(5,8) desenvolvimento de DM tipo 2 ao
%GC: 22,4(4,5) longo de um periodo médio de
No inicio do acompanhamento, os homens ndo possuiam acompanhamento de 8,4 anos
DM.

Lucey et al., 2013 Média (DP) Média (DP) Investigar associacdo entre OC e os | 268 (116 homens e 152
IMC: 30,1(1,5) Homens: 32,2(5,3) parametros do metabolismo de | mulheres)
%GC: 33,3(7,6) Mulheres: 31,5(5,4) glicose
MG: 28,9(5,6)

MM: 59,4(12,1)
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Individuos com obesidade, sem DM

Pirila et al., 2014

Média (DP)

IMC: 24,8(3,8)

PC: 83,8(11,8)

%GC: 25,6(7,1)

MG: 19,6(7,4)

MM: 53,8(11,0)

Individuos com (14) e sem SM (141)

Média (DP)
Homens: 32,4(31,7-33,9)
Mulheres: 32,5(31,7-34,0)

Avaliar associacdo entre fatores de
risco cardiovascular, DMO e
marcadores do turnover 4sseo

155 (74 homens e 8
mulheres)

Chenetal., 2014

Média (DP)

IMC dos individuos com DM tipo 2, pré DM tipo 2 e
tolerancia  normal,  respectivamente:  26,9(0,75);
27,6(1,01); 26,3(4,84)

Média (DP)

Tolerancia normal: 48,0(10,0)
Tolerancia
reduzida:50,0(10,0)

DM tipo 2: 48,0(11,0)

Avaliar a relacdo entre OC e o
metabolismo  de  glicose em
individuos com diferentes graus de
tolerancia a glicose

160 (46 com toleranci
normal, 52 com redug&o d:
tolerancia e 62 com DM
tipo 2)

Hwang, et al., 2012b | Média (DP) Média (DP) Verificar se OC esta positivamente | 425 (23 com toleranci:
IMC: 25,5(3,8) 53.0(12.0) associada a sensibilidade e secre¢cdo | normal, 150 pré-diabetes

de insulina 252 com DM)
Gravenstein et al., Mediana (1Q) Média (DP) Investigar a associacdo entre OC, [ 580 (300 homens e 28

2011

IMC: 25,9 (23,6 —29,5)
Sem doencas pré existentes relatadas

Homens: 71(60-79)
Mulheres: 66(59-76)

resisténcia e secre¢do de insulina

mulheres)

DP, desvio padrdo; IMC, indice de massa corporal; GC, gordura corporal; PC, perimetro da cintura; OC, osteocalcina; Q, quartil; RI, resisténcia a insulina; SM, sindrome metabdlica
DM, diabetes mellitus; MG, massa de gordura; MM, massa magra; DMO, densidade mineral 6ssea;
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Quadro 2. Variaveis de exposicao, desfecho, testes estatisticos utilizados e principais resultados dos estudos revisados.

Variaveis de
desfecho

Referéncia

Variaveis de

Teste estatistico e fatores de

Resultados

exposi¢ao

ajustes

Polgreen et al., 2012

OC total

Clamp
hiperinsulinémico-
euglicémico, HOMAL-
IR (log), IMC e PC

Regressdo linear multipla ajustada
pela idade, sexo, etnia e IMC

OC total foi inversamente associada com IMC e PC e diretamente com a
sensibilidade a insulina no modelo ndo ajustado. Na analise ajustada, a
associacao com a sensibilidade a insulina tornou-se borderline (p=0,056).
Associacdo entre OC e log de HOMAL-IR ndo apresentou significncia
estatistica

Bao et al., 2013

OC total

IMC, PC, HbAIC,
HOMAL-IR e
HOMA2-B

Correlacdo de Spearman, teste de
correlacdo parcial, ajustado pela
idade e IMC e regressdo logistica
multipla ajustada pela idade, IMC,
insulina de jejum, log HOMA1-IR e
HbAlc

Individuos com SM apresentaram menor concentracdo de OC. Verificou-
se correlacdo inversa entre OC e IMC, PC, HbA1C e HOMAIL-IR e
positiva com HOMAZ2-B. Apés ajuste, as analises permaneceram
significativas. Na regresséo, verificou-se que OC é um fator preditor
independente da SM

Jung et al., 2016

OC total

IMC, HOMAL-IR
(log), HbALc,
HOMAZ2- B (log) ¢ IGI

Correlacdo de Pearson e regressdo
linear maltipla ajustada por fatores
que afetam homeostase de glicose e
metabolismo 6sseo

Correlacéo inversa entre OC e HbAlc independente da idade. Correlagéo
inversa da OC com IMC apenas em homens < 50 anos. Correlacdo
inversa de OC com HOMAZ1-IR em mulheres, independente da idade, e
homens com < 50 anos e positiva com HOMAZ2-B e IGI em homens,
independente da idade, e mulheres com < 50 anos. Na regressdo,
verificou-se associagdo inversa entre OC e HbAlc em homens,
independente da idade, e mulheres com < 50 anos

Caglar et al., 2014

OC total

IMC, PC, HOMA1-IR,
HOMAZ2-B, QUICKI

Correlacéo de Spearman

Mulheres com sobrepeso apresentaram menor concentracdo de OC. As
variaveis antropométricas e do metabolismo de glicose ndo foram
correlacionadas com OC.

Hwang, et al., 2012a

OC total

IMC, %GC, HbALC,
HOMAL-IR (log),
HOMA2-B (log)

ANOVA one-way e teste de Tukey
para comparacdo de médias entre
os tercis de OC e modelo de risco
proporcional de Cox (avaliar a
incidéncia de DM tipo 2 entre os
tercis de OC), ajustado por outros
fatores de risco para DM como:
idade, IMC, %GC, glicemia,
HbA1C, tabagismo

%GC e HOMA1-IR variaram inversamente de acordo com os tercis de
OC. Nao foi verificada diferenga estatistica no desenvolvimento de DM
tipo 2 entre os tercis de OC
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Lucey et al., 2013

OC total

IMC, %GC, MG (kg),
MM (kg), HOMA1-IR

Andlise univariada de covariancia
para comparar as médias das
variaveis, entre os tercis de OC.
Regressdo linear multipla para
avaliar associacdo entre OC
(categorizada em maior ou menor
que a concentracdo média) e 0s
marcadores do  metabolismo,
ajustando por co-variaveis
pertinentes

Em mulheres verificou-se que a MM variou positivamente de acordc
com os tercis de OC total. Pela analise de regressdo linear multipla
verificou-se associagéo inversa entre OC e HOMAL-IR em mulheres
com concentracdo de OC abaixo da média do grupo

Pirila et al., 2014

OC total e DMO
(corporal,
coluna, colo do
fémur)

Glicemia e insulinemia

Correlacdo parcial ajustada por
sexo, massa de gordura e fatores de
estilo de vida (tabagismo, etilismo
e atividade fisica)

OC e DMO néo foram associados a glicemia ou insulinemia nos modelos
ajustados. N&o foram encontradas diferencas para OC e DMO entre
individuos com e sem SM apos ajuste por fatores de confusdo.

Chenetal., 2014

OC total

Glicemia, HOMA1-IR
(log) e HOMA2-B (log)

Correlacdo de Pearson e teste de
correlacdo parcial, ajustado para
idade e IMC

Néo foi observada diferenca estatistica da concentracdo de OC entre 0s 3
grupos avaliados. OC total foi negativamente correlacionada com
HOMAL-IR, mesmo ap0s ajustes

Hwang, et al., 2012b

OC total

HbA1C, HOMA1-IR
(log), HOMA2-B (log)
e indices de
sensibilidade (Matsuda
e Stumvoll), e de
secrecdo de insulina
(disposicéo (log) e
insulinogénico (log))

ANOVA one-way e teste de Tukey
para comparacdo de médias entre
os tercis de OC, regressdo linear
multipla ajustada por idade, sexo,
IMC e leptina e regressdo logistica
multipla

Concentracdo de OC foi significativamente menor no grupo com DM.
HbA1C e HOMAZ1-IR variaram inversamente de acordo com os tercis de
OC e HOMAZ2-B positivamente. Na analise de regressao linear, OC foi
positivamente associada com sensibilidade e secrecdo de insuline
(avaliadas pelos indices Stumvoll e de disposi¢do). OC foi inversamente
associada ao desenvolvimento de DM

Gravenstein et al., 2011

OC total

HOMAZ2-IR (log) e ISI
(log)

Regressdo linear multipla ajustado
por idade, sexo e IMC

OC negativamente associadas com HOMA2-IR

OC, osteocalcina; IMC, indice de massa corporal; PC, perimetro da cintura; GC, gordura corporal; MG, massa de gordura; MM, massa magra; RI, resisténcia a insulina; SM, sindrome
metabolica; DM, diabetes mellitus; DMO, densidade mineral dssea; 1GI, indice insulinogénico; ISI, indice de secrecdo de insulina; HOMA-IR e HOMAZ2-IR, modelo de avaliagdo dz
homeostase de resisténcia a insulina; HOMA-B, modelo de avaliagdo da homeostase de secrecdo de insulina; QUICKI, indice de verificacdo quantitativa da sensibilidade a insulina;
HbA1C, hemoglobina glicada; ANOVA, anélise de variancia.
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2. Justificativa

A RI esta associada ao desenvolvimento do DM tipo 2, um importante problema de salde
publica mundial. Segundo dados da Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), o nimero de
individuos com DM tipo 2 vem aumentando devido ao envelhecimento da populagédo, bem como
maior prevaléncia de obesidade e sedentarismo, fatores etioldgicos relacionados a Rl (SBD,
2015). Em contrapartida, recentemente tem sido estudado que o marcador do metabolismo 6sseo
OC parece se associar inversamente a RI, sugerindo a existéncia de um possivel eixo endocrino
0sso-pancreas. No entanto, os resultados neste contexto ainda permanecem controversos
(GRAVENSTEIN et al., 2011; POLGREEN et al., 2012).

Como potenciais motivos para os resultados ainda controversos encontrados na literatura,
levantam-se: 1) diferencas metodoldgicas encontradas entre os estudos, como: 1a) diferentes
testes estatisticos utilizados; 1b) normalizacdo ou ndo de variaveis com distribuicdo assimétrica,
como os indices HOMA, ao utilizar teste estatistico para variaveis paramétricas; 1c) inclusdo ou
ndo de fatores de confusdo para ajuste das analises; 1d) inclusdo de fatores de ajuste com grande
colinearidade em uma mesma analise, como IMC, PC, % gordura corporal); e, 2) possibilidade
que covaridveis (como o estado nutricional) ndo estejam sendo adequadamente exploradas. A
maioria dos estudos utiliza os marcadores de obesidade como fatores de ajuste, no entanto,
sabendo que o acumulo de gordura corporal, especialmente visceral, estd relacionado a
disfuncdes metabolicas que alteram o metabolismo ésseo e a DMO, acreditamos ser importante a
sua avaliacdo como um importante fator modificador na associacéo entre o 0sso e 0 metabolismo
de glicose.

Ademais, quanto a densidade 6ssea, encontramos apenas um trabalho que tenha explorado a
relagdo da DMO com marcadores do metabolismo de glicose (PIRILA et al., 2014). Em nosso
estudo, sugerimos que uma vez que a OC pode se associar a resisténcia, sensibilidade e secrecao
de insulina e, sabidamente, participa da formacdo e aumento da massa 0ssea, este marcador pode
ser considerado um potencial fator de confusdo na associacéo entre a DMO e 0 metabolismo de
glicose.

Adiciona-se que frente a0 aumento da prevaléncia de DM na popula¢do mundial torna-se
importante a realizacdo de trabalhos que investiguem potenciais fatores associados a RI e que

possam gerar evidéncias que auxiliem a esclarecer o eixo enddcrino 0sso pancreas.
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3. Hipotese

A hipotese do presente estudo é que a DMO ¢ inversamente associada com a Rl e positivamente
associada com a sensibilidade e a secrecdo de insulina e esta associa¢cdo ndo é independente da OC
(Figura 3). Sabendo que a obesidade visceral pode alterar o metabolismo ésseo acreditamos que 0
perimetro da cintura pode ser um fator modificador na associagdo entre DMO e os marcadores do
metabolismo de glicose por alterar a qualidade e 0 metabolismo ésseo (reducdo da formacédo Ossea e

aumento da reabsor¢do 0ssea).

- Inversa
Densidade Mineral Ossea ‘ | Resisténeia a insulina, HOMA1-IR

N\ /!

Osteocalcina |

Positiva

» | Sensibilidade a insulina, HOMA2-S

AN /.

Osteocalcina |

Densidade Mineral Ossea |

Densidade Mineral Ossea Positiva : Secre¢io de insulina, HOMAZ2-p

AN /.

Osteocalcina |

Figura 2. Hipdtese da associacdo entre densidade mineral dssea e os marcadores do metabolismo de
glicose estudados.
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4. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar presenca de associacao entre a densidade mineral dssea e a resisténcia, sensibilidade e

secrecdo de insulina em individuos adultos jovens nascidos em 1978/79 no municipio de Ribeirdo

Preto, testando potencial efeito modificador do perimetro da cintura nesta associagao.

3.2 Objetivos especificos

(i)
(i)

(iii)

(iv)

v)

(vi)

(vii)

Descrever as caracteristicas gerais da populacao de adultos jovens estudada;

Avaliar a distribuicdo das variaveis de desfecho de acordo com as categorias das
covaridveis analisadas no estudo;

Avaliar a distribuicdo das variaveis de desfecho de acordo com as categorias das variaveis
de exposicdo (DMO coluna lombar, colo do fémur e fémur proximal total) incluidas no
estudo;

Avaliar a inclusdo das covariaveis de ajuste nas analises, por meio do gréfico aciclico
direcionado;

Avaliar a associacdo entre a densidade mineral 6ssea e os indices HOMA1-IR, HOMAZ2-S
e HOMAZ2-B;

Investigar se o perimetro da cintura (PC) é um fator modificador na associagdo entre a
densidade mineral 6ssea e 0os marcadores do metabolismo da glicose estudados;

Verificar se a osteocalcina é um fator de confusdo na associacdo entre a densidade
mineral 6ssea e 0s marcadores do metabolismo de glicose estudados ou se esta associa¢do
é independente da acdo de osteocalcina.
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5. Métodos
5.1 Desenho

A presente dissertacdo compreende analise transversal, utilizando dados coletados na quarta
fase do estudo prospectivo “Da saude perinatal a satide do adulto jovem: estudo da coorte nascida em
1978/79 em hospitais de Ribeirdo Preto, SP” que envolveu individuos nascidos no municipio de
Ribeirdo Preto no periodo de 1° de junho de 1978 a 31 de maio de 1979.

5.2 Captacao dos participantes
5.2.1 Evolucgéo da coorte

A evolucdo da coorte de nascidos vivos em 1978/79 até a quarta fase do estudo (2002/04),
momento em que foram coletados os dados utilizados no presente estudo, estd apresentada na Figura
3.

Durante o periodo de 1° de junho de 1978 a 31 de maio de 1979, 9.067 nascidos vivos em
hospitais de Ribeirdo Preto (0 que representa 98% do total de nascimentos registrados neste periodo)
foram incluidos na amostra original do estudo. Do total, foram excluidos 2.094 recém-nascidos 0s
quais as maes ndo residiam na cidade e 146 gémeos, resultando em 6.827 bebés que seguiram no
estudo para a coorte de follow-up. Destes, 246 morreram durante o primeiro ano de vida e 97 até os
20 anos de vida, resultando em um total de 343 mortes. Entre os anos de 2002 a 2004, quando o0s
individuos tinham entre 23 e 24 anos de idade, o quarto follow-up foi conduzido. Dos 6.484 vivos
aos 20 anos, 5.665 foram identificados ainda vivendo na cidade para esta fase do estudo (BARBIERI
et al., 2006).

Para localizacdo destes participantes, as seguintes fontes foram utilizadas: sistema Hygia de
agendamento eletrdnico para usuérios do Sistema Unico de Satde (SUS), listas de usuérios de planos
de saude privados e avaliacdo dos alunos e dos recrutas militares pertencentes aos acompanhamentos
realizados em 1987/89 e 1996/97. Foram realizados contatos telefonicos para aqueles que possuiam
telefone fixo ou moével e enviadas cartas contendo explicacdes sobre o objetivo do estudo com
contato do projeto. Outros meios de comunica¢do como televisdo, radio e jornais também foram
utilizados (BARBIERI et al., 2006).

A cidade de Ribeirdo Preto é composta por 4 regides geoecondmicas. Assim, foi criada uma
subamostra na qual um de cada trés individuos, identificados como participantes da amostra original,
que viviam na mesma area geoecondmica, foram convidados a participar desta fase do estudo.
Destes, 705 individuos ndo puderam ser incluidos (recusa, prisdo, morte apdés 20 anos ou nao
comparecimento a entrevista), resultando em um total de 2.063 adultos jovens que participaram do
acompanhamento (BARBIERI et al., 2006).
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5.2.2 Célculo da amostra

O calculo do tamanho da amostra foi realizado a partir da formula proposta por RONA et al.
(1993). O estudo maior levou em consideracdo que com uma amostra de 1.084 pessoas ja sera
possivel detectar correlagdo de 0,085 (correspondendo a um coeficiente de regressdo de 0,624) em
um nivel de significdncia de 5% e com poder do teste de 80%. Assim, foi proposto que
aproximadamente 30% da populacdo elegivel aos 20 anos de idade (6.484 individuos), o que
corresponde a 1.946 individuos, seriam convidados a participar do estudo. Ao final da coleta de
dados foram captados 2.063 individuos (BARBIERI et al., 2006).

9067 nascidos vivos em Ribeirdo Preto  |—r——» 1978/79

| | 146 gémeos e
. " . ] 2094 os quais as
6827 filhos unicos 2240 excluidos 1™ maes nAo residiam
| na cidade
6484 vivos até 20 anos
819 ndo identificados aos 23/25 5665 identificados aos ~ ———» 2002/04
anos 23/25 anos

Subamostra: 1 de 3
individuos vivendo na
mesma &rea geoecondmica

2063 participantes com 23/25 anos convidados para a quarta
fase da coorte

v

Figura 3. Evolucéo da coorte de nascidos vivos em 1978/79 até a quarta fase do estudo.

5.2.3 Populacéo avaliada no presente estudo

Dos 2063 incluidos na quarta fase da coorte, apenas 513 concordaram em realizar a avaliacdo
Ossea. Dezessete individuos foram excluidos por apresentarem alguma condicdo que poderia
interferir na avaliacdo clinica ou nas medidas do metabolismo 6sseo (a saber: diabetes mellitus, asma
em uso de corticoesteroide, amaurose, anorexia nervosa, escoliose, urolitiase e infarto agudo do
miocardio) (SCHLUSSEL et al., 2010). Destes 496 individuos, para a realizacdo das analises, 26
foram excluidos por ndo terem realizado a dosagem de OC total e 2 dos marcadores do metabolismo
de glicose (HOMA1-IR, HOMA2-S e HOMA2-p), totalizando 468 individuos adultos jovens que
apresentaram avaliagdo de DMO, OC e dos indices HOMA (Figura 4).
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Diabetes tipo 1
Asma em uso de
coirticoesteroide

513 aceitaram realizar avaliacdo
Ossea

Amaurose
> Anorexia nervosa
Escoliose
Urolitiase
. L . Infarto agudo do miocardio
496 realizaram avaliacdo 6ssea 17 excluidos g
Para as analises: 26 excluidos por ndo apresentarem dosagem de OC e 2 dos
indices HOMA

»| Amostra final: 468 individuos adultos jovens

Figura 4. Fluxograma da populacéo avaliada no presente estudo.

5.3 Variaveis do estudo
5.3.1 Variaveis dependentes
5.3.1.1 Modelos de Avaliacdo da Homeostase (HOMA)

As amostras de sangue dos individuos adultos jovens foram coletadas por técnico de
enfermagem, apds jejum de no minimo 12 horas, identificadas e centrifugadas para obtencédo do
plasma, o qual foi armazenado em freezer para realizacdo das analises. Todas as andlises foram
realizadas nos laboratérios do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo.

A glicemia de jejum foi determinada por método enzimatico colorimétrico (Chronolab AG,
Zug, Suica) e a insulina de jejum foi medida por radioimunoensaio (DPC, Los Angeles, EUA). Foi
calculada a estimativa da R, utilizando o modelo original de avaliacdo da homeostase - HOMA1-IR,
por meio da formula glicemia de jejum (mmol/L) x insulina de jejum (uU/ml)/22,5 (MATTHEWS et
al., 1985).

A estimativa da sensibilidade a insulina (HOMAZ2-S) e da secrecdo de insulina por meio da
fungdo de célula p (HOMAZ2-P) foi calculada por meio do modelo HOMAZ2, disponivel por meio de
calculadora online (https://www.dtu.ox.ac.uk/homacalculator/). Este modelo leva em conta as
variacOes na resisténcia hepatica e periférica, aumento na curva de secre¢do de insulina para a
concentracdo plasmatica de glicose acima de 10 mmol/L (180mg/dL) e a contribuicdo da pré-insulina
circulante (MADEIRA et al., 2013).
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5.3.2 Variaveis independentes
5.3.2.1 Densidade Mineral Ossea

A DMO (g/cm?) foi obtida por meio da densitometria 6ssea por absorcdo de raios-X de dupla
energia (DEXA), usando o equipamento Hologic QDR-4500 (Waltham, EUA), em trés &reas
anatdmicas de interesse: coluna lombar (regido L1-L4), colo do fémur e fémur proximal total
(SCHLUSSEL et al., 2010). A analise foi realizada no aparelho do laboratério da Medicina Nuclear
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (HCFMRP).

5.3.3 Potenciais fatores de confusio
5.3.3.1 Coleta de covariaveis

Foram aplicados questionarios estruturados para coleta das covariaveis: questionario geral
estruturado, no qual foram obtidas informacdes de escolaridade (anos), auto avaliagéo da cor da pele
e tabagismo; questionario para avaliacdo do nivel de atividade fisica (CRAIG et al., 2003) e
questionario de frequéncia alimentar (QFA), validado para a populacdo brasileira (CARDOSO;
STOCCO, 2000), o qual também continha questdes sobre consumo de alcool. Adicionalmente, foi
realizada avaliacdo antropométrica.
5.3.3.1.1 Variéveis coletadas pelo questionario geral

A escolaridade foi categorizada em < 8 anos, 9-11 anos e > 12 anos de estudo. A cor da pele
foi avaliada de acordo com os critérios do censo brasileiro (TRAVASSOS; WILLIAMS, 2004),
como branco, mulato, negro e amarelo, e categorizada em brancos e ndo brancos, sendo aqueles que
ndo eram brancos (0os mulatos, negros e amarelos) reunidos em uma categoria Unica. O héabito de
fumar foi categorizado entre fumantes e ndo fumantes.
5.3.3.1.2 Atividade fisica

A atividade fisica foi avaliada utilizando a versao reduzida do questionario internacional de
atividade fisica (IPAQ), validado para a populacdo brasileira, e categorizada de acordo com as
recomendacdes do mesmo em baixo, moderado ou alto nivel de atividade (CRAIG et al., 2003).
5.3.3.1.3 Ingestao de energia e alcool

A ingestdo de energia (kcal/dia) foi estimada baseando-se na adaptacdo de um questionario
validado para a comunidade Nipo-Brasileira de S&o Paulo (CARDOSO; STOCCO, 2000), o qual
continha uma lista com 75 itens alimentares (RIBEIRO; CARDOSO, 2002), e aplicado em
entrevistas por nutricionistas, O célculo foi realizado por meio do software Dietsys versdo 4.0. O
consumo de alcool foi estimado com base no QFA e expresso em porcentagem do total de energia da

dieta por dia.
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5.3.3.1.4 Avaliacdo antropométrica

As medidas antropomeétricas (peso, estatura e PC) foram medidas por técnicos de enfermagem
treinados de acordo com protocolo padrdo (TANNER, 1986). O peso foi medido utilizando balanca
mecanica (Filizola, Sdo Paulo, Brasil) com precisdo de 100 g. A estatura foi avaliada utilizando
estadidmetro portéatil de madeira (Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, Brasil) com precisao de
0,1 cm e o IMC foi calculado por meio da divisdo do peso em quilogramas pela estatura em metros
quadrados (kg/m?) e classificado de acordo com pontos de corte da Organizagdo Mundial da Satde
(1995) em < 24,9 (eutrofia e magreza), 25 - 29,9 (sobrepeso) e > 30 kg/m® (obesidade) (WHO,
1995). O PC foi medido, utilizando fita métrica ndo extensivel, na menor circunferéncia entre as
costelas e a crista iliaca, com o individuo de pé e o abdémen relaxado, ao final de uma expiragédo
normal (LOHMAN et al., 1988), e categorizado de acordo com os pontos de corte definidos pela
OMS em PC normal quando PC < 94 cm para homens e < 80 cm para mulheres e PC aumentado
quando PC > 94 ¢cm para homens e > 80 cm para mulheres (WHO, 1998).
5.3.3.1.5 Osteocalcina

A osteocalcina total foi determinada por método imunorradiométrico (DSL-7600, IRMA,
Webster, TX, EUA).
5.3.3.2 Diagrama causal

DAGitty ¢é o software utilizado para a construcdo e analise de diagramas causais (DAGS) e
encontra-se disponivel online em www.dagitty.net. O DAG é um modelo grafico que descreve
hipoteses sobre o processo causal. A presenca de uma seta entre duas variaveis representa efeito
causal direto e significa que o processo de determinacdo de uma variavel (para a qual a seta aponta) é
influenciado pelo status de outra variavel (da qual a seta parte). Segundo o manual do software, a
seta entre duas variaveis representa apenas parte do efeito causal, ou seja, aquele que ndo € mediado
por outras variaveis presentes no DAG (TEXTOR et al., 2011).

Diversos fatores descritos na literatura podem se associar a etiologia da Rl e afetar a
sensibilidade e secrecdo de insulina. No presente estudo, as seguintes covariaveis foram incluidas no
DAG: ingestdo de célcio, idade, sexo, cor da pele, tabagismo, etilismo, pratica de atividade fisica e
osteocalcina. Assim, os potenciais fatores de confuséo envolvidos na associagdo entre DMO e RI
foram identificados por meio do DAG apresentado na Figura 5. O PC foi tratado como fator
modificador de efeito e, portanto, ndo foi incluido no DAG. O consumo de calcio foi incluido por
afetar a OC e ser afetado pelo tabagismo. No entanto, segundo avaliacdo do DAG, ao ajustar nosso
modelo pela variavel mais proximal, OC, o efeito do consumo de calcio ja estaria sendo captado e,

por este motivo, esta covariavel ndo foi incluida em nosso modelo estatistico.
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atividade fisica
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ingestdo de calcio

habito de fumar
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osteocalcina

cor da pele

idade

Figura 5. Diagrama causal da associagéo entre densidade mineral 6ssea e resisténcia a insulina.
Nota: Ajustes minimos suficientes para estimar o efeito total da DMO sobre a RI sugeridos pelo
DAG - idade, OC, cor da pele, sexo, atividade fisica, consumo de alcool e tabagismo.

Abreviacdes: DMO, densidade mineral dssea; R, resisténcia a insulina.

Legenda:
@® Exposicdo
@ Desfecho
Antecede a exposi¢édo

Antecede a Exposicdo e Desfecho

5.4 Anélises estatisticas

Primeiramente foi realizada analise exploratoria dos dados para avaliagdo da distribuicdo das
variaveis.

Para descrever as caracteristicas gerais da populacdo foram utilizadas médias (desvio padrao)
ou medianas (intervalo interquartilar) e proporgdes para as variaveis continuas simetricas,
assimeétricas e variaveis categoricas, respectivamente.

Para explorar potenciais fatores associados a distribuicdo das variaveis de desfecho
(HOMAZ1-IR, HOMA2-S e HOMAZ2-p), essas foram descritas em medianas e intervalos interquartis,

estratificadas pelas categorias de covariaveis e variaveis de exposi¢do (DMO, coluna lombar, colo do
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fémur e fémur proximal total). As varidveis continuas foram categorizadas em tercis, e as
comparagOes entre as categorias foram realizadas utilizando os testes Mann-Whitney e Kruskal-
Wallis.

Para avaliar a associacao entre a DMO e Rl (HOMAZ1-IR), sensibilidade a insulina (HOMAZ2-
S) e secrecdo de insulina (HOMAZ2-B), modelos de regressdo linear foram construidos para cada
resultado. Para esta analise, HOMAL-IR, HOMA2-S e HOMAZ2-B foram log-transformados.
Considerando que a inflamagdo associada ao tecido adiposo visceral pode alterar o metabolismo
6sseo, o PC foi testado como fator modificador de efeito nos modelos de regressdo linear. Para
interpretacdo das interagdes, foram construidos graficos para cada area anatdmica 0ssea avaliada
(coluna lombar, colo do fémur e fémur proximal total) e os resultados (HOMAL-IR, HOMA2-S e
HOMAZ2-p), estratificados de acordo com os pontos de corte da OMS para PC em PC normal e PC
aumentado (WHO, 1998).

A OC foi incluida nos modelos como um fator de confuséo devido a sua associa¢do com as
varidveis de exposicdo e desfecho e observou-se se a associacdo entre a DMO e metabolismo da
glicose é dependente deste marcador. As demais covaridveis foram selecionadas para inclusdo no
modelo final com base no DAG.

Na avaliacdo da distribuicdo das varidveis de desfecho e também nas regressdes mdltiplas, as
associacfes com p <0,05 foram considerados significativas, exceto na avaliacdo de interacGes, em
que valor de p <0,1 foi considerado significativo (TWISK, 2006). Todas as analises foram realizadas
utilizando o software estatistico para analise de dados Stata (STATA) versdo 12.0 (STATA
Statistical Software: Release 12. College Station, TX: StataCorp LP).

5.5 Questdes éticas

O projeto foi aprovado pelo comité de ética do Hospital Universitario, Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo sob o nimero de protocolo 7606/99. O termo de
consentimento foi estruturado em 3 fases de acordo com as avaliacdes que os individuos consentiam
em participar (todas as avaliacdes incluindo os exames mais invasivos, avaliacdo que nao incluia
determinados testes invasivos, avaliacdo que incluia apenas alguns dos testes invasivos). Essa
estratéegia permitiu a obtencdo de informacdes a partir de uma propor¢do maior da populagédo
(BARBIERI et al., 2006).
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6. Resultados

Artigo: Waist circumference is an effect modifier of the association between bone mineral

density and glucose metabolism
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Abstract

Background: Bone may play an important role in insulin resistance but results remain controversial.
The objective of this study is to evaluate the association between bone mineral density (BMD) and
glucose metabolism and investigate if waist circumference (WC) is an effect modifier of this
association.

Methods: Cross-sectional analysis with 468 young adults from fourth phase of prospective birth
cohort of Ribeirdo Preto, Brazil. BMD, total osteocalcin (OC), fasting plasma glucose and insulin
concentrations were assessed. Insulin resistance (IR), sensitivity and secretion were estimated by
HOMAL1-IR, HOMAZ2-S and HOMAZ2-f indexes. Multiple linear regression models were constructed
to estimate the association between BMD and glucose metabolism. WC was tested as an effect
modifier and OC as a confounder. The covariates were selected based on Direct Acyclic Graph.
Results: Significant interaction between BMD and WC on glucose metabolism was observed in the
adjusted models (p<0.1). Subjects with increased WC presented a positive association between BMD
and log HOMAZ1-IR while an inverse association was found in those with normal WC (p=0.036).
BMD was negatively associated with log HOMAZ2-S in individuals with increased WC and positively
in those with normal WC (p=0.042). No significant associations between BMD, log HOMA2- and
OC and glucose metabolism markers were observed.

Conclusions: BMD was associated with glucose metabolism, independently of OC. WC modifies

this association.
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Introduction

Insulin resistance (IR) is characterized by a reduction of the action of the hormone due to
reduced sensitivity in targets sites, such as muscle, adipose tissue and the liver, resulting in
hyperglycemia. To maintain glucose homeostasis, the pancreas adapts through changes in the
pancreatic p-cells, resulting in increased insulin secretion. However, exceeding the functional and
adaptive capacity can result in the development of type 2 diabetes mellitus (DM2)(1).

Several factors, such as being overweight, age, sex, skin color and lifestyle (physical activity,
smoking and alcohol)(2-4), may be involved in the etiology of IR. Obesity, and more specifically,
visceral obesity, is associated with a chronic inflammatory response associated with the development
of IR(1). In addition to these classic factors, Lee et al. (2007) detected the possible role of bone
markers in IR in experimental models(5).

Bone mineral density (BMD) results of the remodeling process, i.e., the action of bone
metabolism markers, which act by stimulating bone formation and reabsorption. The visceral adipose
tissue is associated with the genesis of osteoclasts and therefore with increased bone reabsorption(6).
Thus, this tissue can affect bone turnover and the concentration of bone turnover markers, such as
osteocalcin (OC), a protein synthesized by osteoblasts during bone formation, which seems to be
inversely associated with body fat(7). Recent investigations have studied the effects of bone turnover
markers in glucose metabolism, adding evidence of the existence of a possible bone-pancreas
endocrine axis(5, 8). In this context, OC seems to be positively associated with proliferation of
pancreatic -cells, insulin secretion and sensitivity and inversely associated with IR in experimental
models. In humans, these associations remains controversial in the literature(5, 9, 10).

The association between bone and glucose metabolism is not well defined and few studies
have sought to study BMD in this context. We expect an inverse association between BMD and IR in
young adults with less deposition of visceral fat, which also appear to have a higher concentration of
OC (7), and tested if this is dependent of OC. In individuals with increase of visceral fat deposition,
we suspect that this association can be modified due to changes in bone metabolism. So we treat
waist circumference as a modifying effect on the association between bone and glucose metabolism.

The objective of this study was to evaluate if BMD predicts alterations in glucose metabolism
(IR, sensitivity and secretion), and assess the potential role of OC in this association.

Methods
Study design and participants

This cross-sectional study was developed with data collected in the fourth phase of the
prospective cohort study of individuals born in Ribeirdo Preto from the 1% of June 1978 to the 31% of
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May, 1979. At baseline, information was obtained from 9,067 live newborns delivered in the
maternity hospitals of Ribeirdo Preto. Infants born to mothers who did not reside in the municipality
(n=2,094) and twins (n=146) were excluded from the original study. The initial sample comprised
6,827 infants born to mothers residing in Ribeirdo Preto.

In 2002, when the fourth cohort follow-up was conducted, 5,665 young adults (83% of original
sample) between 23 and 25 years of age were identified as living in the city. Ribeirdo Preto consists
of 4 geo-economic regions. A sub sample was created from the original study, of which one of three
individuals who lived in the same geo-economic area were invited to participate in this phase of the
study, resulting in a total of 2,063 young adults (31.8% of birth cohort).

Of the 2,063 individuals included in fourth phase of the cohort, 513 agreed to undergo the BMD
evaluation. Seventeen subjects were excluded due to the presence of a condition that would interfere
with the clinical assessment or measures of bone metabolism (i.e., type 1 diabetes, asthmatics using
corticosteroids, amaurosis, anorexia nervosa, scoliosis, urolithiasis and stroke). Additionally, for the
multiple models, 26 subjects and 2 subjects were excluded because their total OC and markers of
glucose metabolism (fasting glucose and insulin), respectively, were not measured. The final sample
of the present study comprised 468 individuals (females=235) who underwent BMD, OC and
HOMA [(homeostasis model assessment (HOMA), IR, insulin sensitivity (S), and B-cell function
(B)] evaluations. More detailed information about this cohort can be obtained from previous
publication(11).

Measurements

A 40-mL blood sample was collected by a trained professional after 12-hour fasting period. All
laboratory tests (fasting insulin and glucose and OC) were analyzed at the time of data collection.
Fasting glucose and insulin were determined using commercial kits by GOD/PAP human diagnostic
colorimetric enzymatic method (Chronolab AG, Zug, Switzerland) and radioimmunoassay (Insulin
kit, DPC, Los Angeles, CA, USA), respectively. OC was determined using an immunoradiometric
method (DSL-7600, IRMA, Webster, TX, USA).

IR was estimated using the original HOMAL-IR, calculated according to the formula: fasting
plasma glucose (mmol/L) x fasting plasma insulin (uU/mL)/22.5(12). To estimate insulin sensitivity
(HOMAZ2-S) and secretion (HOMAZ2- ), we used the HOMA computer model (HOMAZ2 model),
available from https://www.dtu.ox.ac.uk/homacalculator/.

BMD (g/cm?) were obtained by dual-energy X-ray absorptiometry (DXA) using Hologic QDR-
4500 (Waltham, MA, USA) equipment. Measurements of absolute precision error (and the
percentage coefficient of variation) for BMD were 0.007 g/cm? (0.66%), 0.015 g/cm? (1.77%) and
0.007 g/cm? (0.70%) for the three evaluated anatomic areas: the lumbar spine, femoral neck and total
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proximal femur, respectively. The phantom coefficient of variation throughout the study was 0.38%.
A standardized technician performed the quality control and analysis of all measurements. The
analysis was performed in the nuclear medicine laboratory of the Clinics Hospital, Faculty of
Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Brazil.

The following socio-demographic and lifestyle variables were obtained through structured
questionnaires administered during interviews: sex (male; female), age (23-25), self-classified skin
color (white; mulatto/black/yellow), schooling (< 8; 9-11 and > 12 years of study) and smoking
(smokers; non-smokers).

Physical activity was performed using the short version of the International Physical Activity
Questionnaire (IPAQ), validated for the Brazilian population, and categorized according to the
recommendations as low, moderate, or high activity(13).

Caloric intake (kcal/day) was estimated based on a food frequency questionnaire (FFQ), an
adaptation of a validated questionnaire(14), administered in interviews by nutritionists and
containing a list of 75 food items(15). The calculation for this measure was performed using Dietsys
version 4.0 software (National Cancer Institute, Bethesda, MD, USA). Alcohol consumption was
estimated based on the FFQ, expressed as a percentage of total dietary energy per day.

Adult weight and height were obtained by a trained medical doctor and a nurse using
standardized techniques(16). A mechanical scale (Filizola, Sdo Paulo, Brazil) with an accuracy of
100 g and a freestanding wood stadiometer (University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, Brazil) with an
accuracy of 0.1 cm were used. Body mass index (BMI) was categorized as < 25 (underweight or
normal weight), 25 to 29.9 (overweight) and > 30 kg/m? (obesity)(17).

Waist circumference (WC) was measured by a D-loop non-stretch fiberglass tape as the smallest
circumference between the ribs and the iliac crest while the subject stood with the abdomen relaxed
at the end of a normal expiration(18). WC is a very practical and internationally used to evaluate the
deposition of intra-abdominal fat (or visceral adipose tissue). Individuals with increased WC are at
risk of adverse consequences of obesity. The individuals were classified as normal/ increased WC
(women: < 80 cm; > 80 cm; men: < 94 cm; > 94 cm) according to cutoff points of WC proposed by
the World Health Organization (WHO)(19).

Ethics

This study was approved by the Research Ethics Committee of the Clinics Hospital, Faculty of
Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Brazil, in February 2000 (protocol no.
7606/99). All participants signed a term of consent, which was obtained freely and spontaneously,

after all necessary clarifications had been provided.
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Statistical analyses
The subject characteristics are described using means (standard deviation) or medians
(interquartile range) for continuous variables and proportions for categorical variables.

The study outcomes were described using medians and interquartile ranges stratified by
categories of potentially associated factors. Continuous variables were categorized into tertiles, and
comparisons between categories were performed using Mann-Whitney U and Kruskal-Wallis tests.
To evaluate the association between BMD and IR (HOMAZL-IR) sensitivity (HOMAZ2-S) and
secretion (HOMAZ2-B), multiple linear regression models were fitted for each outcome. For this
analysis, HOMA1-IR, HOMAZ2-S and HOMA2-3 were log-transformed.

WC was tested as an effect modifier in multiple linear regression models considering that
inflammation associated with visceral adipose tissue can affect bone metabolism markers, which may
explain the association between BMD and IR. We constructed linear prediction plots of the
associations between each anatomic bone area (spinal, femoral neck and proximal femur) and the
outcomes, stratified by WC cutoff points (normal/ increased), in order to interpret the interactions.

The covariates were selected for inclusion in the final model based on a directed acyclic
graph [(DAG, www.dagitty.net), Supplemental Figure 1]. A DAG is a graphic model, also known as
a causal diagram, in which potential confounding factors that can distort the causal inference process
can be identified and included as covariates in adjusted models(20). DAGs can make more explicit
the relationship between exposure and outcome and help avoid inappropriate adjustments.

OC concentration was included in the models as a confounder because of its association with
both the exposure and the outcome(8, 21). We observed whether the association between BMD and
glucose metabolism is dependent of OC or if there is an independent pathway linking BMD and IR.

In the multiple models, associations with p-value < 0.05 were considered significant, except
in the evaluation of interactions, in which a p-value< 0.1 was considered significant(22). All analyses
were performed using Stata Data Analysis and Statistical Software (STATA) version 12.0
(StataCorp) 2011. Stata Statistical Software: Release 12. College Station, TX: StataCorp LP).

Results

We evaluated 468 (233 men and 235 women) adults. The study participants had a mean age of
23.5 (0.5) years, a mean BMI of 23.7 (4.2) kg/m? and a mean WC of 80.3 (11.4) cm. The majority of
the sample is white (65%), had more than 8 years of schooling (88%), reported moderate or high
physical activity (74%) and were non-smoking (85%). The mean calorie intake and alcohol
consumption were 2,188.9 (713.4) kcal/day and 1.8% (2.3) of El/day, respectively. The median and
interquartile range of IR, insulin sensitivity and p-cell function were 1.1 (0.7:1.7), 136.6 (92.7:217.9)
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and 98.1 (73.7:132.4), respectively. The mean OC concentration was 12.6 (5.1) ng/mL, and the
BMD was 1.0 (0.1) g/cm? for the spinal anatomic area, 0.9 (0.2) g/cm? for the femoral neck and 1.0
(0.2) g/cm? for the proximal femur (Table 1).

A positive association between nutritional status markers (BMI and WC) and HOMA1-IR and
HOMAZ2-B and an inverse association with HOMA2-S was found. Individuals who reported low
physical activity had higher median HOMAL-IR and HOMA2- values and lower HOMAZ2-S values
than those reporting moderate or high levels of activity. The median HOMA1-IR and HOMA2-
levels differed between the sexes, i.e., men presented with higher mean IR values and lower
hormone secretion than women. Subjects classified in the 1%tertile of OC presented with
significantly higher median levels of HOMA2-B than those in the 2™ and 3" tertiles. The femoral
neck and proximal femur BMD were inversely associated with insulin sensitivity and were
positively associated with IR (Table 2).

We found a significant interaction between BMD and WC in the fully adjusted regression
(model 2). We observed a positive association between BMD (of the femoral neck and proximal
femur anatomic sites) and the log HOMAZ1-IR level in individuals with increased WC and an inverse
association in those with normal WC. BMD (of the femoral neck and proximal femur anatomic
sites) was negatively associated with the log HOMAZ2-S level in subjects with increased WC and
positively associated in those with normal WC. We did not observe significant associations between
BMD and the log HOMAZ2-B level and OC and the log HOMAL-IR, HOMA2-S and HOMAZ2-j
levels (Table 3 and Figures 1, 2 and 3).

Discussion

The present study has three main results. First, we found that BMD predict alterations in
glucose metabolism in young adults. Second, we observed that the direction of the association
differed according to WC classification, i.e., adults with increased WC had a positive association
between BMD and IR, while those with normal WC had an inverse association between these two
factors. The association between BMD and insulin sensitivity occurred in the opposite direction, i.e.,
we observed an inverse association in individuals with increased WC and a positive association in
those with normal WC. Finally, we did not observe any significant association between OC and
glucose metabolism in the adjusted models.

This study has some potential limitations. Although we used a large sample size from a birth
cohort, only 24.9% (n=513/2,063) of the individuals evaluated in the fourth phase of the birth cohort
follow-up consented to undergo DXA assessments, and after exclusions, the final sample comprised

468 subjects who had valid BMD measurements. Additionally, this study was based on a cross-
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sectional analysis, a study design that cannot determine whether the results are merely associations or
if BMD exerts a causal effect on glucose metabolism in these young adults. Finally, although in
experimental studies OC uncarboxilated has been reported to be the metabolically active form(5, 8),
we did not differentiate plasma OC by gamma-carboxylation status, and our assessment included all
forms of OC. The strength of this study is the number of young adults evaluated by DXA, a very
accurate procedure for measuring bone density. Moreover, our statistical analysis included multiple
regression models, while most studies of OC use correlation tests(7). In the multivariate analysis, we
evaluated the inclusion of co-variables based on a DAG that allows for the minimization of bias in
epidemiological studies. DAGs allows the identification of the minimum sufficient adjustment to
estimate the total and direct effect of a certain exposure on the studied outcome(20). To the best of
our knowledge, this is only the second study that has evaluated if BMD, assessed by a gold standard
measure (DXA), predict alterations in glucose metabolism (IR, sensitivity and secretion) in young
adults. Most studies have assessed the association between markers of bone turnover (such as OC)
and glucose metabolism.

This study provides new information about the association between bone and glucose
metabolism. We found a significant association between BMD and IR and insulin sensitivity and a
significant interaction between BMD and WC, in which the association between BMD and the log
HOMAL-IR and log HOMAZ2-S levels were different according to cut-off points of WC. Pirila et al.
(2014) study the association between BMD and glucose metabolism, and they found a non-
significant association in the unadjusted model, which persisted after adjusting the analysis for sex,
fat mass and lifestyle factors, such as smoking, alcohol consumption and physical activity, in 155
healthy young adults(23). Although Pirila et al. (2014) considered fat mass as a confounder, the
adipose tissue was not tested as an effect modifier in the association between bone and glucose
metabolism, as done in our study.

It is known that body fat, particularly visceral fat, may affect bone metabolism markers
and BMD. Chronic low-grade inflammation associated with visceral fat is related to the genesis of
osteoclasts, increased bone resorption and decreased OC concentration (6, 7). Individuals with
obesity present increased risk of fractures (24) possibly associated with metabolic dysfunction that
result in reduction of bone turnover and bone quality.(25). Therefore, considering the effects of
inflammation on bone turnover and mass, our conceptual framework considers that WC plays an
important role in the association between BMD and IR. We have hypothesized that WC acts as an
effect modifier and not as a confounder, and for this reason, this marker of visceral fat deposition

was not included in the DAG that depicted the theoretical relationship between all involved
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variables. Inflammation is associated with visceral fat, and increasing concentrations of pro-
inflammatory cytokines precede IR alterations(1), not the other way around.

OC is one of the most studied bone biomarkers in the association with glucose metabolism,
and this association has been extensively studied in the last decade(5, 26). We did not find a
significant association between OC concentrations and HOMAL1-IR or HOMAZ2-S in either the crude
or adjusted analysis. Animal studies, however, have demonstrated the positive effect of OC on
insulin secretion and the sensitivity and proliferation of pancreatic p-cells(5, 27). To exert these
effects, OC binds to its receptor GPCRG6a in pancreatic -cells and can also increase the expression
of anti-inflammatory adipokines and reduce the secretion of pro-inflammatory cytokines(8). In
humans, the findings remain controversial. In line with our results, Polgreen et al. (2012) evaluated a
sample of 137 young adults (18.6 years) and found no association between OC and HOMAL1-1R(28).
In addition, other studies found no association between OC and HOMAL-IR, HOMAZ2-B, QUICKI
insulin sensitivity marker, blood glucose and insulin in pre- and post-menopausal women(9, 29). On
the other hand, some studies have found an inverse association between OC and IR and a positive
association between OC and insulin sensitivity and secretion(7, 26, 30). The differences between
these studies and ours may be explained by the fact that we studied young adults while the others
studies investigated older people (approximately 50 years of age), which tend to have higher IR.
Moreover, we also found methodological differences as most studies used only correlation statistical
procedures(7, 26), and only one study performed adjusted regression models like ours(30). Unlike
our study, none of the published articles evaluated the selection of covariates with a DAG model.
Finally, we expected that the addition of OC in the regression model could explain the association
between BMD and IR, especially in individuals with normal WC, however, we observed that
associations between bone and glucose metabolism are independent of this bone metabolism marker
(because the inclusion of OC in the regression model did not affect the association between BMD
and glucose metabolism). We suggest that further studies be performed to investigate the action of
other biomarkers that can justify this relationship.

Some studies have demonstrated that osteoprotegerin (OPG), that promotes bone formation,
appears to be increased in metabolic disorders, such as obesity(31) and was positively associated
with IR, evaluated by HOMAL-IR (32). Additionally, Gannagé-Yared et al. (2008) evaluated
individuals with and without obesity and identified a positive association between OPG and
HOMAZIL-IR only in subjects with obesity (33). OPG was also positively correlated with pro-
inflammatory markers such as C-reactive protein and tumor necrosis factor-a(32, 34) and the
infusion of OPG in animals increased inflammation in adipose tissue(34). This association of OPG

with inflammation may explain its association with IR. In addition to OPG, the amino terminal
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propeptide of procollagen type 1 (P1NP), a marker of bone formation as OC, was also positively
associated with HOMAL1-IR in young women with overweight or obesity (10). Because of its
positive effect on bone mass and IR, we suggest that OPG and P1NP are bone metabolism markers
that may explain the different association found in patients with increased WC, i.e., the positive
association between BMD and HOMA1-IR observed in our study.

It is recognized that IR is involved in the pathophysiology of DM2, a global public health
problem(35). The association between bone and IR suggests the existence of bone-pancreas axis.
However, the exact mechanism that links bone mass and glucose metabolism is not fully understood,
and this study sought to contribute evidence to clarify this relation. We believe that a better
understanding of this association can contribute to improve IR. Corroborating this statement, other
studies have been developed with the aim of modulating pharmacologically bone metabolism
markers to improve glycemic control(36). Additionally, disorders associated with IR, such as
obesity, seem related to reduced bone quality and formation and increased bone fracture risk(24, 25).
Thus, the investigation of the relationship between bone and glucose metabolism may not only
contribute to the glycemic control but also to bone fragility prevention.

Moreover, as expected, we found that subjects with obesity and those with increased WC
present higher IR and secretion and lower insulin sensitivity. As described by Clausen et al. (1996),
an inverse association between obesity and insulin sensitivity is accepted longstanding(37). The
inflammation associated with adipose tissue plays an important, well acknowledged role in the
development of IR(1). Greater insulin secretion was found in these individuals, which characterizes
the pancreatic response in compensation of IR, leading to hyperinsulinemia in this population(1).

It is known that the increased secretion of adiponectin and the positive effect of estrogen on
glucose homeostasis contributes to the lower IR observed in women compared to men(38), as found
in our results. In addition, we found that men had a higher mean BMI and WC compared to women
(data not shown), which may also explain the higher rate of IR in this group.

Conclusion

We conclude that BMD was associated with glucose metabolism and that this association is
independent of OC. We also found that the WC maodifies the association between bones and IR and
sensitivity. These results indicate that BMD may play a role in the metabolic profile of IR and
obesity. However, further studies are needed to assess the direction of the association between BMD

and IR and to test the possible mechanisms involved in this relationship.
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Table 1. Descriptive characteristics of a young adults sample, 2002-2004 Ribeirdo Preto cohort,

Brazil, fourth follow-up.

Characteristics n= 468
Age (years) 23.5(0.5)
BMI (kg/m?) 23.7 (4.2)
WC (cm) 80.3 (11.4)
Sex

Women 235 (50)

Men 233 (50)
Skin color

White 304 (65)

Black/mullato/yellow 164 (35)
Schooling (years)

<8 58 (12)

9-11 262 (56)

>12 148 (32)
Energy intake (kcal/day) 2188.9 (713.4)
Alcohol consumption (% of El/day) 1.8 (2.3)
Physical activity

Low 121 (26)

Moderate 200 (43)

High 147 (31)
Smoking

Yes 68 (15)

No 400 (85)
HOMA1-IR 1.1(0.7:1.7)
HOMAZ2-S 136.6 (92.7:217.9)
HOMA2-8 98.1 (73.7:132.4)

Osteocalcin (ng/mL)

BMD Spinal (g/cm?)

BMD Femoral neck (g/cm?)
BMD Proximal femur (g/cm?)

12.6 (5.1)
1.0 (0.1)
0.9 (0.2)
1.0 (0.2)

Notes: Continuous variables are expressed as mean (standard deviation) or median (interquartile range).
Categorical variables are expressed as absolute and relative frequency. For EIl variable, we had 1

exclusion due to high calorie value (>6000 kcal/day).

Abbreviations: BMI = body mass index; WC = waist circumference; El = energy intake; HOMA =
homeostatic model assessment; HOMAL-IR = insulin resistance; HOMA2-S = insulin sensitivity;

HOMAZ2-B = B-cell function (insulin secretion); BMD = bone mineral density.
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Table 2. Distribution of insulin resistance (HOMAZL-IR?Y), insulin sensitivity (HOMA2-S?) and P cell function (HOMA2-B ?) in 468 young adults

according to categories of selected variables, 2002-2004 Ribeirdo Preto cohort, Brazil, fourth follow-up.

1

n HOMAI1-IR p HOMAZ2-S p HOMA2-B p

BMI (kg/m°)

<25 312 1.0(0.6;1.4) 157.9 (110.6;247.2)* 92.0 (70.2;122.2)*

>25-29.9 116 1.4 (0.9;1.9)° 116.3 (84.9;170.1)° 108.9 (77.9;139.5)°

> 20 40  25(1.53.3)° <0.001 68.9 (50.3;100.0)° <0.001  144.4(109.8;182.0)°  <0.001
wC

Normal 363 1.0(0.6;1.5) 154.5 (108.0;242.7) 92.3(70.5;122.0)

Increased 105 1.8(1.1;3.2) <0.001 88.9 (55.4;135.4) <0.001 129.4 (95.0;165.5) <0.001
Sex

Women 235 1.1(0.7;1.5) 140.2 (100.0;224.8) 104.3 (76.5;134.2)

Men 233  1.3(0.8-1.9) 0.016 131.5 (83.1;204.8) 0.105 92.4 (69.9;131.0) 0.024
Physical activity

Low 121 1.3(0.9;2.0) 118.5 (80.9;174.7)* 111.8 (88.5;147.5)

Moderate 200 1.1(0.7;1.6)" 136.7 (101.4;228.0)° 94.6 (72.8;126.3)"

High 147 1.0 (0.6;1.7)" 0.007 152.1 (93.9;262.4)" 0.002 87.5 (67.0;125.8)" <0.001
Smoking

No 400 1.1(0.7;1.7) 136.0 (95.0;217.9) 98.7 (73.7;131.3)

Yes 68 1.1(0.7;1.9) 0.907 146.5 (82.5;214.1) 0.890 94.5 (69.9;147.9) 0.955
Skin color

White 304 1.1(0.7;1.6) 141.1 (97.8;223.9) 95.1 (72.4;129.3)

Black/mullato/yellow 164  1.2(0.8;2.0) 0.055 128.8 (81.2;194.3) 0.055 100.4 (74.9;141.5) 0.154
Schooling (years)

<8 58 1.2 (0.7;2.0) 117.6 (77.2;208.6) 104.9 (76.4;135.8)

9-11 262 1.2(0.7;1.7) 133.6 (90.2;211.9) 97.5(72.9;131.7)

>12 148  1.1(0.7;1.6) 0.177 151.2 (100.7;221.6) 0.117 95.6 (73.8;132.5) 0.349
Alcohol consumption (% of El/day)

1*and 2" tertiles (0.0-2.1) 315  1.1(0.7;1.7) 136.1 (93.9;217.5) 98.3 (74.8;134.0)

3" tertile (2.2-12.1) 153  1.1(0.7;1.7) 0.727 139.8 (89.6;218.4) 0.857 98.0 (69.1;130.2) 0.479
Energy intake (kcal/day)

1%and 2" tertiles (851.1-2377.6) 313  1.1(0.7;1.6) 141.3 (96.6;211.9) 98.9 (73.8;134.2)

3" tertile (2394.1-4940.7) 154  1.3(0.7;1.8) 0.221 125.7 (88.5;219.1) 0.363 96.5 (72.1;131.0) 0.602
Osteocalcin (ng/mL)

1" tertile (2.9-9.6) 151  1.2(0.8;1.9) 131.8 (83.5;197.6) 106.6 (78.5;144.6)

2" tertile (9.8-14.3) 161  1.1(0.7:1.6) 139.8 (99.7;219.1) 93.8 (72.9;130.2)°

3"tertile (14.4-32.9) 156  1.1(0.6;1.7) 0.174 151.1 (95.0;238.6) 0.110 93.4 (68.6;120.7)" 0.018
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BMD Spinal (g/cm?)

1% and 2™ tertiles (0.7-1.1) 309 1.1(0.7;16) 141.0 (97.2;224.3) 98.5 (73.1;130.2)

3% tertile (1.1-1.4) 159 12(0.7:1.8) 0062  123.0(85.4:2000) 0089  97.0(745:134.6)  0.415
BMD Femoral neck (g/cm?)

1%and 2" tertiles (0.5-1.0) 310 1.1(0.7:16) 140.6 (99.4:229.5) 99.9 (73.7:130.9)

3% tertile (1.0-L.5) 158  13(0.8;1.9) 0013  1257(80.9:197.2)  0.036  953(73.7,135.8)  0.864
BMD Proximal femur (g/cm?)

1% and 2" tertiles (0.6-1.0) 309  1.1(0.7:15) 147.2 (100.0;229.5) 99.0 (73.7:129.3)

3" tertile (1.0-1.5) 159 1.4(09:23) <0.001 1157 (75.0:180.8)  0.002  96.3(73.7:141.4)  0.447

!p-value refers to Kruskall Wallis test and Mann-Whitney U test. Values with differing superscript letters (a, b, c) denote statistically significant differences across the categories.
“Categorized using World Health Organization cutoff points, normal WC: <80cm for women and <94 men; increased WC: >80 cm for women and >94 for men.

Notes: Data are expressed as median (interquartile range). For El variable, we had 1 exclusion due to high calorie value (>6000 kcal/day).

Abbreviations: HOMA = homeostatic model assessment; HOMAL-IR = insulin resistance; HOMAZ2-S = insulin sensitivity; HOMAZ2-$ = f-cell function (insulin secretion); BMI =
body mass index; WC = waist circumference; El = energy intake; BMD = bone mineral density.
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Table 3. Linear regression between bone mineral density (BMD; g/cm?) and insulin resistance (HOMA1-IRY), insulin sensitivity (HOMA2-S?) and B cell
function (HOMAZ2-B ) in 468 young adults, 2002-2004 Ribeirdo Preto cohort, Brazil, fourth follow-up.

HOMAIL-IR HOMAZ2-S HOMA2-8
Model 1 Model 2 Model 1 Model 2 Model 1 Model 2
B* (95% CI) p? B* (95% CI) p? B* (95% CI) p? B1 (95% CI) p B* (95% ClI) p? B* (95% ClI) p?

BMD - Spinal
Spinal (g/cm?) -0.2(-0.8;,04) 0510 -05(-1.1;0.1) 0.133 0.2(-0.3;0.8) 0432 04(-0.2;1.0) 0.160 -0.2(-0.6;0.1) 0.196 -0.2(-0.5;0.2) 0.424
WC (normal/increased)®  -0.0 (-1.4;1.3)  0.936 -0.2(-1.6;1.2) 0.763 0.1(-1.2;1.4) 0885 0.2(-1.1;15) 0.760 -0.1(-1.0;,0.7) 0.735 -0.1(-1.0;0.8) 0.836
Interaction term
Spinal#WC 0.6(-0.7;1.9) 0.344 0.8(-0.52.0) 0.246 -0.6(-1.8;,0.6) 0.324 -0.7(-1.9;0.5) 0.256 0.4 (-0.4;1.2) 0322 0.3(-051.2) 0.401
Osteocalcin (ng/mL) -0.0 (-0.0;0.0)  0.230  -0.0(-0.0;0.0) 0.114 0.0(-0.0;,0.0)0 0.189 0.0(-0.0;0.0) 0.139 -0.0 (-0.0;0.0) 0.079 -0.0(-0.0;0.0) 0.364
BMD - Femoral neck (FN)
FN (g/cm?) -0.1(-0.6;0.3) 0.553 -0.5(-1.0;0.0) 0.052 0.2(-0.2;0.6) 0.385 0.5(-0.0;1.0)  0.066 -0.3(-0.6;-0.0) 0.038 -0.2(-0.5;0.1) 0.245
WC (normal/increased)® -0.4 (-1.3;0.5) 0.395 -0.3(-1.3;0.5) 0.440 0.4 (-05;1.3) 0383 0.3(-0.5;1.2) 0.457 -0.2(-0.8;0.3) 0.392 -0.1(-0.7;0.4) 0.606
Interaction term
FN#WC 1.0(0.1;1.9)  0.032  1.0(0.1;1.9) 0.036 -1.0 (-1.9;-0.1)  0.033 -0.9 (-1.8;-0.0)  0.042 0.6 (-0.0;1.2) 0061 0.4(-0.1;1.0) 0.135
Osteocalcin (ng/mL) 0.0 (-0.0;0.0) 0.269 -0.0(-0.0;0.0) 0.119 0.0(-0.0;,0.0) 0.228 0.0(-0.0;,0.0) 0.144 0.0 (-0.0;0.0) 0.110 -0.0(-0.0;0.0) 0.378
BMD - Proximal femur (PF)
PF (g/cm?) -0.1(-05:0.4) 0.799  -0.5(-1.0;0.0) 0.080 0.1(-0.3;05) 0571  0.4(-0.1;0.9) 0.098 -0.3(-0.6;-0.0) 0.047 -0.2(-0.5:0.2) 0.307
WC (normal/increased)®  -0.2 (-1.2;0.7)  0.617 -0.2(-1.2;0.7) 0.638 0.2(-0.7;1.2) 0605 0.2(-0.7;1.1)  0.647 -0.2(-0.8;0.4) 0591 -0.1(-0.7;05) 0.726
Interaction term

PF#WC 0.8(-0.1;1.7)  0.090 0.8(-0.1;1.7)  0.086 -0.8(-1.6;0.1) 0.091 -0.7(-1.6;0.1) 0.097 0.4 (-0.1;1.0) 0.137 0.4 (-0.2;1.0)  0.205
Osteocalcin (ng/mL) -0.0 (-0.0;0.0) 0.248 -0.0(-0.0;0.0) 0.113 0.0(-0.0;,0.0)0 0.212  0.0(-0.0;0.0)  0.138 -0.0 (-0.0;0.0) 0.106 -0.0(-0.0;0.0) 0.373

ILinear regression coefficient; “p-value refers to linear regression.
®Categorized using World Health Organization cutoff points, normal WC: <80cm for women and < 94 men; increased WC: >80 cm for women and >94 for men.

Notes: Model 1 was adjusted only for osteocalcin and the interaction between BMD and WC, Model 2 was further adjusted for physical activity, smoking, alcohol intake, sex, age and

skin color.

Abbreviations: Cl = confidence interval; HOMA = homeostatic model assessment; HOMAL-IR = insulin resistance; HOMAZ2-S = insulin sensitivity; HOMA2- = B-cell function

(insulin secretion); WC = waist circumference; BMD = bone mineral density.
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Figure 1. Scatter and linear prediction between BMD and Log HOMAL-IR according to WC in 468 young adults, 2002-2004 Ribeirdo Preto, Brazil, fourth
cohort.

A) Spinal BMD. B) Femoral neck BMD. C) Proximal femur BMD.

Abbreviations: HOMA1-IR = homeostatic model assessment - insulin resistance; WC = waist circumference; BMD = bone mineral density.

Note: Fitted values were predicted using linear regression models; WC was categorized using World Health Organization cutoff points, normal WC: <80cm for women and <94 men; increased
WC: >80 ¢cm for women and >94 c¢cm for men.
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Figure 2. Scatter and linear prediction between BMD and Log HOMAZ2-S according to WC in 468 young adults, 2002-2004 Ribeirdo Preto, Brazil, fourth

cohort.

A) Spinal BMD. B) Femoral neck BMD. C) Proximal femur BMD.
Abbreviations: HOMAZ2-S = homeostatic model assessment - insulin sensitivity; WC = waist circumference; BMD = bone mineral density.

Note: Fitted values were predicted using linear regression models; WC was categorized using World Health Organization cutoff points, normal WC: <80cm for women and <94 men; increased
WC: >80 cm for women and >94 c¢cm for men.
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Figure 3. Scatter and linear prediction between BMD and Log HOMAZ2- according to WC in 468 young adults, 2002-2004 Ribeirdo Preto, Brazil, fourth
cohort.

A) Spinal BMD. B) Femoral neck BMD. C) Proximal femur BMD.
Abbreviations: HOMA2-3 = homeostatic model assessment — -cell function; WC = waist circumference; BMD = bone mineral density.

Note: Fitted values were predicted using linear regression models; WC was categorized using World Health Organization cutoff points, normal WC: <80cm for women and <94 men; increased
WC: >80 cm for women and >94 c¢cm for men.
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7. Concluséao:

Na amostra estudada observamos que a hiperadiposidade visceral pode modificar a
associacdo entre a DMO e os marcadores de resisténcia e sensibilidade a insulina. Em adultos jovens
com PC aumentado, foi encontrada associacéo positiva entre a DMO e a RI, enquanto aqueles com
PC normal apresentaram associacdo inversa. Em contrapartida, quanto a sensibilidade & insulina,
verificou-se associacdo inversa da DMO com este parametro em individuos com PC aumentado e
positiva naqueles com PC normal. Em relacdo a secre¢do de insulina, ndo foi observada associacao
significativa entre a DMO e este marcador.

Ao contrario do esperado, ndo foi observada associacdo significativa entre OC e o
metabolismo de glicose, indicando que a associacdo entre DMO e os marcadores de resisténcia e
sensibilidade a insulina sdo independentes da concentracdo sérica de OC. Neste contexto,
salientamos que o enfoque do estudo é epidemioldgico e, portanto, sugerimos que outros marcadores
0sseos possam ser avaliados na tentativa de elucidar a via metabolica que justifique a associacéo
verificada entre DMO e o0 metabolismo de glicose.

Ademais, consideramos que nossos resultados sdo inovadores, uma vez que segundo nossa
pesquisa, este € o primeiro estudo que se propds a avaliar a associacdo entre DMO e a resisténcia,
sensibilidade e secrecdo de insulina, testando o perimetro da cintura como fator modificador de
efeito. Os resultados da presente dissertagcdo fornecem novas evidéncias sobre a associagdo entre o

0ss0 e 0 metabolismo de glicose.
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Figura 1. Histograma das variaveis de exposicio — Densidade Mineral Ossea (coluna lombar colo

do fémur e fémur proximal total).
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Figura 2. Histograma das variaveis de desfecho - HOMA1-IR, HOMA2-S e HOMAZ2.
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Figura 3. Distribuicdo das variaveis de exposicdo — Densidade Mineral Ossea (coluna lombar

colo do fémur e fémur proximal total).
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Figura 4. Distribuicéo das variaveis de desfecho - HOMAL-IR, HOMA2-S e HOMAZ2p.
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