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RESUMO 

 

Santos AC. Amamentação, idade gestacional epigenética e seu impacto no 

desenvolvimento neuropsicomotor e obesidade aos 36 meses de idade: uma análise de 

moderação [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2020. 

 

Introdução: A hipótese das Origens Desenvolvimentistas da Saúde e Doença (DOHaD) 

sugere que durante períodos sensíveis e de alta plasticidade, como o período intrauterino, as 

adversidades sofridas podem modular o epigenoma do indivíduo com consequências de 

curto e longo prazo para a saúde. Estudos apontam que mesmo pequenas diferenças na Idade 

Gestacional (IG), podem impactar a saúde neonatal e desfechos de saúde, além de ter sido 

associada a diferenças na metilação do DNA em sítios CpGs específicos. Essas associações 

apontam para a possível relação entre IG e exposições adversas sofridas in útero. Embora as 

evidências sobre os mecanismos epigenéticos ainda não sejam conclusivas em relação à 

associação entre a amamentação e desenvolvimento e obesidade, os estudos epidemiológicos 

comprovam os efeitos positivos do aleitamento materno. Objetivos: Identificar associações 

entre a IG epigenética, o desenvolvimento infantil e obesidade aos 3 anos de idade, 

moderadas pela amamentação. Métodos: Foram recrutadas 96 gestantes como subamostra 

da Coorte Região Oeste (ROC). O sangue do cordão umbilical foi coletado no momento do 

parto seguindo protocolos padronizados. Os dados hospitalares referentes ao nascimento e 

características do neonato foram extraídos do sistema eletrônico de informação de pacientes 

do Hospital Universitário da Universidade de São Paulo. As análises de metilação do DNA 

do sangue do cordão umbilical foram realizadas utilizando a plataforma Illumina 

HumanMethylation450 (450k) BeadChips seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. 

A IG epigenética foi calculada com base na metilação do DNA de 143 sítios CpGs segundo 

o método de Knight. Dados referentes ao desenvolvimento físico e neuropsicomotor aos 3 

anos de idade foram coletados durante visita domiciliar realizada por entrevistadores 

treinados. Para avaliar as associações, utilizamos modelos de regressão linear e imputação 

múltipla de dados para lidar com os dados faltantes. Resultados: No nascimento, a 



 

aceleração da IG foi associada com a redução de 0,30 cm no perímetro torácico (95%IC: -

0,57; -0,03) e aumento de 0,42 DP no escore-z de comprimento-ajustado para-idade (95%IC: 

0,03; 0,81). O peso ao nascer teve uma modesta associação inversa com aceleração da IG 

(β: -0,001; 95%IC: -0,000; -0,000). Crianças nascidas pré-termo de acordo com a 

classificação da IG cronológica, tiveram uma aceleração da IG 2,6 semanas maior quando 

comparadas às crianças nascidas de termo (95%IC: 0,60-4,54). Não foram encontradas 

associações entre IG epigenética e desenvolvimento neuropsicomotor ou obesidade aos 3 

anos de idade, nem mesmo quando a amamentação foi inserida como fator moderador. 

Conclusão: Este estudo fornece evidências de que a aceleração da IG está associada à 

ocorrência de prematuridade e características antropométricas do neonato. No entanto, a 

associação com o desenvolvimento infantil ou a obesidade aos 3 anos não é estatisticamente 

significante. Estudos com amostras maiores, são necessários para entendermos os fatores 

por trás do relógio epigenético e sua associação com os desfechos ao nascer, 

desenvolvimento neuropsicomotor e físico das crianças na população brasileira. 

 

Descritores: Idade gestacional; Epigenômica; Desenvolvimento infantil; Obesidade 

pediátrica; Aleitamento materno. 

 

  



 

ABSTRACT 

 

Santos AC. Breastfeeding, epigenetic gestational age and its impact on neuropsychomotor 

development and obesity at 36 months of age: a moderation analysis [thesis]. São Paulo: 

“Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2020. 

 

Background: The hypothesis of the Developmental Origins of Health and Disease 

(DOHaD) suggests that during sensitive and highly plastic periods, such as the intrauterine 

period, the adversities suffered can modulate the individual's epigenome, with short and 

long-term health consequences. Studies show that even small Gestational Age (GA) 

differences can impact neonatal health and future health outcomes. It is also associated with 

differences in DNA methylation at specific CpGs sites. These associations might be due to 

the possible relationship between GA and the adverse exposures suffered intra utero. 

Although the evidence on epigenetic mechanisms concerning the association between 

breastfeeding and child development and obesity, is not conclusive, epidemiological studies 

have shown the positive effects of breastfeeding on child’s health. Objectives: To identify 

associations between epigenetic GA and child development and obesity at 3 years of age, 

moderated by breastfeeding. Methods: 96 pregnant women were recruited as a subsample 

of the Western Region Cohort (ROC). Umbilical cord blood was collected at the time of 

delivery according to standardized protocols. Hospital data regarding birth and newborns 

characteristics were extracted from the electronic patient registry information system at the 

University Hospital of the University of São Paulo. The cord blood DNA methylation 

analyzes were performed using the Illumina HumanMethylation450 (450k) BeadChips 

platform, according tothe manufacturer's protocol. Epigenetic GA was calculated based on 

DNA methylation of 143 CpGs sites using the Knight method. Data on physical and 

neurocognitive development at 3 years of age were collected during home visits performed 

by trained interviewers. We used linear regression models to evaluate the associations. 

Multiple imputations were applied to deal with the missing data. Results: At birth, GA 

acceleration was associated with a 0.30 cm reduction in the thoracic circumference (95% CI: 



 

-0.57; -0.03) and an increase of 0.42 SD z-score of length-for-age (95% CI: 0.03; 0.81). Birth 

weight had a modest inverse association with GA acceleration (β: -0.001; 95% CI: -0,000; -

0,000). According to the chronological GA classification, preterm children had an 

acceleration of GA 2.6 weeks higher when compared to full term children (95% CI: 0.60-

4.54). No associations were found between epigenetic GA and child development and 

obesity at 3 years of age, when breastfeeding was used as a moderating factor. Conclusion: 

This study provides evidence that the acceleration of GA is associated with premature births 

and anthropometric characteristics of the newborn and that the association with child 

development or obesity at 3 years is not statistically significant. Larger studies are needed to 

understand the factors behind the epigenetic clock and its association with outcomes at birth, 

neurocognitive, and physical development of children in the Brazilian population. 

 

Descriptors: Gestational age; Epigenomics; Child development; Pediatric obesity; Breast 

feeding. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1. Desenvolvimento na primeira infância e nutrição 

 

Promover um desenvolvimento adequado nos primeiros anos de vida é de extrema 

importância para uma vida saudável e uma sociedade menos desigual1. Embora o 

Desenvolvimento na Primeira Infância (DPI) – período entre o nascimento e os 6 anos de 

vida - tenha melhorado nos últimos anos, estima-se que mais de 250 milhões de crianças 

menores de cinco anos nos Países de Baixa e Média Renda (PBMRs) ainda estejam em risco 

de não atingir seu potencial de desenvolvimento2. Só no Brasil, cerca de 5,4 milhões (29%) 

das crianças até os 6 anos ainda vivem na pobreza, considerada como um dos maiores fatores 

de risco para o desenvolvimento inadequado na infância3. Apesar de as condições de vida 

terem melhorado, o Brasil ainda é um dos países mais desiguais do mundo4, de forma que 

uma grande parcela da população encontra-se exposta a fatores negativos para o 

desenvolvimento como nutrição materna inadequada durante a gestação, curtos períodos de 

amamentação exclusiva, desnutrição infantil, falta de estímulos e negligência durante a 

infância2,5–8. 

Iniciando no período pré-natal, continuando pela infância e estendendo-se pela vida, 

o desenvolvimento se dá pela interação contínua entre fatores biológicos (como a genética) 

e ambientais (como sociais e nutricionais)9. Durante os primeiros anos o cérebro se 



P á g i n a  | 18 

 

desenvolve mais rapidamente do que em qualquer outro momento da vida e as interações 

entre os genes e o ambiente a qual a criança está exposta, moldam os circuitos cerebrais  em 

desenvolvimento9–11. Com base na hipótese das Origens Desenvolvimentistas da Saúde e da 

Doença (DOHaD, sigla em inglês), estudos epidemiológicos demostraram que as 

adversidades sofridas durante a gestação e primeiros 2 anos de vida (primeiros 1.000 dias), 

afetam a saúde física e mental da criança, influenciando desde a sua longevidade até a 

capacidade de aprender e se adaptar às circunstâncias adversas, aumentando sua 

suscetibilidade às doenças crônicas durante toda a vida9,10,12,13. 

As crianças sob o risco de não atingirem seu potencial de desenvolvimento são 

principalmente aquelas que vivem sob extrema pobreza ou desnutrição2. No Brasil, o perfil 

nutricional das crianças foi de um extremo ao outro nas últimas décadas. A prevalência de 

déficit de crescimento (escore-z de estatura-para-idade < 2 nas curvas de crescimento da 

Organização Mundial da Saúde [OMS]14) diminuiu substancialmente desde a década de 

1970, passando de cerca de 37% em 1974-75 para 7,1% em 2006-715. O baixo peso para a 

idade (escore-z de peso-para-idade < 2 nas curvas de crescimento da OMS14) também foi 

outro indicador que melhorou, passando de 5,6% em 1989 para 2,2% em 2006–0715. Em 

contrapartida, o sobrepeso e a obesidade que antes eram considerados um problema de países 

desenvolvidos, vêm aumentando nos PBMRs, particularmente em áreas urbanas16. Estima-

se que mais de 7% das crianças brasileiras menores de 5 anos estejam com sobrepeso ou 

obesas17, o que pode prejudicar a saúde e o desenvolvimento das crianças a curto e longo 

prazo12,18. Embora a adequação nutricional seja necessária para prevenir e tratar a obesidade, 

outros fatores também contribuem para o ganho de peso e desenvolvimento saudáveis das 

crianças19. 
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Interação e a responsividade dos pais beneficiam não apenas o comportamento 

alimentar, mas também contribuem para o neurodesenvolvimento saudável da criança19. A 

curto prazo, a alimentação responsiva aumenta a atenção da criança aos sinais internos de 

fome e saciedade e, a longo prazo, melhora sua competência psicossocial, cognitiva e de 

linguagem, além de nutrição e crescimento saudáveis19. A amamentação tem um papel 

essencial na responsividade materna e na saúde da criança, à medida que as mães aprendem 

a interpretar os sinais de fome e saciedade do filho, também ajuda a criança melhorar seu 

desenvolvimento cognitivo e emocional10,19. Além disso, estudos demostraram que o 

aleitamento materno reduz mortes neonatais e melhora o sistema imunológico infantil20,21. 

Amamentação prolongada também pode aumentar o desempenho em testes de inteligência, 

escolaridade e renda21,22, além de reduzir a prevalência de sobrepeso e obesidade em cerca 

de 10% na população23. 

Embora os benefícios da amamentação para a díade mãe-lactente sejam bem 

estabelecidos e a amamentação exclusiva seja amplamente recomendada pelos órgãos de 

saúde como Ministério da Saúde24 e OMS20,23, as taxas de amamentação ainda estão longe 

do ideal25. As evidências dos benefícios da amamentação a curto prazo são principalmente 

relacionados à composição nutricional do leite materno, particularmente protegendo contra 

infecções21,26. Os mecanismos que permeiam os efeitos de longo prazo, por outro lado, ainda 

não foram completamente esclarecidos, mas evidências sugerem que a amamentação pode 

influenciar o perfil epigenético da criança por meio de sua composição ou mediado pela 

microbiota, que está relacionada à alimentação no início da vida23,27–31. 
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1.2. Epigenética 

 

O Ácido Desoxirribonucleico (DNA, sigla em inglês) é formado por uma dupla 

hélice construída a partir de quatro nucleotídeos: citosina, timina, guanina e adenina. A 

sequência específica de cada região coordena o desenvolvimento e funcionamento do 

organismo, codificando genes para a produção de proteínas específicas. O DNA é a parte 

estrutural do genoma, sendo basicamente o mesmo em todas as células e relativamente 

estável durante toda a vida. No entanto, apesar de todas as células possuírem o mesmo DNA, 

elas formam diferentes órgãos, cada um com tarefas e funções específicas em nosso corpo. 

Conrad Waddington em 1942, antes mesmo da descoberta da dupla hélice do DNA, cunhou 

o termo “epigenética” (do grego epigenesis) para denotar as ações dinâmicas que levam do 

genótipo ao fenótipo32. Atualmente, o termo epigenética refere-se ao estudo de alterações 

hereditárias mitoticamente e/ou meioticamente na regulação da expressão gênica sem 

alteração na sequência de nucleotídeos do DNA33. 

Esses mecanismos são fundamentais para o garantir pleno desenvolvimento do 

indivíduo, permitindo que o ambiente interaja com os genes “ligando-os e desligando-os”, 

regulando assim, o fenótipo. Durante o desenvolvimento fetal e  primeiros anos de vida, a 

taxa de divisão celular é dramaticamente aumentada e o DNA mais exposto às modificações 

químicas34. Por esse motivo, a célula possui maior plasticidade e é mais vulnerável a 

alterações epigenéticas. Os mecanismos epigenéticos mais estudados atualmente são a 

metilação do DNA, acetilação de histonas e ação do Ácido Ribonucleico (RNA, sigla em 

inglês) não-codificantes. Em nosso estudo, focaremos na metilação do DNA, que é umas das 
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reações químicas que ocorrem mais frequentemente nos eucariotos além de ser a marca 

epigenética mais estudada e bem caracterizada até o momento. 

 

1.2.1. Metilação do DNA 

 

O processo de metilação envolve a adição de um radical metil (-CH3) a base citosina 

que é seguida por uma base guanina, esses locais são conhecidos como sítios CpG (Citosina-

fosfato-Guanina)35. Esse processo se dá por uma ligação covalente, o que a torna 

relativamente estável ao longo da vida, permitindo que o perfil de metilação (metiloma) 

estabelecido durante o período de maior plasticidade seja mantido36,37. Contudo, à medida 

que as células se diferenciam, alguns sítios CpGs estão sujeitos à hipermetilação relacionada 

à idade38,39. Isso ocorre principalmente em ilhas CpG40, em domínios de cromatina bivalente 

que estão associados a genes chave para o desenvolvimento41 e em proteínas do grupo 

Polycomb42. 

Esse processo têm sido estudado em diversos tecidos e recentemente Horvath 

(2013)43 desenvolveu um modelo para estimar a idade biológica (idade epigenética) 

utilizando a metilação do DNA em 353 sítios CpGs, distribuídos pelo genoma de 51 tecidos 

diferentes. Embora o epigenoma - que consiste em compostos químicos que modificam, ou 

marcam, o genoma de uma maneira que diz o que fazer, onde fazer e quando fazer - seja 

altamente específico nos diferentes tecidos, a correlação entre idade cronológica e biológica 

foi de 96% (r = 0,96), com variação de em média 3 anos entre a idade cronológica e 

biológica43. A diferença entre idade cronológica e idade epigenética é definida como 



P á g i n a  | 22 

 

aceleração da idade epigenética e estudos têm mostrado sua associação com mortalidade por 

todas as causas44–46, menopausa47, menor função física e cognitiva48, Alzheimer49 e 

obesidade50,51. 

A hipótese da DOHaD sugere que durante períodos sensíveis e de alta plasticidade, 

como o período intrauterino, as adversidades sofridas podem modular o epigenoma do 

indivíduo gerando consequências imediatas como baixo peso ao nascer12,52–55 e também 

consequências a longo prazo para a saúde54,56,57. Estudos apontam que mesmo pequenas 

diferenças na Idade Gestacional (IG), pode impactar significativamente a morbidade e 

mortalidade neonatal e em desfechos de saúde a longo prazo58–61. A IG também tem sido 

associada a diferenças na metilação do DNA em sítios CpGs específicos, o que aponta para 

a possível relação entre IG e exposições sofridas in utero62–64. Embora o modelo de Horvath 

(2013)43 tenha se mostrado acurado para estimar a idade em adultos, ele não foi desenvolvido 

para estimar a IG em neonatos. Baseado nesse modelo, Knight et al. (2016)65 utilizaram 

dados de metilação do DNA de sangue do cordão umbilical de 15 coortes de diferentes 

ancestralidades para estimar a IG epigenética. O modelo final se baseia na metilação do DNA 

de 143 sítios CpGs uniformemente distribuídos pelo genoma, obtendo alta correlação com a 

IG cronológica. 

Estudos baseados nesse modelo mostram que a aceleração da IG (diferença entre IG 

cronológica e epigenética) está associado à exposição a diversos fatores durante a gestação 

como baixo Status Socioeconômico (SES), idade materna, pré-eclâmpsia, diabetes 

gestacional e com desfechos ao nascer como baixo peso, baixo APGAR escore (Aparência, 

Pulso, Gesticulação, Atividade, Respiração) no 1 minuto e prematuridade65–67. A IG 

epigenética também foi associada com desfechos durante a infância e adolescência67–69. O 
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estudo de Suarez et al. (2018)67  evidenciou que depressão pré-natal materna estava associada 

à IG epigenética, por sua vez associada a uma desvantagem no desenvolvimento de meninos. 

Além disso, também há evidências de que a IG epigenética se associe com o crescimento 

estato-ponderal da criança68,69. Portanto, a IG epigenética pode ser um potencial biomarcador 

das adversidades ou stress tóxico sofrido no período intrauterino, fortemente correlacionada 

a desfechos futuros. Dessa forma, a IG pode ser utilizada quando outros parâmetros não 

estiverem disponíveis. 

Apesar de o perfil de metilação ser relativamente estável, ele se altera com o decorrer 

do tempo39. O fato das marcas epigenéticas não serem fixas ao longo do tempo abre um leque 

de possibilidades para o estudo tanto das causas como os efeitos das modificações 

epigenéticas. 

 

1.3. Amamentação e epigenética 

 

A amamentação está associada não apenas com melhores parâmetros de crescimento 

e desenvolvimento, mas também com a prevenção de algumas doenças crônicas não-

transmissíveis23,30,31. Evidências sugerem que amamentação pode influenciar a metilação do 

DNA através de seus componentes nutricionais29, mas como apontado pela revisão 

sistemática realizada por Hartwig et al. (2017)70, os resultados estão longe de serem 

conclusivos. 
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Um estudo recente fornece evidências sobre a magnitude e persistência da associação 

entre amamentação e metilação do DNA71. Os achados dos autores sugerem que a 

amamentação estava associada às alterações no perfil da metilação do DNA de indivíduos 

aos 7 e 15-17 anos de idade71. O estudo realizado por Obermann-Borst et al. (2013)28 avaliou 

120 pares de mães-lactentes e seus resultados apontaram para uma correlação inversa entre 

a duração da amamentação e a metilação do gene que codifica a leptina. Mais recentemente, 

Sherwood et al. (2019)72 também encontrou associação entre a duração da amamentação e a 

metilação da leptina aos 10 anos de idade e também às trajetórias do Índice de Massa 

Corporal (IMC). A leptina é um hormônio relacionado à saciedade e pode ser um dos 

mecanismos plausíveis para explicar a relação inversa entre amamentação e obesidade23. 

De fato, a nutrição nos primeiros anos é um dos fatores mais importantes no contexto 

da DOHaD para o desenvolvimento de doenças73–75. O leite materno é rico em Ácidos 

Graxos Poli-insaturados de Cadeia Longa (ACPICL), conhecidos por seus efeitos no 

crescimento e desenvolvimento. Estão também associados a efeitos protetivos, como o 

menor risco de síndrome metabólica e doenças cardiovasculares76. O Ácido 

Docosaexaenoico (DHA, sigla em inglês) em especial, é reconhecido por seus efeitos 

benéficos sobre a neurotransmissão, neurodesenvolvimento e acuidade visual77–82. O DHA 

também pode estar envolvido na ativação do fator de transcrição dos Receptores Ativados 

por Proliferador de Peroxissoma (PPAR, sigla em inglês) que são principalmente expressos 

nos adipócitos, influenciando a homeostase energética através da diferenciação de 

adipócitos, sensibilidade à insulina e metabolismo de lipoproteínas83. Os ACPICL são 

biologicamente ativos e ricos em fosfolipídios que estão entre os principais aceptores de 

grupos metil podendo estar envolvidos em reações de metilação do DNA84. 
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Estudos também sugerem que a interação entre gene e ambiente pode ser a chave na 

associação entre a amamentação e desenvolvimento neurocognitivo e obesidade. O estudo 

de Caspi et al. (2007)85 demonstrou que a associação entre amamentação e Quociente de 

Inteligência (QI) era moderada por uma variante genética na Desaturase 2 de ácidos graxos 

(FADS2, sigla em inglês), gene envolvido nas vias de ácidos graxos. O estudo de Colin et 

al. (2010)86 por outro lado, apesar de não replicar os achados de Caspi et al. (2007)85, 

encontrou que as crianças amamentadas tiveram um desempenho semelhante independente 

do polimorfismo. Contudo, aquelas alimentadas com fórmula que tinham o polimorfismo 

tiveram um desempenho pior do que outras crianças sem polimorfismo, alimentadas com 

fórmula. Já o polimorfismo Pro12Ala (substituição de uma alanina por prolina na posição 

12) no gene PPARγ foi associado a maiores taxas de crescimento entre nascimento e 18 

meses em crianças não amamentadas ou amamentadas por menos de 4 meses, enquanto 

crianças amamentadas por mais de 4 meses não tiveram diferença nas taxas de crescimento87. 

Semelhantemente, Verier et al. (2010)88 observou que esse mesmo polimorfismo estava 

associado a índices de adiposidade mais elevados (IMC, circunferência da cintura e a soma 

das dobras cutâneas) em adolescentes que não haviam sido amamentados. 

Os estudos apresentados acima, trazem discussões dos possíveis mecanismos pelo 

qual a amamentação atua no epigenoma. Eles apontam que a amamentação é um fator mais 

importante que o polimorfismo em si, já que indivíduos com e sem polimorfismos obtiveram 

resultados semelhantes quando amamentados. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

 

Como expostos nas sessões anteriores, o processo de desenvolvimento é dinâmico e 

pautado por interações entre os genes e o ambiente, mediado por uma série de modificações 

epigenéticas, afetando a fisiologia, crescimento e o comportamento da criança em 

desenvolvimento11. Embora as evidências sobre os mecanismos epigenéticos ainda não 

sejam conclusivas em relação à associação entre a amamentação, desenvolvimento e 

obesidade, os estudos epidemiológicos comprovam efeitos positivos do aleitamento materno 

nos desfechos de curto e longo prazo21,89. 

Como dito anteriormente, a IG epigenética pode ser um potencial biomarcador do 

estresse sofrido no período pré-natal, assim como um preditor de desfechos futuros. Em 

virtude da limitação de estudos disponíveis, não temos conhecimento de nenhum estudo 

anterior que tenha testado a relação entre a IG epigenética estimada com base na metilação 

do DNA do sangue do cordão umbilical e sua interação com a amamentação nos desfechos 

de desenvolvimento infantil e obesidade na infância. O estudo de Simpkin et al. (2016)90 foi 

o único, no nosso conhecimento, a investigar a potencial associação entre amamentação 

(sim/não) e idade epigenética na infância e na adolescência, mas não a IG epigenética e seu 

impacto em desfechos posteriores. Os autores desse estudo não encontraram nenhuma 

associação em nenhuma das idades avaliadas. 

A detecção precoce da exposição ao estresse durante a gestação e demais fatores 

ambientais capazes de moderar e contrabalancear seus efeitos negativos, pode ser uma 

ferramenta importante para melhorar a saúde e o bem-estar das crianças, levando-as a uma 
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vida adulta mais saudável. Tendo em vista a dificuldade de avaliar o estresse sofrido durante 

a gestação, que se baseia em recordatórios reportados, sujeitos aos vieses de uma entrevista, 

pretendemos utilizar a IG epigenética estimada a partir da metilação do DNA do sangue do 

cordão umbilical65 como marcador do estresse sofrido durante a gestação e verificar sua 

associação com o desenvolvimento e obesidade infantil. Além disso, iremos avaliar a 

possível interação entre a IG epigenética e a amamentação, e seus impactos no 

desenvolvimento aos 3 anos. Desta maneira, consideramos este estudo inédito, que poderá 

trazer avanços ao conhecimento sobre o tema proposto.  
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3. HIPÓTESES 

 

 

a) A IG epigenética e a aceleração da IG podem ser utilizadas como biomarcadores de 

estresse tóxico e exposição à adversidade durante a gestação, estando associadas às 

condições de nascimento da criança; 

b) A IG e aceleração da IG estão associadas ao desenvolvimento infantil e obesidade 

aos 3 anos; 

c) A amamentação interage com a IG epigenética e aceleração da IG, atuando como 

moderador do desenvolvimento infantil e obesidade aos 3 anos. 
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4. OBJETIVOS 

 

 

4.1. Objetivo geral 

 

Este estudo tem como objetivo identificar associações entre a IG epigenética 

estimada através da metilação do DNA do cordão umbilical, amamentação e 

desenvolvimento infantil e obesidade aos 3 anos de idade. 

 

4.2. Objetivos específicos 

 

a) Avaliar as associações entre IG epigenética/aceleração da IG e condições de 

nascimento; 

b) Avaliar as associações entre a IG epigenética /aceleração da IG e desenvolvimento 

infantil e obesidade aos 3 anos; 

c) Testar as interações entre a IG epigenética/aceleração da IG e amamentação no 

desenvolvimento infantil e obesidade aos 3 anos.  
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5. MÉTODOS 

 

 

5.1. Contexto e delineamento do estudo 

 

A Coorte Região Oeste (ROC) é uma coorte de nascimentos prospectiva fechada e 

seus participantes foram selecionados ao nascer no Hospital Universitário da Universidade 

de São Paulo (HU-USP)91. A coorte segue em andamento e todos os detalhes e protocolos 

podem ser encontrados no perfil da coorte  publicado por Brentani et al. (2020)91. 

A Coorte ROC91 recrutou todas as 6.207 crianças nascidas no HU-USP, residentes 

da região Oeste de São Paulo entre abril de 2012 e março de 2014. Na ocasião do parto, 

foram aleatoriamente selecionadas 96 crianças para coleta de material biológico, como 

sangue da mãe, sangue do neonato, amostra de placenta e sangue do cordão umbilical. O 

material foi então utilizado para a análise de metilação do DNA. Dados de nascimento foram 

extraídos do sistema eletrônico de informações do paciente HU-USP. Durante o período de 

internação pós-parto, entrevistadores treinados coletaram informações adicionais sobre a 

gestação, dados socioeconômicos e saúde materna. Os dados referentes aos 3 anos de idade 

foram coletados durante visita domiciliar. Nesta ocasião foram colhidos dados 

antropométricos, socioeconômicos, de estilo parental, estresse, de amamentação e foram 

aplicados instrumentos para a avaliação global do desenvolvimento infantil. 

 



P á g i n a  | 31 

 

5.2. Critérios para a composição da amostra 

 

Foram incluídos no presente estudo todos os nascimentos não gemelares de 

parturientes que aceitaram participar da Coorte ROC e que tiveram material biológico 

coletado durante o parto e análise de metilação do DNA realizada, e que posteriormente 

receberam visita de acompanhamento aos 3 anos de idade, com a devida assinatura no Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). 

 

5.3. Aspectos éticos 

 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa (CEP) da Faculdade 

de Medicina da Universidade de São Paulo (FMUSP) sob o número de Certificado de 

Apresentação de Apreciação Ética (CAAE): 79776417.0.0000.0065 e utiliza dados 

previamente coletados nos projetos de pesquisas intitulados “Avaliação do Impacto do 

Programa de Saúde da Família (PSF) no desenvolvimento da criança”, sob o CAAE: 

01604312.1.0000.0065, e “Estudo molecular da modulação epigenética em sangue de 

cordão umbilical e suas relações com antecedentes familiares e condições de nascimento”, 

CAAE: 0104.0.198.000-10. 
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5.4. Avaliação no nascimento 

 

Todos os dados hospitalares referentes ao nascimento e neonato foram extraídos do 

sistema eletrônico de informação de pacientes do HU-USP. O HU-USP possui como 

protocolo padrão a avaliação no momento do nascimento de APGAR, sexo, peso, 

comprimento, perímetro torácico e cefálico e IG. Além dos dados do neonato, coleta-se 

também dados referentes a raça, data de nascimento e escolaridade materna. 

 

5.4.1. Metilação do DNA e IG epigenética 

 

No momento do parto após assepsia com etanol 70%, foram coletados 50 ml de 

sangue através de punção venosa do cordão umbilical na parte proximal ao recém-nascido 

em 10 tubos Vacutainer de 5 ml contendo EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético) no 

Centro Obstétrico do HU-USP. As amostras foram armazenadas em geladeira até seu 

transporte para o Laboratório de Psicopatologia e Terapêutica Psiquiátrica (LIM) 23 do 

Instituto de Psiquiatria do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade 

de São Paulo (HCFMUSP), onde foram armazenadas e processadas como descrito 

anteriormente por Maschietto et al. (2017)92. 

O kit de extração QIAamp DNA BloodMidi Kit (QIAGEN) foi utilizado para a 

extração do DNA nas amostras de sangue do cordão umbilical seguindo protocolo fornecido 

pelo fabricante. Utilizando 2µl de cada amostra, foi realizada análise de pureza e 
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quantificação do DNA por espectrofotometria (NanoDrop® ND-1000, Thermo Fisher 

Scientific Inc., Waltham, MA, USA). O material foi estocado a -80oC no LIM 23 até ser 

transportado para empresa Deoxi Biotecnologia LTDA (www.deoxi.com.br), onde as 

análises de metilação ocorreram. 

De cada uma das 96 amostras de sangue do cordão umbilical, 500ng de DNA foram 

extraídos e convertidos com Bissulfito de Sódio (EZ DNA Methylation-Gold™ Kit, Zymo). 

Este processo converte as bases citosina que não estão metiladas em uracila e mantém as 

bases metiladas como citosina. Após a conversão, o DNA foi processado e amplificado em 

uma Reação em Cadeia Polimerase (PCR) isotérmica e após amplificação, passou por 

hidrólise enzimática para evitar fragmentação em excesso. Posteriormente, o DNA 

fragmentado foi ressuspenso para hibridização. 

A hibridização foi realizada utilizando o ensaio Human Methylation 450 BeadChip 

microarrays (HM450K, Illumina Inc.) de acordo com as instruções do fabricante. As lâminas 

dos ensaios foram inseridas no iScan SQ scanner (Illumina Inc.) com o software 

GenomeStudio (v.2011.1), usando o módulo de metilação v.1.9.0 (Illumina Inc.), onde 

arquivos IDAT foram gerados com os dados brutos. O scanner registra imagens de alta 

resolução da luz emitida pelos fluorósforos (verde para metilado e vermelho para não-

metilado), e de acordo com sua intensidade é possível calcular a metilação dessas sondas. 

Todas as amostras passaram por etapas de controle de qualidade. Os arquivos de 

dados brutos foram normalizados usando FunNorm93 e corrigidos para a composição celular 

usando um conjunto de dados de sangue do cordão umbilical94, conforme implementado no 

minfi95. A plataforma HM450K examina os níveis de metilação do DNA de 485.577 loci 

distribuídos pelo genoma. As sondas foram anotadas de acordo com seus genes mais 

próximos usando o pacote FDb.InfiniumMethylation.hg19. Os níveis de metilação de cada 
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sonda é dado em valores beta onde 0 indica CpGs não-metilados, e 1 completamente 

metilado. 

Após a análise da metilação do DNA, a IG epigenética foi calculada utilizando o 

método publicado por Knight et al. (2016)65. O cálculo baseia-se no perfil de metilação de 

148 sítios CpGs uniformemente distribuídos pelo genoma selecionados através regressão 

elástica em conjuntos de dados de treinamento. Após o cálculo da IG epigenética, a diferença 

entre a IG cronológica e IG epigenética (IG cronológica-IG epigenética) também foi 

calculada. Essa diferença pode ser descrita como aceleração da IG38,65.  

Todas as análises foram realizadas no ambiente R versão 3.6.396 utilizando pacotes 

Bioconductor (bioconductor.org). As IG epigenética e aceleração da IG serão utilizadas 

neste estudo como exposição e analisadas separadamente. 

 

5.5. Avaliação aos 3 anos 

 

O questionário de acompanhamento dos 3 anos da Coorte ROC foi aplicado por meio 

de visitas domiciliares onde informações referentes ao desenvolvimento infantil e estado 

nutricional da criança foram coletadas. O questionário era composto por blocos relativos às 

informações sobre dados sociodemográficos, estresse parental, insegurança alimentar, 

suporte social do cuidador, indicadores de desenvolvimento infantil e comportamento da 

criança, inquérito sobre qualidade do ambiente doméstico, entre outros. 

Para avaliar o desenvolvimento infantil, utilizamos a Escala Engle97 desenvolvida 

pelo Projeto Regional sobre os Indicadores de Desenvolvimento na Infância (PRIDI). A 
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Escala Engle é uma ferramenta de avaliação direta do DPI em crianças com idade entre 24 

a 59 meses e visa capturar quatro domínios do DPI: 

• Cognição: Refere-se à capacidade de receber, processar e organizar 

informações para resolver problemas, prestar atenção, avaliar e se adaptar às 

mudanças no ambiente, sendo esse domínio a base da inteligência98,99; 

• Linguagem e comunicação: Refere-se a linguagem expressiva (ex. 

vocabulário e comunicação não verbal) e receptiva (ex. compreensão de 

perguntas e pedidos), este domínio está relacionado com a interação social 

que é preditora do aprendizado escolar97,99; 

• Socioemocional: Compreende experiência, expressão e gerenciamento de 

emoções da criança e a capacidade de estabelecer relacionamentos positivos 

e gratificantes com os outros100; 

• Motor: Abrange o desenvolvimento motor fino (ex. movimento de pinça) e 

grosso (ex. sustentação da cabeça, sentar, andar), incluindo coordenação 

motora97,101. 

A Escala Engle é composta por 21 itens distribuídos entre os domínios, cada item é 

pontuado e a soma de todos os itens varia de 0 a 61 pontos. Pontuações mais altas 

correspondem a um melhor grau de desenvolvimento infantil. 

O segundo desfecho de interesse deste estudo foi obesidade infantil avaliada por meio 

do índice escore-z peso-para-estatura aos 36 meses. Esse índice expressa a harmonia entre o 

ganho de peso e estatura, corrigida para o sexo da criança. Todas as crianças que estavam 

acima do percentil 95 (escore-z > 1,65) de peso-para-estatura nas curvas de crescimento da 
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OMS14 foram classificadas como obesas. O peso e a estatura da criança foram mensurados 

por profissionais treinados durante a visita domiciliar com equipamentos padronizados.  

 

5.5.1. Amamentação 

 

A duração da AME e amamentação total (AM) foram reportadas pela mãe ou 

cuidador durante visita domiciliar aos 3 anos. As informações sobre amamentação foram 

obtidas em meses através de duas questões “Por quantos meses a criança recebeu 

exclusivamente leite materno?” e “Por quantos meses a criança recebeu leite materno no 

total?”. Como qualquer informação coletada retrospectivamente, o relato do tempo de 

amamentação pode estar sujeito ao viés de memória e aceitação social. No entanto, os 

recordatórios sobre a duração da amamentação, mesmo após algum tempo, têm se mostrado 

confiáveis102,103. 
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5.6. Análises estatísticas 

 

5.6.1. Banco de Dados 

 

O banco de dados desse estudo foi elaborado com base nos dados extraídos da Coorte 

ROC. Após a extração dos bancos de nascimento, IG epigenética e 3 anos, esses foram 

combinados e as variáveis selecionadas para este estudo, utilizando o pacote estatístico Stata 

versão 14104. 

 

5.6.2. Tratamento das variáveis 

 

A variável de desfecho PRIDI foi transformada em escore-z para normalizar sua 

distribuição e tornar os resultados comparáveis e foi utilizada como variável contínua. 

O desfecho obesidade infantil foi gerado como variável binária (sim/não) a partir do 

escore-z peso-para-estatura. Os escores-z de peso-para-estatura, estatura-para-idade e peso-

para-idade foram calculados pelo software Anthro da OMS14. Todas as crianças que na 

avaliação aos 3 anos estavam acima do escore-z 1,65 (percentil 95) de peso-para-estatura, 

foram classificadas como obesas. 

As variáveis IG epigenética, aceleração da IG, AME e AM foram centralizadas para 

reduzir colinearidade e facilitar a interpretação dos resultados obtidos nas interações. A 
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centralização é feita pela subtração do valor médio da variável de cada uma das observações 

dessa mesma variável, ou seja, após a centralização a média dessa variável se torna zero, 

semelhante ao escore-z. 

Estudos apontam que o nível SES está associado com a aceleração da IG65, assim 

como com o desenvolvimento infantil105,106 e obesidade107,108. Para a classificação do nível 

SES em nosso estudo, utilizamos os dados coletados de renda total da família, número total 

de moradores na casa, número de cômodos, quartos e banheiros, se a criança possuía sua 

própria cama e quarto, além da posse de bens como televisão, motocicleta e carro. Todas 

essas variáveis são fortemente correlacionadas, e se inseridas juntas, poderiam causar 

colinearidade e sobreajustar os modelos. Para contornar esse problema, utilizamos o método 

proposto por Vyas e Kumaranayake109, que aplica a Análise de Componentes Principais 

(ACP) para construção de um indicador SES. O objetivo da ACP é extrair as informações 

mais importantes desse conjunto de dados e agregá-las em componentes principais (CPs) 

não correlacionados entre si, em que cada CP é uma combinação ponderada linear das 

variáveis iniciais109. Após a aplicação da ACP, o primeiro componente principal foi extraído 

e categorizado em tercis (baixo, médio e alto) SES (Anexo I). 

Foram coletados também dados sobre raça e escolaridade materna, ambas são 

associadas ao nível SES e podem agir como fatores de confusão para os desfechos 

analisados107,110. A variável raça foi classificada em duas categorias: “Branca” e 

“Parda/Preta”, pois apenas quatro mães se auto reportaram como “Pretas”, dessa forma, ao 

reduzir o número de categorias, aumentamos o poder estatístico das análises. A variável 

educação foi classificada em três categorias: “educação primária ou menos”, “nível 
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secundário” e “nível superior”. A idade materna foi calculada com base na data de 

nascimento registrada no sistema HU-USP e a data do parto. 

Os recursos relevantes para o desenvolvimento infantil mudam de acordo com a 

idade da criança, entretanto os efeitos do ambiente familiar e envolvimento dos pais são 

sempre importantes para seu desenvolvimento e desempenho escolar independentemente da 

idade da criança111–115. Para avaliar esses aspectos, utilizamos o inventário HOME (Home 

Observation for Measurement of the Environment)116. Ele consiste em 45 itens 

observacionais referidos pelo cuidador para avaliar a qualidade do ambiente doméstico e é 

baseado em componentes como responsividade emocional e verbal do cuidador, punição e 

restrição, organização do ambiente físico e temporal, disponibilidade de materiais, 

brinquedos e jogos apropriados, envolvimento do cuidador com a criança, e oportunidade de 

variação na estimulação diária116. A pontuação final foi obtida pela somatória das subescalas, 

onde maiores pontuações indicam melhor ambiente doméstico e familiar para a criança. 

Após o tratamento dos dados, realizamos a análise descritiva com a determinação das 

frequências e porcentagens das variáveis. Nas análises descritivas pudemos observar que 

variáveis importantes como as de amamentação possuíam uma grande proporção de não-

resposta (>40%). A falha de obtenção de respostas sobre o elemento observado pode ocorrer 

em qualquer estudo por amostragem. Entretanto se essa ausência de informação ocorrer de 

maneira sistemática (não-aleatória), os resultados obtidos a partir desses dados poderão ser 

enviesados117.  

Existem diversas técnicas utilizadas para lidar com a não-resposta em uma amostra 

como a Análise de Casos Completos (ACC), substituição dos valores ausentes pela média 

da variável e Imputação Múltipla por Equações em Cadeia (IMEC). Neste estudo 
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escolhemos utilizar IMEC por se tratar de uma técnica que lida com incerteza do valor real, 

criando vários conjuntos de dados imputados plausíveis diferentes e combinando 

adequadamente os resultados obtidos de cada um deles. 

 

5.6.3. Imputação Múltipla por Equações em Cadeia (IMEC) 

 

A IMEC consiste na execução de diversos modelos de regressão, onde cada variável 

com dados faltantes é modelada como dependente em relação às variáveis completas 

selecionadas como preditoras. Esse método considera a incerteza de cada valor imputado 

incluindo um componente aleatório nos resultados estimados, resultando em inferências 

mais precisas117–119. 

O conceito por trás da IMEC é de que, para cada dado faltante, vários valores m 

plausíveis são imputados. Com isso, são obtidos m bancos de dados completos e cada 

conjunto de dados é analisado como caso completo. Após as imputações, a estimativa do 

parâmetro é obtida através da média das imputações múltiplas (IM) e o seu erro padrão 

obtido através da variância das IM118. 

Após a aplicação da IMEC, a eficiência do modelo foi avaliada por meio da 

comparação dos parâmetros estimados por ACC e dados imputados. Todas as imputações 

foram realizadas utilizando o pacote MICE no programa Stata104. 
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5.6.4. Análise de Moderação  

 

O objetivo central das pesquisas em saúde é identificar variáveis independentes que 

exerçam influência sobre variáveis dependentes, ou pelo menos, identificar preditores que 

dos desfechos observados. Em alguns casos, não é razoável presumir que a relação entre 

exposição e desfecho seja a mesma para todos os indivíduos, mas que a associação depende 

de variáveis adicionais (moderador) em relação ao indivíduo ou de seu ambiente, que 

influenciam a associação entre a exposição e o desfecho. 

A amamentação já foi apontada como possível modificadora das vias epigenéticas e 

estudos mostram que ela pode funcionar como fator moderador na interação entre genes e 

desfechos como asma, QI e obesidade. Neste estudo, iremos testar se a amamentação 

(exclusiva e total) exerce papel moderador entre as exposições ao estresse durante a gestação 

(IG epigenética e aceleração da IG) e o desenvolvimento e obesidade infantil tendo como 

base o modelo representado na Figura 1: 

 

  

Exposição Desfecho 

Moderador 

Figura 1. Modelo de moderação entre exposição e desfecho. 

Fonte: Baron e Kenny (1986) 
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A moderação pode ser entendida como a alteração na relação causal entre duas 

variáveis em função da variável moderadora120. O efeito da moderação pode se traduzir em 

termos de direção (inversão da relação exposição-desfecho) ou de intensidade 

(enfraquecimento ou fortalecimento da relação exposição-desfecho)120. 

Para testar se a amamentação (exclusiva e total) exerce papel moderador na 

associação entre IG epigenética/aceleração da IG e obesidade/desenvolvimento infantil, 

utilizamos modelos de regressão para estimar o efeito principal da exposição (IG epigenética 

ou aceleração da IG), o efeito principal da amamentação e o efeito da interação entre 

exposição×amamentação. Assim, avaliamos a significância dos coeficientes padronizados 

da regressão e se a moderação é considerada válida, caso estatisticamente significante.  

Regressões bivariadas foram realizadas entre os desfechos e as covariáveis para 

selecionar as variáveis de ajuste. As variáveis de ajuste foram selecionadas de acordo com 

seus valor-p e inseridas nos modelos utilizando o procedimento stepwise forward, onde se 

insere uma variável por vez, se p-valor < 0,2 na análise bivariada. Foi considerado nível de 

significância estatística de 5% em testes bicaudais.  
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6. RESULTADOS 

 

 

6.1. Seleção da Amostra 

 

Dentre as 96 mães selecionadas aleatoriamente para participar da coleta de sangue 

do cordão umbilical para a análise de metilação do DNA, duas foram excluídas por serem 

gestações gemelares e outras 5 por falta de dados, resultando em 89 díades mãe-neonato em 

nossa amostra inicial. Dessas, 70 (78,7%) participaram do acompanhamento de 3 anos e 

foram incluídas neste estudo (Figura 2). 

 

Coorte ROC: 
N = 6.207 

Subamostra para análise de metilação: 
n = 96 

Amostra metilação final ao nascer: 
n = 89 

Excluídos: n = 7 
- Gemelares (n = 2) 
- Falta de dados (n = 5) 

Acompanhamento 3 anos: 
n = 70 

Excluídos: n = 19 
- Perda de follow-up (n = 19) 

Figura 2.  Fluxograma do processo de seleção da amostra.  
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Os indivíduos acompanhados neste estudo (70) não diferiram daqueles que não foram 

acompanhados até os 3 anos (19) em relação às características observadas ao nascer como 

peso e comprimento ao nascer, IG cronológica, IG epigenética e aceleração da IG, e idade 

materna, conforme evidenciado na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Teste-t avaliando a diferença entre a população final estudada e perdida entre o 
nascimento e 3 anos na subamostra da coorte ROC. 

 
Final (n = 70) 
Média ± DP 

Perdida (n = 19) 
Média ± DP 

p-valor 

Peso ao nascer (g) 3313,7 ± 489,4 3326,4 ± 424,6 0,920 
Comprimento ao nascer (cm) 48,6 ± 2,2 48,6 ± 0,47 0,872 
Idade gestacional cronológica (semanas) 39,4 ± 1,5 39,3 ± 0,97 0,855 
Idade gestacional epigenética (semanas) 38,7 ±1,5 39,0 ± 1,06 0,450 
Aceleração da idade gestacional (semanas) -0,69 ± 1,98 0,38 ± 0,81 0,136 
Idade materna (anos) 26,4 ± 6,6 25,4 ± 6,81 0,577 

DP: desvio padrão 

 

6.2. Características Maternas 

 

Nossa amostra final foi composta por 70 mães (Tabela 2), similarmente divididas 

entre raça branca (52,4%) e preta/parda (48,6%), com idade no parto entre 16 e 46 anos. 

Destas 24 (34,3%) possuíam educação fundamental ou menos, 39 (55,7%) completaram o 

ensino médio e quatro (5,7%) possuíam educação superior. A classificação SES ficou 

distribuída em baixa (17,1%), média (51,4%) e alta (12,9%). Nenhuma das características 

maternas se associou com a IG epigenética ou com a aceleração da IG dos neonatos. 
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Tabela 2. Características maternas e sua associação com a idade gestacional epigenética e 
aceleração da idade gestacional do neonato. 

 n % Média ± DP Mínimo Máximo 
IGE 

p-valor 

AIG 
p-valor 

Idade (anos) 70  26,4 ± 6,6 16 46 0,796 0,163 

IMC pré-gestacional (kg/m2) 55  25,1 ± 5,4 17,8 41,5 0,283 0,867 

Ganho de peso gestacional (kg) 58  12,2 ± 5,7 -9 23 0,766 0,472 

Escolaridade   - - - 0,732 0,639 

Fundamental ou menos 24 34,3 - - - - - 

Ensino médio 39 55,7 - - - - - 

Superior 4 5,7 - - - - - 

Não-resposta 3 4,3 - - - - - 

Nível SES   - - - 0,283 0,286 

Baixo 12 17,1 - - - - - 

Médio 36 51,4 - - - - - 

Alto 9 12,9 - - - - - 

Não-resposta 13 18,6 - - - - - 

Raça   - - - 0,282 0,405 

Branca 36 51,4 - - - - - 

Preta/Parda 34 48,6 - - - - - 

IGE: idade gestacional epigenética; AIG: Aceleração da idade gestacional; IMC: Índice de massa corporal; kg: 
quilogramas; m²: metros quadrados; DP: desvio padrão. Todos os modelos foram ajustados para sexo da criança. 

 

6.3. Características da Criança e Idade Gestacional Epigenética 

 

A correlação entre a IG epigenética e IG cronológica foi baixa (r = 0,17, p-valor = 

0,16) para os sexos combinados. Ao estratificar por sexo (Figura 3), a correlação se torna 

moderada para o sexo masculino (r = 0,51; p-valor = 0,003), e fraca e negativa para o sexo 

feminino (r= -0,16; p-valor = 0,32).  
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Nossa amostra foi composta majoritariamente por crianças do sexo feminino 

(55,7%), nascidas com escore-z de peso-para-idade médio de 0,20 (DP ± 1,09), e escore-z 

de comprimento-para-idade de -0.28 (DP ± 1,21). A IG cronológica média foi de 39,4 (DP 

± 1,53) e IG epigenética foi de 38,7 (DP Análise de Casos Completos 1,55) semanas, sendo 

a diferença entre IG epigenética e IG cronológica (aceleração da IG) de -0,69 (DP ± 1,98) 

semanas, como apresentado na Tabela 3. De acordo com a IG cronológica, quatro neonatos 

(5,7%) foram pré-termo, 65 (92,9%) de termo e um (1,4%) foi pós-termo; e de acordo com 

a IG epigenética, sete (10%) foram classificados como pré-termo, 62 (88,6%) como termo e 

um (1,4%) como pós-termo. 

Figura 3. Coeficiente de correlação de Pearson entre idade gestacional cronológica 
e idade gestacional epigenética estratificadas por sexo. 
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Tabela 3. Características do neonato. 

 n % Média ± DP Mínimo Máximo 

Sexo (Feminino) 39 55,7 - - - 

Peso ao nascer (kg) 70  3,31 ± 0,49 2,47 4,71 

Escore-z peso-para-idade 68  0,20 ± 1,09 -2,0 2,0 

Comprimento ao nascer (cm) 68  48,6 ± 2,17  44 53 

Escore-z comprimento-para-idade 68  -0,28 ± 1,21 -2,9 2,4 

Perímetro cefálico (cm) 68  34,4 ± 1,17 32 38 

Perímetro abdominal (cm) 68  32,3 ± 2,14 28 38 

Perímetro torácico (cm) 68  33,2 ± 1,74 30 38 

APGAR 1 min 70  8,6 ± 1,69 1 10 

APGAR 5 min  70  9,9 ± 0,34 8 10 

Pequeno para idade gestacional (sim) 6 8,6 - - - 

Idade gestacional cronológica (semanas) 70  39,39 ± 1,53 34,0 42,4 

Idade gestacional epigenética (semanas) 70  38,70 ± 1,55 34,2 42,3 

Aceleração da idade gestacional (semanas) 70  -0,69 ± 1,98  -4,88 4,40 

Idade gestacional cronológica   - - - 

Pré-termo (< 37 semanas) 4 5,7 - - - 

Termo (≥37 e <41 semanas) 65 92,9 - - - 

Pós-termo (≥ 42 semanas) 1 1,4 - - - 

Idade gestacional epigenética   - - - 

Pré-termo (< 37 semanas) 7 10,0 - - - 

Termo (≥37 e <41 semanas) 62 88.6 - - - 

Pós-termo (≥ 42 semanas) 1 1,4 - - - 

Kg: quilogramas; cm: centímetros; DP: desvio padrão. 

 

Ao nascer, a aceleração da IG foi associada com a redução de 0,31 cm no perímetro 

torácico (95%IC: -0,58; -0,03) e um aumento de 0,42 DP no escore-z de comprimento-para-

idade (95%IC: 0,02; 0,83), como é evidenciado na Tabela 4. Peso ao nascer teve uma leve 

associação negativa com aceleração da idade epigenética, sendo que a cada semana adicional 

de aceleração, houve uma redução de 0,001 gramas do peso do neonato (95%IC: -0,00; -
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0,00). Apesar da IG epigenética estar mais correlacionada com a IG cronológica no sexo 

masculino, IG epigenética e aceleração da idade epigenética não foram associadas ao sexo 

do neonato. 

Crianças nascidas pré-termo de acordo com a classificação da IG cronológica, 

tiveram uma aceleração da IG 2,6 semanas maior quando comparadas às crianças nascidas 

a termo (95%IC: 0,60-4,54). A IG epigenética, como esperado, foi menor nas crianças pré-

termo segundo a IG cronológica (95%IC: -3.12; 0.05). Na Figura 4 podemos observar a 

associação entre aceleração da IG e peso ao nascer, escore-z comprimento-para-idade e 

perímetro torácico, e o box-plot da distribuição da aceleração de acordo com a classificação 

da IG cronológica. 

 

Tabela 4. Associação entre as características do neonato e a idade gestacional epigenética e 
aceleração da idade epigenética. 

Exposição 
IG epigenética  Aceleração da IG 

β (95%IC) p-valor  β (95%IC) p-valor 

Sexo (Feminino) 0,14 (0,89; 0.60) 0,704  -0,07 (-1,03; 0,89) 0,885 

Peso ao nascer (kg) 0.00 (-0.00, 0.00) 0,872  -0,00 (-0,00; -0,00) 0,047 

Escore-z peso-para-idade -0,13 (-0.48; 0.22) 0,470  0,09 (-0,36; 0,54) 0,680 

Comprimento ao nascer (cm) 0,14 (-0,04; 0,33) 0,133  -0,07 (-0,31; 0,17) 0,577 

Escore-z comprimento-para-idade 0,14 (-0,18; 0,46) 0,384  0,42 (0,02; 0,83) 0,040 

Perímetro cefálico (cm) -0,05 (0,39; 0,29) 0,766  -0,25 (-0,68; 0,19) 0,258 

Perímetro abdominal (cm) 0,03 (-0,21; 0,15) 0,755  -0,15 (-0,37; 0,08) 0,199 

Perímetro torácico (cm) -0,01 (-0,24; 0,21) 0,900  -0,31 (-0,58; -0,03) 0,030 

APGAR 1 min 0,02 (-0,20; 0,24) 0,878  -0,13 (-0,41; 0,15) 0,365 

APGAR 5 min  -0,30 (-1,38; 0,79) 0,587  -0,47 (-1,86; 0,92) 0,503 

Pequeno para idade gestacional  0,17 (-1,18; 1,51) 0,806  -0,13 (-1,86; 1,59) 0,876 

Idade gestacional cronológica    

Pré-termo (< 37 semanas) -1,59 (-3,13; -0,04) 0,045  2,57 (0,59; 4,56) 0,012 

Termo (≥37 e <41 semanas) Ref.  Ref. 

Pós-termo (≥ 42 semanas) 2,42 (-0,63; 5,48) 0,117  -0,40 (-4,31; 3,52) 0,841 
IG: idade gestacional; β: beta; 95%IC: intervalo de confiança de 95%. Todos os modelos foram ajustados para sexo, 
menos quando sexo era o desfecho. 
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No acompanhamento de 3 anos as crianças tinham em média 43,7 meses (DP ± 4,06), 

com escore-z de peso-para-idade de -0,32 (DP ± 1,33), estatura-para-idade de 1,06 (DP ± 

1,77) e peso-para-estatura de 0,45 (DP ± 1,21), sendo que 15,7% (11) foram classificadas 

como obesas (Tabela 5). O tempo médio de AME foi de 4,68 (DP ± 1,45) meses e AM total 

de 10,32 (DP ± 7,98) meses, e as crianças obtiveram pontuação total média no PRIDI de 

35,87 (DP ± 15,98), e 0,00 quando transformado em escore-z (DP ± 1,00). 

 

1,74 ± 1,90 

-0,83 ± 1,92 

Figura 4. Associação entre aceleração da idade epigenética e peso ao nascer, escore-z 
comprimento-para-idade, perímetro torácico e Box-plot da distribuição da aceleração da idade 
gestacional de acordo com a classificação de idade gestacional cronológica. 



P á g i n a  | 50 

 

Tabela 5. Características da criança no acompanhamento de 3 anos. 

 N (70) % Média ± DP Mínimo Máximo 

Idade (meses) 70 - 43,70 ± 4,06 36 52 

Amamentação exclusiva (meses) 38 - 4,68 ± 1,45 1 7 

Amamentação total (meses) 37 - 10,32 ± 7,98 1 47 

PRIDI total 70 - 35,87 ± 15,98 0 58 

PRIDI escore-z 70 - 0,00 ± 1,00 -2,3 1,4 

Escore-z peso-para-idade 68 - -0,32 ± 1,33 -3,9 2,7 

Escore-z estatura-para-idade 67 - -1,06 ± 1,77 -5,3 4,3 

Escore-z peso-para-estatura 67 - 0,45 ± 1,21 -2,3 2,9 

Obesidade (sim) 11 15,7 - - - 

Inventário HOME 33 - 38,6 ± 9,34 15 50 

DP: desvio padrão. 

 

No acompanhamento de 3 anos, apenas o escore-z da estatura-para-idade teve uma 

associação marginal com IG epigenética (95%IC: -0,00; 0,42). A aceleração da IG não foi 

associada a nenhuma característica da criança aos 3 anos (Tabela 6). 

 
Tabela 6. Associação entre as características da criança no acompanhamento e idade 
gestacional epigenética e aceleração da idade epigenética. 

Exposição 
IG epigenética  Aceleração da IG 

β (95%IC) p-valor  β (95%IC) p-valor 

PRIDI total 0,01 (-0,01; 0,04) 0,315  0,01 (-0,02; 0,05) 0,466 

PRIDI escore-z 0,19 (-0,18; 0,56) 0,315  0,18 (-0,30; 0,65) 0,466 

Escore-z peso-para-idade 0,17 (-0,11; 0,45) 0,228  0,13 (-0,24; 0,49) 0,493 

Escore-z estatura-para-idade 0,21 (-0,00; 0,42) 0,052  0,18 (-0,09; 0,46) 0,185 

Escore-z peso-para-estatura -0,08 (-0,40; 0,23) 0,607  -0,11 (-0,52; 0,29) 0,580 

Obesidade (sim) -0,15 (-1,18; 0,87) 0,776  -0,44 (-1,75; 0,87) 0,508 
IG: idade gestacional; β: coeficiente beta; 95%IC: intervalo de confiança de 95%. 
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6.4. Análise de Moderação 

 

Após a aplicação da Imputação Múltipla por Equações em Cadeia (IMEC) descrita 

no Anexo II para lidar com as não-respostas das variáveis, prosseguimos para a etapa de 

avaliação do efeito moderador da amamentação nas relações entre IG epigenética e 

aceleração da IG, e os desfechos de desenvolvimento (PRIDI) e Obesidade aos 3 anos. 

Utilizamos o procedimento descrito por Baron & Kenny120 que consiste em quatro etapas: 

centralização, criação da variável de interação, regressão por blocos e avaliação da interação.  

Como descrito, a primeira etapa foi a centralização das variáveis independentes (IG 

epigenética e aceleração da IG) e das variáveis moderadoras (AME e AM total). A 

centralização tem como finalidade reduzir a colinearidade entre as variáveis independentes 

e moderadoras no modelo de regressão. A Tabela 7 apresenta as médias e desvio padrão das 

variáveis antes e após a centralização. 

 

Tabela 7. Médias e desvio padrão das variáveis independentes e moderadoras. 
 n Média Desvio Padrão 
Idade gestacional epigenética 70 38,70 1,55 
Idade gestacional epigenética (c) 70 0,00 1,55 
Aceleração da idade gestacional 70 -0,69 1,98 
Aceleração da idade gestacional (c) 70 0,00 1,98 
Amamentação exclusiva 70 4,57 2,61 
Amamentação exclusiva (c) 70 -0,03 1,56 
Amamentação total 70 9,92 10,66 
Amamentação total (c) 70 -0,10 7,97 

(c) variáveis centralizadas. 
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Na Tabela 8 podemos observar as regressões por blocos. No primeiro bloco (Modelo 

1), consideramos a variável independente e a variável moderadora isolada. No segundo bloco 

(Modelo 2), a variável de interação foi inserida, e no terceiro bloco (Modelo 3) adicionamos 

as demais variáveis de confusão seguindo o procedimento stepwise forward, inserindo todas 

as variáveis que apresentaram p-valor < 0,2 na análise bivariada, conforme Tabela A4 

(Anexo III). 

No primeiro bloco (Modelo 1) do desfecho PRIDI sem a interação entre IG 

epigenética×AME, observamos que a AME se associa positivamente com o desfecho PRIDI, 

aumentando em 0,22 SD o escore-z de PRIDI a cada mês adicional de AME (95%IC: 0,01; 

0,44). Ao inserirmos a variável de interação IG epigenética×AME, essas associações são 

enfraquecidas sendo a interação também não significante. Ao adicionarmos as covariáveis 

(Modelo 3) no modelo de interação entre IG epigenética×AME, apenas o escore do HOME 

se torna marginalmente associado ao desfecho (β: 0,04 [-0,00-0,07] p-valor = 0,051). No 

Modelo 1 (sem interação) de aceleração da IG×AME, não houve nenhuma associação entre 

as variáveis independentes e PRIDI. No Modelo 2 (com interação), a variável de interação 

também não foi significante. Entretanto, no Modelo 3 (com interação + covariáveis), o 

escore do HOME se associou positivamente ao desfecho (β: 0,04 [0,00-0,07]; p-valor = 

0,048).  

O mesmo padrão dos modelos anteriores, se manteve quando avaliamos as interações 

entre IG epigenética×AM total e aceleração da IG×AM total, ou seja, as variáveis 

independentes e de interação não se associaram ao desfecho PRIDI. Contudo, ao avaliarmos 

o terceiro bloco (Modelo 3) da interação entre IG epigenética×AM total, o nível SES Alto 

(β: 0,74 [0,09-1,39]; p-valor = 0,026) e o escore de HOME (β: 0,04 [0,00-0,07]; p-valor = 
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0,048) se associaram positivamente ao desfecho, sendo a interação IG epigenética×AM total 

não significativa. Similar ao modelo anterior, a interação aceleração da IG×AM total não foi 

estatisticamente significante, mas o nível SES Alto (β: 0,72 [0,06-1,39]; p-valor = 0,033) e 

escore de HOME (β: 0,04 [0,00-0,07]; p-valor = 0,033) foram positivamente associados ao 

desfecho PRIDI. 

Para o desfecho Obesidade não foi encontrada nenhuma associação ou interação 

significativa entre os fatores analisados neste estudo.  
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Tabela 8. Regressão por blocos para avaliar a interação entre a amamentação exclusiva e 
total com a idade gestacional epigenética e aceleração da idade gestacional nos desfechos 
PRIDI e Obesidade aos 3 anos. 

 
Modelo 1  Modelo 2  Modelo 3 

Sem interação  Com interação  Com interação + covariáveis 
β (95%IC) p  β (95%IC) p  β (95%IC) p 

PRIDI – Idade gestacional epigenética – Amamentação exclusiva 

IG epigenética 0,09 (-0,08; 0,25) 0,297  0,08 (-0,08; 0,25) 0,322  0,12 (-0,03; 0,27) 0,122 
AME 0,22 (0,01; 0,44) 0,043  0,22 (-0,00; 0,44) 0,051  0,09 (-0,15; 0,33) 0,454 
Sexoa       0,09 (-0,42; 0,59) 0,738 
Idade maternab       -0,01 (-0,66; 0,64) 0,262 
Nível SES       Ref.: Baixo  

Médio       -0,01 (-0,66; 0,64) 0,970 
Alto       0,59 (-0,08; 1,26) 0,082 

HOME       0,04 (-0,00; 0,07) 0,051 

IGE×AME    0,02 (-0,13; 0,18) 0,789  0,04 (-0,09; 0,18) 0,532 

PRIDI – Aceleração da idade gestacional – Amamentação exclusiva 
Aceleração da IG 0,02 (-0,11; 0,15) 0,752  0,02 (-0,12; 0,15) 0,792  0,06 (-0,08; 0,19) 0,405 
AME 0,21 (-0,00; 0,42) 0,052  0,22 (-0,00; 0,43) 0,055  0,08 (-0,17; 0,32) 0,526 
Sexoa       0,09 (-0,45; 0,63) 0,742 
Idade maternab       -0,02 (-0,06; 0,02) 0,310 
Nível SES       Ref.: Baixo  

Médio       -0,00 (-0,66; 0,66) 0,996 
Alto       0,58 (-0,11; 1,27) 0,097 

HOME       0,04 (0,00; 0,07) 0,048 
AIG×AME    0,01 (-0,11; 0,13) 0,893  0,02 (-0,10; 0,14) 0,729 
PRIDI – Idade gestacional epigenética – Amamentação total 
IG epigenética 0,08 (-0,07; 0,25) 0,289  0,09 (-0,07; 0,25) 0,250  0,13 (-0,02; 0,28) 0,084 
AM total 0,03 (-0,01; 0,07) 0,135  0,03 (-0,01; 0,06) 0,193  0,02 (-0,02; 0,06) 0,268 
Sexoa       0,05 (-0,45; 0,55) 0,830 
Idade maternab       -0,02 (-0,06; 0,02) 0,283 
Nível SES       Ref.: Baixo  

Médio       0,11 (-0,52; 0,74) 0,732 
Alto       0,74 (0,09; 1,39) 0,026 

HOME       0,04 (0,00; 0,07) 0,036 
IGE×AM    0,01 (-0,02; 0,05) 0,414  0,01 (-0,02; 0,04) 0,425 
PRIDI – Aceleração da idade gestacional – Amamentação total 
Aceleração da IG 0,04 (-0,08; 0,16) 0,508  0,04 (-0,08; 0,17) 0,493  0,07 (-0,06; 0,19) 0,277 
AM total 0,03 (-0,01; 0,06) 0,148  -0,03 (-0,01; 0,07) 0,202  0,02 (-0,02; 0,06) 0,313 
Sexoa       0,04 (-0,46; 0,55) 0,868 
Idade maternab       -0,02 (-0,05; 0,02) 0,368 
Nível SES       Ref.: Baixo  

Médio       0,11 (-0,53; 0,75) 0,729 
Alto       0,72 (0,06; 1,39) 0,033 

HOME       0,04 (0,00; 0,07) 0,033 
AIG×AM    0,00 (-0,02; 0,03) 0,752  0,00 (-0,02; 0,03) 0,664 

(continuação) 
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Tabela 8. Regressão por blocos para avaliar a interação entre a amamentação exclusiva e total 
com a idade gestacional epigenética e aceleração da idade gestacional nos desfechos PRIDI e 
Obesidade aos 3 anos. 

 
Modelo 1  Modelo 2  Modelo 3 

Sem interação  Com interação  Com interação + covariáveis 
OR (95%IC) p  OR (95%IC) p  OR (95%IC) p 

Obesidade – Idade gestacional epigenética – Amamentação exclusiva 
IG epigenética 0,91 (0,59; 1,42) 0,692  0,93 (0,58; 1,49) 0,763  0,81 (0,49; 1,35) 0,423 
AME 0,85 (0,42; 1,68) 0,633  0,89 (0,42; 1,76) 0,671  0,91 (0,45; 1,83) 0,787 
Déficit de crescimento       0,15 (0,02; 1,42) 0,098 
IGE×AME    0,93 (0,64; 1,35) 0,697  0,94 (0,63; 1,39) 0,743 
Intercepto 0,18 (0,09; 0,37) 0,000  0,18 (0,08; 0,37) 0,000  0,26 (0,12; 0,59) 0,001 
Obesidade – Aceleração da idade gestacional – Amamentação exclusiva 
Aceleração da IG 0,89 (0,63; 1,26) 0,508  0,87 (0,59; 1,28) 0,472  0,80 (0,53; 1,22) 0,308 
AME 0,86 (0,44; 1,66) 0,648  0,88 (0,42; 1,84) 0,726  0,96 (0,47; 1,94) 0,899 
Déficit de crescimento       0,16 (0,02; 1,45) 0,103 

AIE×AME    1,04 (0,73; 1,47) 0,834  1,05 (0,72; 1,52) 0,795 

Intercepto 0,18 (0,09; 0,37) 0,000  0,18 (0,09; 0,37) 0,000  0,26 (0,12; 0,57) 0,001 
Obesidade – Idade gestacional epigenética – Amamentação total 
IG epigenética 0,94 (0,62; 1,41) 0,753  0,92 (0,60; 1,42) 0,712  0,75 (0,45; 1,22) 0,244 
AM total 0,99 (0,88; 1,12) 0,933  0,99 (0,87; 1,13) 0,918  1,00 (0,88; 1,14) 0,982 
Déficit de crescimento       0,08 (0,01; 1,40) 0,084 

IGE×AM    0,97 (0,89; 1,.05) 0,394  0,94 (0,86; 1,03) 0,184 

Intercepto 0,19 (0,10; 0,38) 0,000  0,19 (0,09; 0,37) 0,000  0,28 (0,13; 0,60) 0,001 
Obesidade – Aceleração da idade gestacional – Amamentação total 
Aceleração da IG 0,89 (0,64; 1,24) 0,483  0,89 (0,63; 1,25) 0,486  0,81 (0,56; 1,17) 0,259 
AM total 1,00 (0,89; 1,12) 0,956  1,00 (0,87; 1,14) 0,957  1,01 (0,87; 1,16) 0,931 
Déficit de crescimento       0,12 (0,01; 1,35) 0,086 
AIE×AM    0,99 (0,93; 1,05) 0,764  0,97 (0,91; 1,05) 0,504 
Intercepto 0,19 (0,10; 0,38) 0,000  0,19 (0,10; 0,38) 0,000  0,28 (0,13; 0,60) 0,001 

a idade em anos; b sexo feminino; IG: idade gestacional; AME: amamentação exclusiva; AM: amamentação total; SES: 
socioeconômico; β: beta; OR: Odds ratio (razão de chance). 
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7. DISCUSSÃO 

 

 

Nós mostramos neste estudo que diversas características conhecidas por refletirem a 

exposição às adversidades no período intrauterino foram associadas à aceleração da IG ao 

nascer. A hipótese da DOHaD sugere que durante períodos sensíveis e de alta plasticidade, 

como o período intrauterino, as adversidades sofridas podem modular o epigenoma do 

indivíduo produzindo consequências imediatas como baixo peso ao nascer12,52–55 e também 

consequências a longo prazo para a saúde54,56,57. A aceleração da idade epigenética já foi 

associada a mortalidade 44–46, menopausa47, menor função física e cognitiva48, Alzheimer49 

e obesidade50,51 em adultos. No entanto, ainda não é claro se a aceleração da IG ao nascer é 

um fator positivo ou negativo para a saúde dos neonatos e como impacta a saúde do indivíduo 

no decorrer do tempo.  

O peso ao nascer é largamente utilizado como “proxy” de restrição intrauterina em 

estudos que visam investigar o ambiente intrauterino e sua associação com desfechos no 

curto e longo prazo12,121,122. O baixo peso ao nascer está associado à maior mortalidade no 

primeiro ano de vida, restrição no crescimento e desenvolvimento cognitivo, síndrome 

metabólica e doenças coronarianas123. Em nosso estudo, peso ao nascer e perímetro torácico 

mostraram-se negativamente associados à aceleração da IG. Apesar da fraca associação com 

peso ao nascer, nossos resultados corroboram os achados de Girchenko et al. (2017)110 que 

encontraram forte associação negativa entre aceleração da IG e peso ao nascer, comprimento 

e perímetro cefálico. Em contraste, apesar de nossos resultados apontarem para uma 
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associação negativa, nós não evidenciamos as associações encontradas por Girchenko et al. 

(2017)110 entre a aceleração da idade gestacional epigenética e idade materna acima de 40 

anos, APGAR 1-min e sexo feminino. 

Na direção oposta, Khouja et al. (2018)124 encontraram associações positivas entre 

aceleração da IG, peso e comprimento ao nascer, sexo e IMC pré-gestacional, assim como 

Bright et al. (2019)68 que também encontraram associações positivas com peso e 

comprimento ao nascer. As discrepâncias encontradas entre os resultados publicados, talvez 

possam ser explicadas pelas diferentes metodologias utilizadas para o cálculo da IG 

epigenética e aceleração da IG. Girchenko et al. (2017)110, assim como em nosso estudo, 

aplicaram o método proposto por Knight et al. (2016)65 que selecionou a partir dos dados de 

15 coortes de diferentes ancestralidades, incluindo dados de nascimentos pré- e pós-termo, 

148 sítios CpGs utilizados para estimar a IG epigenética. Enquanto os estudos de Khouja et 

al. (2018)124 e Bright et al. (2019)68 utilizaram o método proposto por Bohlin et al. (2016)125 

que foi desenvolvido a partir dos dados da coorte MoBa, que não incluiu nascimentos pré-

termo e utiliza 96 sítios CpGs para estimar a IG epigenética. Outro ponto relevante, é de que 

em nosso estudo e no de Girchenko et al. (2017)110 a aceleração da IG foi baseada na 

diferença bruta entre IG cronológica e epigenética, e não nos valores residuais da regressão 

entre IG cronológica e IG epigenética, como nos estudos de Khouja et al.(2018)124 e Bright 

et al. (2019)68. 

Em nosso estudo também encontramos que a aceleração da IG foi significativamente 

maior em crianças prematuras se comparadas com as crianças nascidas termo. O estudo de 

Knight et al. (2018)126 encontrou que a aceleração da IG estava associada à redução de 

intervenções respiratórias (ventilação assistida) e uso de surfactantes e corticosteroides em 
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bebês nascidos com <28 semanas, sugerindo que a aceleração da IG pode ser um aspecto 

clinicamente relevante da maturidade do desenvolvimento. Um estudo que avaliou o perfil 

neurocomportamental em crianças nascidas muito prematuras (<30 semanas) encontrou que 

aquelas que tinham perfil neurocomportamental ideal tinham idade epigenética maior se 

comparados aos de perfil atípico. Estes, por sua vez, possuíam diversos sítios CpGs 

diferencialmente metilados em múltiplos genes ligados à estrutura, função ou condições 

neurocomportamentais ou neurodegenerativas127. De fato, ainda não se pode afirmar qual o 

papel da IG epigenética no desenvolvimento intrauterino ou durante a infância, mas a 

aceleração da IG nesse grupo parece indicar um “catch-up” e ser positiva para os desfechos 

neonatais e desenvolvimento infantil. 

Nossos resultados indicam que a IG epigenética e a aceleração da IG não estão 

associadas ao desenvolvimento infantil aos 3 anos. No estudo de Suarez et al. (2018)67, os 

pesquisadores encontraram que a menor IG epigenética parece estar associada a uma 

desvantagem de desenvolvimento infantil em meninos, que aos 3 anos, apresentaram mais 

problemas totais e internalizantes. Esses achados são de certa maneira surpreendentes, pois 

na população adulta é observado o oposto, onde os desfechos negativos são mais associados 

a uma idade epigenética maior do que a idade cronológica. Em outro estudo do mesmo 

grupo, Suarez et al. (2018)128 encontraram que na adolescência a situação se invertia, a 

aceleração da IG se associou positivamente a problemas internalizantes, mas não encontram 

associações com função cognitiva e inteligência. Apesar desses resultados apontarem em 

direções opostas, o perfil da  metilação do DNA se altera com o decorrer do tempo39, sendo 

que as maiores taxas de alteração são encontradas entre os 2 e 10 anos de idade38, então não 

podemos descartar que o papel da aceleração da IG varie no decorrer da infância. 
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Semelhantemente ao desenvolvimento infantil, nós também não encontramos 

associação entre a IG epigenética e obesidade aos 3 anos. Nosso resultado corrobora um 

estudo publicado recentemente que analisou a trajetória de crescimento de crianças do 

nascimento até os 10 anos68. Nele, a aceleração da IG estava associada ao peso e 

comprimento ao nascer e que essa diferença persistiu até aproximadamente 9 meses de 

idade68. A partir dos 9 meses, essas diferenças se atenuaram e, eventualmente reverteram 

para o peso, resultando em aproximadamente menos 0,6 kg de peso aos 10 anos de idade por 

semana de aceleração da IG epigenética68. O estudo de Simpkin et al.69 também aponta que 

crianças com maior aceleração da IG ao nascer ganham peso mais rápido, tem maior IMC e 

mais massa gorda ao nascer, entretanto elas têm aumento mais lento de massa gorda durante 

a infância e adolescência69. Quando avaliadas aos 7 anos, crianças com a idade epigenética 

maior do que idade cronológica eram mais altas, mas não havia diferença no peso ou IMC69. 

A atenuação e alteração das associações entre a aceleração da IG ao nascer e 

crescimento durante a infância, pode ser, assim como para o desenvolvimento infantil, 

devido a alterações do perfil da metilação do DNA durante a infância38,39. Além da possível 

alteração do perfil epigenético durante os períodos de maior plasticidade, as alterações na 

taxa de crescimento também podem ser devidas a mecanismos biológicos compensatórios 

que se ajustam de acordo com as exposições sofridas durante a gestação bem como 

exposições ambientais após o nascimento73. Em adultos, obesidade foi associada a 

aceleração da IG em tecido hepático50 e tecido adiposo visceral129. Porém diferente do que é 

observado em crianças (rápida alteração do perfil epigenético), a aceleração da idade 

epigenética no fígado parece não sofrear alterações mesmo após rápida perda de peso 

induzida por cirurgia bariátrica50. Já no tecido adiposo visceral, a aceleração da idade 
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epigenética aparenta desempenhar um papel importante na dinâmica da perda de peso após 

cirurgia bariátrica129. Os achados de Nevalainen et al. (2017)51 também sugerem que a 

aceleração da idade epigenética ao invés de ser fator que afeta o IMC, parece ser um desfecho 

do ganho de peso ao longo do tempo51.  

No contexto da DOHaD, modificações epigenéticas constituem um possível 

mecanismo para explicar esses efeitos73–75,130,131. Como mencionado na introdução, 

evidências confirmam a importância da amamentação para o desenvolvimento 

neurocognitivo22,85, redução do risco de infecções respiratórias21, obesidade infantil23,31, 

diabetes do tipo 289 e também como possível modificador de vias epigenéticas85–87,132. 

Apesar disso, os estudos que examinam as associações entre IG epigenética 

desenvolvimento físico e neurocognitivo durante a infância, apesar de incluírem diversas 

covariáveis importantes, como nível SES, IMC pré-gestacional materno, consumo de álcool 

e fumo, a amamentação foi pouco ou quase nada avaliada. No nosso conhecimento, apenas 

o estudo de Simpkin et al. (2016)90 investigou se a amamentação (sim/não) se associava com 

a aceleração da IG na infância e adolescência. Nesse estudo, os autores não encontraram 

associações entre amamentação e aceleração da epigenética em nenhuma das idades 

avaliadas. 

Em nosso estudo, os resultados não sustentam a hipótese inicial de que a 

amamentação melhora o desenvolvimento infantil e reduz a obesidade, além de moderar o 

efeito da IG epigenética nos desfechos aos 3 anos. Contudo, não são poucas as evidências 

que demonstram que a amamentação é um componente importante para garantir o 

desenvolvimento cognitivo saudável e o crescimento físico das crianças.  Adicionalmente, 

em estudo conduzido por outros membros da nossa equipe, verificamos associações 
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importantes entre amamentação e desenvolvimento da criança aos 3 anos133.  Neste estudo 

os autores mostraram que crianças da Coorte ROC amamentadas exclusivamente por 6 

meses e que receberam leite materno até os 2 anos de idade tiveram um aumento de 0,4 DP 

no escore PRIDI (β: 0,38; limites de confiança: 0,23; 0,53) no acompanhamento de 3 anos. 

Estudos apontam que a amamentação está associada à responsividade parental, que 

pode ser responsável, em parte, pelos benefícios da amamentação para o desenvolvimento 

infantil134. Em nosso estudo, pudemos observar que o fator positivo mais homogêneo para o 

desenvolvimento infantil foi o inventário HOME, que avalia a qualidade do ambiente e a 

estimulação da criança. Diversos estudos apontam que a qualidade e a quantidade de 

cuidados recebidos dos pais ou cuidadores, assim como outras interações sociais positivas, 

influenciam fortemente o desenvolvimento cognitivo e inteligência da criança135. Embora 

não tenhamos encontrado associação entre o escore de HOME e tempo de amamentação, 

estudos apontam que a duração da amamentação está associada com práticas parentais 

positivas durante a infância134 e níveis de cuidado e atenção dada à criança136, fatores chave 

para o desenvolvimento infantil. Neste contexto, mães que optam ou são bem-sucedidas na 

amamentação podem estar mais inclinadas a nutrir ou estimular seus filhos de várias outras 

maneiras e assim, a amamentação pode ser um fator mediador entre o ambiente e o 

desenvolvimento infantil. 

Outro fator importante para o desenvolvimento infantil é o SES. O SES refere-se ao 

lugar de um indivíduo na sociedade e influencia fortemente a experiência individual desde a 

infância e até vida adulta, afetando seu desenvolvimento e desfechos em saúde105,137–139. 

Crianças de baixo SES estão em maior risco de não atingirem seu potencial de 

desenvolvimento se comparadas à crianças da mesma idade de maior SES140,141. Elas 
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também frequentemente entram na pré-escola com menor aparato linguístico142, que 

influencia sua performance e frequência escolar, o que posteriormente, está relacionado a 

maior evasão escolar143. Nossos achados mostram que crianças de alto SES obtiveram cerca 

11 pontos a mais no escore de PRIDI se comparadas às crianças de baixo SES nos modelos 

de AM total. O SES também tem influência na escolha de amamentar144, na duração da 

amamentação o no uso de chupetas e mamadeiras145. Apesar das recomendações do 

Ministério da Saúde e OMS sobre amamentação exclusiva e complementada até os dois 

anos, a amamentação não pode ser descrita simplesmente como uma escolha da mãe. A 

estrutura social de proteção a amamentação e apoio familiar podem ter influencias 

determinantes para o início e continuação da amamentação, sendo que a volta ao trabalho, 

principalmente em mulheres advindas de grupos sociais mais vulneráveis, é determinante 

para o início e continuação da amamentação146,147. 

Nosso estudo apresenta algumas limitações. Estudos que avaliam o perfil epigenético 

e os efeitos da amamentação requerem cautela, por não ser viável ou ético simplesmente 

atribuir a amamentação aleatoriamente às mães como é feito em ensaios clínicos. Portanto, 

é preciso avaliar o ambiente ao qual as crianças estão expostas para conseguir separar o 

efeito do ambiente do efeito da amamentação (que pode ser sutil) no desenvolvimento físico 

e neurocognitivo da criança. Ajustar as análises para esses fatores adicionais, principalmente 

quando os coeficientes são muito próximos de 0, poderiam reduzir os efeitos da IG 

epigenética e da amamentação, que talvez deixem de ser estatisticamente significante no 

modelo, tornando-se variáveis não explanatórias, mas possíveis marcadores. Neste contexto, 

o nosso tamanho amostral pode ser considerado um grande fator limitante, pois quanto 

menor o efeito, maior precisa ser a amostra para conseguir estimar os valores reais148,149. 
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Também é importante ressaltar o fato de que os dados de amamentação foram obtidos 

através do questionário de acompanhamento aos 3 anos e esses dados, principalmente de 

amamentação exclusiva, podem estar sujeitos ao viés de memória. A duração total da 

amamentação tende a ser lembrada de maneira mais acurada do que a de amamentação 

exclusiva, pois essa depende de quando líquidos e outros alimentos foram introduzidos na 

alimentação da criança102,103. No entanto, os dados tendem a ser confiáveis principalmente 

em estudos onde o acompanhamento é feito de maneira contínua como o nosso. No estudo 

de Burnham et al. (2014)150, os pesquisadores coletaram dados sobre amamentação exclusiva 

prospectivamente nos primeiros 6 meses de vida do bebê e depois aos dois anos pós-parto 

para avaliar a diferença entre os relatos. Eles mostraram que 30% das mães reportaram no 

acompanhamento de dois anos dados que eram semelhantes aos coletados prospectivamente 

durante os 6 meses, os pesquisadores também encontraram que os relatos aos 2 anos tendiam 

a superestimar o tempo de amamentação exclusiva. Em áreas onde a amamentação exclusiva 

é amplamente promovida esse viés pode ser ainda maior pelo desejo de aceitação social103. 

Em nosso estudo, todas as mães foram acompanhadas desde o nascimento e entrevistadas 

em um período semelhante pós-parto, elas também são todas de uma mesma região de saúde, 

ou seja, foram possivelmente expostas semelhantemente às ações de promoção ao 

aleitamento materno. Apesar do viés de memória, acreditamos que o viés é semelhante para 

todas as mães não causando diferença sistemática em nossos resultados.  

Outro fator que pode ser considerado como limitante neste estudo é a taxa de não-

resposta em nossas variáveis de amamentação. De longe, a estratégia mais utilizada nos 

estudos para lidar com a não-resposta é a análise de casos completos, que é a estratégia 

padrão da maioria dos programas de análise estatística como o ambiente R96 e Stata104. 
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Quando lidamos com uma amostra grande o suficiente e os casos incompletos assumem um 

padrão de não-resposta completamente aleatórios, essa estratégia pode ser uma opção e não 

gerará estimativas enviesadas117,151. Contudo, em amostras pequenas e quando o padrão de 

não-resposta não é aleatório, essa escolha pode enviesar os resultados e a validade do estudo 

pode ser comprometida. 

De acordo com as análises descritas no Anexo II, o padrão de não-resposta em nossa 

amostra se enquadrou como não-resposta aleatória, ou seja, sem diferença sistemática entre 

os valores de não-resposta e os valores observados151. Apesar desse aspecto, a utilização da 

análise de casos completos reduziria o tamanho amostral em mais de 50% resultando na 

perda de poder estatístico e maior risco de superestimação dos benefícios e subestimação 

dos danos. A escolha de utilizar a IMEC se deu por seus benefícios frente à outras técnicas. 

A imputação múltipla, ao invés de substituir um único valor para cada dado ausente 

(imputação única), substitui cada valor ausente por um conjunto de valores plausíveis119,152. 

É importante lembrar que a imputação múltipla não cria dados, o método simplesmente 

estima os valores ausentes utilizando os dados observados para que então possam ser 

analisados utilizando técnicas de análise de dados completos118,152. A técnica além de 

restaurar a variabilidade natural dos dados, incorpora a incerteza dos dados ausentes, 

resultando em inferências estatísticas mais válidas153,154. Além disso, a imputação múltipla 

é robusta à violação da premissa de normalidade dos dados e produz resultados adequados 

mesmo em amostras pequenas e com grande proporção de não-resposta153,154. 

A maior limitação, no entanto, foi o tamanho da amostra em si. Por se tratar de exame 

laboratorial de alto custo, foi possível analisar apenas uma pequena amostra do material 

coletado, o que influenciou a significância dos resultados encontrados.  
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Apenas no ano de 2019 nosso grupo conseguiu verba adicional para realizar análises 

de metilação das mais de 900 amostras biológicas coletadas. Pretendemos dessa forma, 

refazer as análises aqui apresentadas, uma vez que tivermos conseguido finalizar a parte 

laboratorial, já em andamento. Acreditamos que, ao utilizar uma amostra de quase 1000 

crianças, teremos poder estatístico suficiente para comprovar a nossa hipótese, pois mesmo 

não obtendo resultados estatisticamente significantes (p-valor > 0,05), podemos observar 

que a amamentação tem associação positiva com os desfechos analisados neste estudo. Além 

de que ao aumentar o tamanho amostral, iremos conseguir estimar com maior precisão os 

efeitos reais das exposições nos desfechos e reduzindo a probabilidade de cometermos o erro 

do tipo II, ou seja, aceitamos a hipótese nula quando na realidade, ela deveria ser 

rejeitada148,149. 
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8. CONCLUSÕES 

 

 

Este estudo fornece evidências de que a aceleração da IG está associada a partos 

prematuros e características antropométricas do neonato, e que a associação com o 

desenvolvimento infantil ou a obesidade aos 3 anos não é estatisticamente significante, 

mesmo quando a amamentação é inserida como fator moderador. Corrobora achados 

anteriores mostrando que o nível socioeconômico e estimulação da criança estão fortemente 

associadas ao melhor desenvolvimento infantil independentemente da idade gestacional 

epigenética, aceleração da IG ou amamentação. Estudos com maior amostragem, são 

necessários para entendermos os fatores por trás do relógio epigenético e sua associação com 

o os desfechos ao nascer, desenvolvimento neurocognitivo e físico das crianças na população 

brasileira.  
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9. ANEXOS 

 

ANEXO I  

Análise de componente principal (ACP) e classificação do nível socioeconômica (SES) 

 

Preliminarmente às análises per se, aplicamos a ACP para a agregar os dados 

referentes a posse de bens, renda familiar e infraestrutura do domicílio para construir uma 

variável única com um indicativo mais preciso da classificação SES do indivíduo. A Figura 

A1 apresenta a matriz de correlação das variáveis utilizadas na composição do ACP e suas 

contribuições para a variação no primeiro e no segundo componente (CP). 

 

Figura A1. Variáveis utilizadas na análise de componentes principais (ACP) e suas 
contribuições para a variação no primeiro e segundo componente principal (CP). 
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Cada CP possui um peso que é dado pelo autovalor da matriz de correlação, sendo 

ordenados de maneira que o primeiro CP explique a maior parte da variação dos dados 

originais (Figura A2). 

 

 

 

Após a aplicação do APC, o CP1 foi estraído e categorizado em tercis de intervalos 

iguais. A amostra então ficou distribuída em classificação SES: baixo (17,4% [-1,91 ± 0,85]); 

médio (51,4% [-0,05 ± 0,64]); e alto (12,9% [2,75 ± 1,07]), como mostrado na Figura A3. 

Entre esses, 18,6% dos dados estavam como não-resposta e foram imputados posteriormente 

para a análise de dados completa. 

Figura A2. Porcentagem de variação explicada por cada componente principal. 
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Figura A3. Distribuição dos tercis socioeconômicos (SES) de acordo 
com o escore do primeiro componente (CP1). 
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ANEXO II 

 

Imputação Múltipla por Equações em Cadeia – IMEC 

 

A análise preliminar descritiva para determinar a proporção e padrão de não-reposta 

é mostrada na Tabela A1. Nesta tabela são exibidos, em ordem decrescente, o percentual de 

valores de não-resposta para cada variável. De forma global 23,7% dos valores são de não-

resposta, sendo o inventário HOME a variável com a maior proporção de valores faltantes 

(52,9%). 

Na Tabela A2 apresentamos os coeficientes de regressão do teste de Little. No teste 

de Little assumimos como H0 que as variáveis descritas na Tabela A1 possuem padrão de 

não-resposta aleatório e H1 de que os dados possuem um padrão não-aleatório. Para o teste, 

as variáveis com não-resposta foram utilizadas como variáveis dependentes e as variáveis 

completas como independentes. No teste obtivemos χ2 de 162,11 com 462 graus de liberdade 

e p-valor = 1,00. A partir dos resultados obtidos, podemos aceitar H0 a um nível de 

significância de 5% de que os dados possuem padrão de não-resposta aleatórios. 
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Tabela A1. Padrão de não-resposta entre as variáveis utilizadas nas análises. 

 % não-resposta Tipo de variável 

Avaliação ao nascer   

Idade gestacional epigenética (semanas) 0 Contínua 
Idade gestacional (semanas) 0 Contínua 
Aceleração da IG 0 Contínua 
Aceleração residual da idade epigenética 0 Contínua 
Sexo (feminino) 0 Binária 
Peso ao nascer (kg) 0 Contínua 
Raça materna 0 Categórica 
Idade materna no parto 0 Contínua 
Comprimento ao nascer (cm) 2.9 Contínua 
Escore-z peso-para-idade 2.9 Contínua 
Escore-z comprimento-para-idade 2,9 Contínua 
Educação materna 4,3 Categórica 
Avaliação aos 3 anos   
PRIDI 0 Contínua 
Escore-z peso-para-idade 2,9 Contínua 
Obesidade 4,3 Binária 
Escore-z estatura-para-idade 4,3 Contínua 
Escore-z peso-para-estatura 4,3 Contínua 
Nível socioeconômico 18,6 Categórica 
Amamentação exclusiva 45,7 Contínua 
Amamentação total 47,1 Contínua 
Inventário HOME 52,9 Contínua 
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Tabela A2. Teste de Little e os coeficientes das estimativas da regressão linear multivariada das variáveis dependentes sobre as variáveis 
independentes e os valores de sigma (matriz de covariância). 

Coeficientes 

 Escolaridade EPI1 PPI1 SES HOME EPI2 PPI2 PPE2 Obesidade AME AM 

Idade materna 0.00 -0.01 0.02 0.02 -0.02 -0.02 0.00 0.01 0.01 0.02 -0.02 

Sexo -0.09 -0.33 -0.10 0.11 9.04 0.34 0.55 0.56 0.15 0.36 8.85 

Raça -0.23 -0.03 -0.34 0.04 -5.76 0.54 0.03 -0.36 -0.08 0.01 -1.10 

IG cronológica -0.19 0.85 0.08 -0.36 12.26 0.30 0.35 0.27 0.08 -0.41 15.31 

IG epigenética -0.02 0.06 -0.05 -0.03 0.60 0.22 0.07 -0.11 -0.03 -0.29 0.57 

PRIDI 0.13 -0.07 -0.09 0.17 9.00 0.18 0.28 0.25 0.04 0.72 3.59 

Intercepto 3.23 -2.75 2.33 2.62 2.92 -10.75 -4.19 3.75 0.94 15.56 -34.53 

Sigma            

Escolaridade 0.32 0.12 0.14 0.02 1.33 0.32 0.17 -0.04 0.00 0.08 1.64 

EPI1 0.12 1.41 0.90 0.01 -1.63 0.75 0.52 0.11 0.02 0.09 1.10 

PPI1 0.14 0.90 1.22 0.04 -1.36 0.29 0.32 0.23 0.04 -0.03 1.52 

SES 0.02 0.01 0.04 0.31 2.21 -0.08 -0.02 0.04 -0.02 0.36 1.48 

HOME 1.33 -1.63 -1.36 2.21 137.71 -1.41 -2.62 -2.55 -1.28 6.69 58.27 

EPI2 0.32 0.75 0.29 -0.08 -1.41 2.85 1.75 0.05 0.09 -0.66 3.78 

PPI2 0.17 0.52 0.32 -0.02 -2.62 1.75 1.65 0.87 0.22 -0.08 3.93 

PPE2 -0.04 0.11 0.23 0.04 -2.55 0.05 0.87 1.24 0.25 0.44 2.42 

Obesidade 0.00 0.02 0.04 -0.02 -1.28 0.09 0.22 0.25 0.13 0.08 1.75 

AME 0.08 0.09 -0.03 0.36 6.69 -0.66 -0.08 0.44 0.08 1.98 5.05 

AM 1.64 1.10 1.52 1.48 58.27 3.78 3.93 2.42 1.75 5.05 83.30 
EPI: Escore-z do comprimento/estatura-para-idade; PPI: Escore-z do peso-para-idade; SES: Nível socioeconômico; HOME: Escore do inventário HOME; Social: Escore de suporte 
social; AME: Amamentação exclusiva; AM: Amamentação total. 1 Ao nascer; 2Acompanhamento aos 3 anos. 
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Assumindo o perfil de não-resposta como aleatório, prosseguimos para a imputação 

dos dados. A IMEC gera uma série de estimativas onde cada variável dependente é regredida 

sobre as demais, sendo que as interações acontecem de modo crescente, ou seja, a imputação 

se inicia com a variável com menor número de não-resposta utilizando apenas dados 

completos e repete a interação por todas as variáveis. A Figura A4 compara graficamente as 

distribuições dos dados observados (linha verde), dados imputados (linha laranja) e dados 

completos (linha azul) para cada uma das variáveis com valores de não-respostas imputadas 

no modelo. 
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Figura A4. Densidade de probabilidade dos dados observados (linha verde), dos dados imputados (linha laranja) e dos dados completos (linha 
azul) nas cadeias 1, 15, 30 e 45 geradas por IMEC para as variáveis com valores de não-resposta. 

ame: amamentação exclusiva;  amtot: amamentação total; est_parental: estresse parental; waz06: peso-para-idade aos 36 meses; sup_social: suporte social; ses_index: index 
socioeconômico; HOME_total: escore de HOME; haz06: estatura-para-idade aos 36 meses;  whz06: peso-para-estatura aos 36 meses. 
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Seguindo a fórmula de eficiência relativa (ER) de Rubin118: ER = 1/(1 + 𝐹𝑀𝐼𝑚 ), onde FMI 

é a fração de não-resposta e m o número de imputes. Nossos dados possuem variáveis com mais de 

50% de não-resposta, então nossa ER pode chegar a 91% com apenas 5 imputações, entretanto, 

com tão poucos valores, apesar da eficiência, os erros padrão são instáveis. Para endereçar esse 

problema, utilizamos as recomendações de Bodner153 e Royston et al. 119, que sugerem que o 

número de imputações deve ser similar a porcentagem de valores ausentes no banco de dados, em 

nosso caso entre 40 e 50 imputações. Seguindo esse critério, geramos 45 imputações. 

A Tabela A3 apresenta a comparação entre os modelos de Análise de Casos Completos 

(ACC) e IMEC nos desfechos PRIDI e Obesidade. Todos os modelos obtiveram uma ER maior 

que 99%, mesmo quando utilizamos a variável AM total. Essa foi a variável com maior FMI, 

resultando no aumento relativo da variância (RVI) de mais de 100% nos modelos de obesidade/IG 

epigenética e obesidade/aceleração da IG. Entretanto, podemos observar em todos os modelos de 

IMEC a redução no erro padrão e nos intervalos de confiança, o que demonstra menor variação da 

média amostral em relação à média da população se comparados aos modelos de ACC. 

Na ACC podemos observar que amamentação exclusiva (AME) foi associada 

positivamente com PRIDI aos 3 anos, sendo que a cada mês a mais de AME temos um aumento de 

0,30 DP no escore de PRIDI (95%IC: 0,07-0,53; p=0,011) no modelo com idade gestacional 

epigenética (IGE). No modelo de ACC com aceleração da IG, a cada mês adicionado à AME, 

temos um aumento semelhante no escore de PRIDI de 0,25 DP (95%IC: 0,02-0,48; p=0,031). Na 

ACC de amamentação (AM) total, obtivemos associações marginais entre as exposições IG 

epigenética e aceleração da IG e o desfecho PRIDI Quando os mesmos modelos foram analisados 

com base na IMEC, não foi obtida nenhuma associação significante entre as exposições analisadas 
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e o desfecho PRIDI. Para o desfecho Obesidade, não foi encontrada nenhuma associação entre as 

exposições nos modelos de ACC e de IMEC.
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Tabela A3. Estimativa dos parâmetros por Análise de Casos Completos (ACC) e pelo método de Imputação Múltipla por Equações em 
Cadeia (IMEC). 

Covariáveis 
ACC1  IMEC2 

β Erro padrão 95%IC p-valor  β Erro padrão 95% IC p-valor FMI RVI 

PRIDI – idade gestacional epigenética - amamentação exclusiva 

IGE (semanas) 0,18 0,10 -0,02 - 0,38 0,072  0,11 0,08 -0,05 - 0,26 0,173 0,02 0,02 

AME (meses) 0,30 0,11 0,07 - 0,53 0,011  0,20 0,10 -0,01 - 0,42 0,061 0,39 0,61 

Intercepto -0,08 0,16 -0,40 - 0,40 0,608  0,00 0,12 -0,23 – 0,23 0,974 0,01 0,01 

PRIDI – aceleração da IG – amamentação exclusiva 

AIG (semanas) 0,05 0,08 -0,12 - 0,23 0,535  0,04 0,06 -0,08 - 0,16 0,476 0,08 0,08 

AME (meses) 0,25 0,11 0,02 - 0,48 0,031  0,19 0,10 -0,02 - 0,39 0,078 0,40 0,63 

Intercepto -0,10 0,17 -0,43 - 0,24 0,552  0,00 0,12 -0,23 - 0,24 0,977 0,21 0,26 

PRIDI – idade gestacional epigenética – amamentação total 

IGE (semanas) 0,13 0,10 -0,07 - 0,33 0,199  0,08 0,08 -0,07 - 0,24 0,289 0,01 0,01 

AM (meses) 0,04 0,02 -0,00 - 0,08 0,053  0,03 0,02 -0,00 - 0,07 0,135 0,26 0,34 

Intercepto -0,07 0,17 -0,41 - 0,27 0,678  0,00 0,12 -0,23 - 0,24 0,975 0,00 0,00 

PRIDI – aceleração da IG – amamentação total 

AIG (semanas) 0,03 0,09 -0,15 - 0,20 0,748  0,04 0,06 -0,08 - 0,16 0,508 0,01 0,01 

AM (meses) 0,04 0,02 -0,00 - 0,08 0,068  0,03 0,02 -0,01 - 0,06 0,148 0,25 0,32 

Intercepto -0,09 0,17 -0,44 - 0,26 0,603  0,00 0,11 -0,23 - 0,23 0,976 0,00 0,00 

(Continua) 

 
1 Casos completos: PRIDI/AME: n = 38; PRIDI/AM: n = 37; Obesidade/AME: 36; Obesidade/AM: 35. 
2 IMEC: n = 70. 
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(Conclusão) 
Tabela A3. Estimativa dos parâmetros por Análise de Casos Completos (ACC) e pelo método de Imputação Múltipla por Equações em 
Cadeia (IMEC). 

Covariáveis 
ACC1  IMEC2 

β Erro padrão 95%IC p-valor  β Erro padrão 95% IC p-valor FMI RVI 

Obesidade – idade gestacional epigenética – amamentação exclusiva 

IGE (semanas) 0,27 0,47 -0,65 - 1,18 0,568  -0,09 0,22 -0,53 - 0,35 0,692 0,08 0,09 

AME (meses) -0,26 0,42 -1,09 - 0,57 0,538  -0,17 0,35 -0,85 - 0,51 0,633 0,56 1,22 

Intercepto -2,50 0,67 -3,82 - -1,19 0,000  -1,69 0,35 -2,38 - -0,99 0,000 0,06 0,07 

Obesidade – aceleração da IG – amamentação exclusiva 

AIG (semanas) -0,24 0,36 -0,94 - 0,47 0,511  -0,12 0,18 -0,47 - 0,23 0,508 0,04 0,04 

AME (meses) -0,39 0,40 -1,17 - 0,40 0,332  -0,15 0,33 -0,81 - 0,51 0,648 0,54 1,14 

Intercepto -2,68 0,77 -4,19 - -1,17 0,001  -1,70 0,36 -2,39 - -1,00 0,000 0,06 0,13 

Obesidade – idade gestacional epigenética – amamentação total 

IGE 0,39 0,47 -0,54 - 1,30 0,417  -0,07 0,21 -0,48 - 0,35 0,753 0,03 0,03 

AM (meses) 0,03 0,06 -0,09 - 0,14 0,630  -0,01 0,06 -0,12 - 0,11 0,933 0,33 0,47 

Intercepto -2,44 0,66 -3,73 - -1,15 0,000  -1,64 0,34 -2,31 - -0,97 0,000 0,05 0,06 

Obesidade – aceleração da IG – amamentação total 

AIG -0,16 0,31 -0,76 - 0,44 0,593  -0,12 0,17 -0,45 - 0,21 0,483 0,03 0,03 

AM (meses) 0,03 0,06 -0,09 - 0,15 0,624  -0,00 0,06 -0,12 - 0,12 0,956 0,33 0,50 

Intercepto -2,52 0,69 -3,87 - -1,16 0,000  -1,65 0,34 -2,33 - -0,98 0,000 0,05 0,06 

IMEC: Imputação por equações em cadeia; ACC: Análise de casos completos; IGE: idade gestacional epigenética; AME: amamentação exclusiva; AIE: aceleração 
da IG; AM: amamentação total; β: beta; IC: intervalo de confiança; FMI: fração de dados faltantes; RVI: aumento relativo da variância. 

 
1 Casos completos: PRIDI/AME: n = 38; PRIDI/AM: n = 37; Obesidade/AME: 36; Obesidade/AM: 35. 
2 IMEC: n = 70. 
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ANEXO III 

 

Análise bivariada entre os desfechos escore-z de PRIDI e Obesidade infantil. 

 

Tabela A4. Análise bivariada entre os desfechos escore-z de PRIDI e Obesidade infantil e 
covariáveis após imputação múltipla por equações em cadeia. 

Variáveis n 
PRIDI  Obesidade 

β (erro padrão) p-valor  β (erro padrão) p-valor 
Sexo 70 0,08 (0,24) 0,754  * 
Escore-z peso-para-idade ao nascer 70 -0,07 (0,10) 0,484  -0,02 (0,29) 0,935 
Escore-z peso-para-comprimento ao nascer 70 -0,06 (0,11) 0,579  0,19 (0,32) 0,559 
Idade materna (anos) 70 -0,03 (0,02) 0,090  0,03 (0,05) 0,466 
Escolaridade materna 70 0,25 (0,21) 0,232  -0,02 (0,59) 0,974 
Raça 70 0,13 (0,24) 0,590  -0,70 (0,68) 0,301 
Nível socioeconômico 70 0,32 (0,16) 0,044  -0,01 (0,43) 0,980 
Idade da criança (meses) 70 -0,03 (0,03) 0,331  -0,02 (0,08) 0,811 
Déficit de crescimento  70 -0,22 (0,26) 0,392  -1,71 (1,09) 0,114 
Inventário HOME 70 0,04 (0,02) 0,023  -0,05 (0,05) 0,350 

* Variável baseada no escore-z de peso-para-estatura que já corrige para sexo. 
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11.  ATIVIDADES NO EXTERIOR 

 

 

Conforme mencionado na sessão MÉTODOS, foi acordado que os dados da subamostra 

Coorte ROC seriam utilizados no desenvolvimento da tese e análises dos dados para a obtenção do 

título de Doutora em Ciências pela FMUSP. Paralelamente às atividades relacionadas a presente 

tese, também foram realizadas atividades do exterior com intuito de complementar as atividades 

realizadas no Brasil, assim como a obtenção e aplicação de novas técnicas de análise de dados. As 

atividades no exterior foram financiadas pelo Programa Institucional de Internacionalização (PrInt) 

da Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) no edital nº 01/2019 

– PrInt USP para o programa de Doutorado Sanduíche no Exterior 2019. 

Durante o período de 6 meses – setembro de 2019 a fevereiro de 2020 – a aluna realizou 

atividades de ensino e pesquisa no Swiss Tropical and Public Health Institute (Swiss TPH) 

supervisionadas pelo Günther Fink, PhD. Durante o período a aluna participou de reuniões e 

seminários, disciplinas oferecidas pela University of Basel e também um curso de Sistema de 

Informação Geográfica (GIS, sigla em inglês), além de apresentar ao final o resultado da pesquisa 

realizada durante o período. 

Todas as atividades realizadas contribuíram para a realização do estudo intitulado: 

“Associations between neighborhood violence during pregnancy and birth outcomes: Evidence 

from São Paulo’s Western Region Birth Cohort”, que está, atualmente sob revisão na BMC Public 

Health e poder ser acessado na íntegra pelo link https://doi.org/10.21203/rs.3.rs-40469/v1 ou na 

https://doi.org/10.21203/rs.3.rs-40469/v1
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sessão PUBLICAÇÕES deste documento. A aluna também contribuiu como co-autora no artigo: 

“Breastfeeding, Physical Growth, and Cognitive Development: Evidence From a Middle Income 

Country” (em revisão na revista Pediatrics) que tem como primeira autora a pesquisadora Jordyn 

T. Wallenborn, PhD. 
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 14 

ABSTRACT 15 

Background: Recently, a study showed that gestational age (GA) could be accurately estimated at 16 

birth from the DNA methylation (DNAm) of fetal umbilical cord blood. Studies suggest that the 17 

adversities suffered during sensitive periods can modulate the individual’s epigenome, with short and 18 

long-term health consequences. These associations might be due to the possible relationship between 19 

epigenetic GA, and the adverse exposures suffered in utero. Although the evidence on epigenetic 20 

mechanisms concerning the association between breastfeeding and child development is not 21 

conclusive, studies have shown the positive effects of breastfeeding on a child’s health. 22 

Methods: 96 pregnant women were recruited as a subsample of the Western Region Cohort (ROC). 23 

Umbilical cord blood was collected at the time of delivery according to standardized protocols. 24 

According to the manufacturer’s protocol, the cord blood DNA methylation analyzes were performed 25 

using the Illumina HumanMethylation450 (450k) BeadChips platform. Epigenetic GA was calculated 26 

based on DNA methylation of 143 CpGs sites using the Knight method. Data on child development at 27 

three years of age were collected during home visits by trained interviewers. We used linear regression 28 

models to evaluate the associations. Multiple imputations were applied to deal with the missing data. 29 

Results: At birth, GA acceleration was associated with thoracic circumference (-0.30; 95% CI: -0.57; -30 

0.03) and length-for-age (0.42; 95% CI: 0.03; 0.81). Birth weight had a modest inverse association with 31 

GA acceleration (-0.001; 95% CI: -0,000; -0,000). According to the chronological GA classification, 32 

preterm children had an acceleration of GA 2.6 weeks higher than full-term children (95% CI: 0.60-33 

4.54). No associations were found between epigenetic GA and child development at 3 years of age 34 

when breastfeeding was used as a moderating factor. 35 

Conclusions: This study provides evidence that the acceleration of GA is associated with the 36 

newborn’s premature births and anthropometric characteristics. The association with child development 37 

or obesity at 3 years is not statistically significant. Larger studies are needed to understand the factors 38 

behind the epigenetic clock and its association with outcomes at birth, neurocognitive, and physical 39 

development of children in the Brazilian population. 40 

Keywords: Aging, Gestational age, Cord blood methylation, Epigenetic clock; Child development, 41 

Breastfeeding. 42 
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Introduction 44 

Although Early Childhood Development (ECD) has improved in Low- and Middle-Income 45 

Countries (LMICs) in the past decades, it is estimated that more than 250 million children under five 46 

years old are still at risk of not reaching their full development potential [1]. Promoting adequate 47 

childhood development is extremely important for a healthy life and an equal society [2]. Epigenetics 48 

mechanisms are fundamental in the regulation of cellular and physiological development. Among the 49 

many epigenetic mechanisms, DNA methylation (DNAm) is the most studied and well-characterized. 50 

DNAm is characterized by adding a methyl group primarily to cytosine linked to guanine by 51 

phosphate (CpG) sites. Recently, Horvath [3] developed a model to estimate biological age (epigenetic 52 

age) using the DNAm of 353 CpG of multiple tissues. The difference between chronological and 53 

epigenetic age is defined as epigenetic age acceleration (AA), and it has been shown that this marker is 54 

associated with all-cause mortality [4–6], menopause [7], lower physical and cognitive function [8], 55 

Alzheimer [9], and obesity [10,11]. 56 

The Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD) framework suggests that during 57 

the intrauterine period, the exposition to adversities may lead to short and long-term consequences such 58 

as low birth weight (LBW) [12–16] and non-communicable diseases [15,17,18]. Similarly to the 59 

Horvath model [3], Knight et al. [19] developed a DNAm gestational age (GA) predictor,  using fetal 60 

umbilical cord blood or newborn blood sample. This DNAm based predictor uses 143 CpGs sites 61 

uniformly distributed throughout the genome and is highly correlated to the chronological GA assessed 62 

by ultrasound [19]. 63 

Although in adults, AA has been used to predict adverse health outcomes accurately, the role of 64 

DNAm GA on child development is less clear. Studies have shown the association between  GA 65 

acceleration (GAA) and adverse exposures during pregnancy, such as low socioeconomic status (SES), 66 
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maternal age, pre-eclampsia, gestational diabetes, and adverse birth outcomes such as LBW, lower 67 

Apgar 1-min, prematurity, and sex [19–21]. GAA has also been associated with poor child 68 

development and internalizing problems during adolescence [21,22]. 69 

During the first few years, the brain develops faster than any other given period in life. The 70 

interactions between genes and the environment to which the child is exposed to shape the 71 

development of the brain circuits [23–25]. Breastfeeding is considered an essential factor in promoting 72 

healthy physical and cognitive development [26–29]. Evidence suggests that breastfeeding is positively 73 

associated with neurocognitive development and intelligence [28,30], and it can also influence DNAm 74 

[31]. Furthermore, breastfeeding plays an essential role in maternal responsiveness and bonding to the 75 

child, which might be a mechanism through which breastfeeding benefits child development [23,32]. 76 

In this study, we aim to use the Knight et al. [19] model to predict DNAm GA at birth and 77 

explore it as a proxy of adverse exposures during the antenatal period and its association with GAA. 78 

Further, we aimed to investigate the association between GAA and ECD at 3 years and test whether 79 

these associations were moderated by breastfeeding. 80 

 81 

Methods 82 

Study population 83 

We used data from the Western Region Birth Cohort (Região Oeste Coorte – ROC-Cohort), 84 

which is a longitudinal birth cohort study situated in the Western Region of São Paulo, Brazil [33]. We 85 

recruited 6,207 mothers that gave birth at the University Hospital of the School of Medicine of the 86 

University of São Paulo (HU-USP). The cohort profile published elsewhere [33] contains details of the 87 

study design, inclusion criteria, and collected data. As part of the ROC-Cohort [33], a sub-sample of 96 88 

mother-neonate dyads were randomly selected for additional biological data collection, including cord 89 
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blood, placenta, and blood samples from mothers and babies. We use these 96 dyads’ subsample in the 90 

present study (Supplementary file 1: Flowchart). 91 

Birth data such as type of delivery, gestational length, weight at birth, and others were collected 92 

from the HU Hospital’s patient registry information system. During the postpartum hospitalization 93 

period, trained interviewers collected information on pregnancy, maternal health, income, and goods 94 

possession. 95 

Umbilical cord blood DNA methylation and DNAm GA at birth 96 

Umbilical cord blood was collected according to standard procedures. The DNA was isolated 97 

from umbilical cord blood and bisulfite-converted using the EZ DNA Methylation kit (Zymo Research 98 

Corp). The Human Methylation 450 BeadChip microarrays (HM450K, Illumina) were used to measure 99 

the DNAm levels of 485,577 CpG sites. The DNAm levels were provided in beta-values (β values) that 100 

ranged from 0 (unmethylated) to 1 (fully methylated). All quality control steps and detailed procedures 101 

can be found elsewhere [34]. 102 

The DNAm GA was based on the methylation profile of 148 CpG sites, as described by Knight 103 

et al. [19]. Gestational length in weeks was estimated using the New Ballard Score [35]. The raw 104 

difference between DNAm GA and GA was calculated to obtain the raw GAA. Additionally, GAA was 105 

also obtained as the residual from the regression of DNAm GA on GA. This method was used to 106 

remove the effect of chronological GA entirely. 107 

Child development outcome 108 

The outcomes were assessed during home visits in the 3-years follow-up. Trained interviewers 109 

administered the questionnaires and assessed the children after written parental consent. The 110 

questionnaire consisted of information on sociodemographic data, parental stress, food insecurity, 111 

caregiver social support, child development, and behavior indicators, and home environment quality. 112 
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The Regional Project on Child Development Indicators (PRIDI [Engle scale]), developed for 113 

Latin American countries, was used to access ECD. PRIDI is a 21 items direct observation tool for 114 

children between  24–59 months [36]. The items are distributed in four domains (cognition, language 115 

and communication, motor development, and socioemotional development), and each item is scored 116 

separately. The sum of all items varies from 0 to 61 points—higher scores corresponding to a better 117 

ECD. The total score was normalized for the analysis. 118 

Breastfeeding 119 

During the 3-year home visit, the mother or caregiver reported the duration of exclusive (EBF) 120 

and total breastfeeding (TBF). Data on breastfeeding was obtained in months through two questions 121 

“For how many months did the child exclusively receive breast milk?” and “For how many months in 122 

total did the child receive any breast milk?”. 123 

Confounders 124 

Studies have shown that the SES level is associated with GAA [19] and child development 125 

[37,38]. Using Principal Component Analysis (PCA) [39], we built an SES indicator using total family 126 

income, house residents, household number of rooms, bedrooms, bathrooms, and goods possession. 127 

Afterward, the first component was extracted and categorized into terciles to represent the families’ 128 

SES (low, medium, and high). 129 

The relevant necessary resources for proper child development change according to age. 130 

However, the home environment and parental involvement are important predictors of child 131 

development regardless of the child’s age [40–44]. We used the HOME inventory (Home Observation 132 

for Measurement of the Environment) data collected at the 3 years home visit. The HOME consists of 133 

45 observational and reported items to assess the quality of the home environment, and is based on 134 

caregiver’s emotional and verbal responsiveness, punishment and restriction, physical and temporal 135 
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environment organization, availability of appropriate materials, toys and games, the involvement of the 136 

caregiver with the child, and opportunity for variation in daily stimulation [45]. The final score is 137 

obtained by adding the items, where higher scores indicate a better home and family environment for 138 

the child. 139 

Statistical Analyses 140 

We assessed the associations of maternal characteristics such as age, weight gain, BMI, 141 

educational level, skin color, and SES with their offspring GAA using linear regressions. Birth 142 

outcomes as weight, height, and head, thoracic and abdominal circumferences, Apgar, and Small-for-143 

gestational-age (SGA) were used as dependent variables of GAA. For that, we applied linear regression 144 

models using GAA as exposure while adjusting for SES and child sex.  145 

Further, we tested the child’s development with PRIDI standardized scores as outcomes of 146 

GAA using linear regression models while adjusting for the child’s sex, family SES, maternal age, and 147 

HOME score. We also tested whether the associations varied by type (exclusive and total) and 148 

breastfeeding duration, adding an interaction term (GAA × breastfeeding) in the regression equation. 149 

Due to missingness in the observed dataset, we used multiple imputations by chained equations 150 

(MICE) to complete the missing data (see Supplementary file 2). Statistical analyses were performed 151 

using Stata 14 [46]. 152 

 153 

Results 154 

Among the 96 mothers randomly selected, two had twin pregnancies and were excluded. 155 

Another 5 were excluded due to lack of GA information, rendering 89 mother-neonate dyads in the 156 

studied sample. Of these, 70 (78.7%) agreed to participate in the 3-years follow-up and were included 157 

in this study. The characteristics of the 70 participants included in our analysis are shown in Table 1. 158 
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Supplementary file 3: Table S2 shows the differences between the final sample and those excluded or 159 

did not participate in the 3 years follow-up. 160 

The mean GA at birth was 39.4 (standard deviation [SD] 1.53) weeks, and DNAm GA was 38.7 161 

(SD 1.55) weeks. Pearson correlation coefficient between DNAm GA and GA was weak for the entire 162 

sample (r = 0.17; p = 0.16). When stratified by sex, the correlation was moderate for males (r = 0.51; p 163 

= 0.004), and weak for females (r = -0.16; p = 0.32). The average difference between DNAm GA and 164 

ultrasound assessed GA (raw GAA) was -0.69 (SD 1.98) weeks, and the residual GAA was 0.00 (SD 165 

1.39) weeks for the entire sample, -0,06 (SD 1.64) weeks for females, and 0.07 (SD 1.39) weeks for 166 

males. 167 

 168 

[Table 1 here] 169 

 170 

Maternal characteristics and DNAm GA at birth  171 

Table 2 shows the associations between maternal characteristics and offspring DNAm GA, raw 172 

GAA, and residual GAA at birth. All models were adjusted for child sex. None of the observed 173 

maternal characteristics were associated with DNAm GA, raw GAA, and residual GAA at birth.  174 

 175 

[Table 2 here] 176 

 177 

Newborns’ characteristics and DNAm GA at birth 178 
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At birth, raw GAA was negatively associated with thoracic circumference (β: -0.31; 95% 179 

confidence interval [CI]: -0.58; -0.03) and with an increase of 0.42 SD in the length-for-age z-score 180 

(95% CI: 0.02; 0.83), as shown in Table 3. The birth weight had a slight negative association with raw 181 

GAA, where each week of GAA represented a reduction of 0.001 grams of the newborn’s weight (95% 182 

CI: -0.00; -0.00). According to the chronological GA classification, preterm children had a raw GAA of 183 

the GA 2.57 weeks higher than full-term children (95% CI: 0.59; 4.56). Figure 1 shows the 184 

associations between raw GAA and birth weight, length-for-age z-score and thoracic circumference, 185 

and the box-plot with the distribution of raw GAA according to the classification of the GA. Residual 186 

GAA was not associated with birth characteristics. 187 

 188 

[Table 3 here] 189 

 190 

DNAm GA at birth, breastfeeding, and child’s development at 3-years  191 

At 3-year, children were 43.7 months in average (SD: 4.06), with a weight-for-age z-score of -192 

0.32 (SD: 1.33), height-for-age 1.06 (SD: 1.77) and weight-for-height 0.45 (SD: 1.21). The average 193 

exclusive breastfed duration was (EBF) 4.68 (SD: 1.45) months, and the average total breastfed 194 

duration (TBF) was 10.32 (SD: 7.98) months. The mean PRIDI score was 35.87 (SD: 15.98), and after 195 

standardization, 0.00 (SD ± 1.00). 196 

Tables 4 and 5 show no significant association between PRIDI scores at 3-years and DNAm 197 

GA, raw GAA, nor residual GAA. EBF was associated with an increase of 0.22 SD in the PRIDI score 198 

for each additional month of EBF (95%CI: 0.01; 0.44) in Model 1; however, these associations were 199 

lost when adjusted for other covariates in Model 2. The interactions between these exposures and 200 

breastfeeding (EBF and TBF) were not significant. 201 
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Although we could not find associations between DNAm GA and child’s development at 36 202 

months, the most consistent factor associated with child development improvement was the HOME 203 

stimulation score. In all models, HOME was associated with an increase of 0.04 SD of PRIDI score per 204 

unit of change in the HOME stimulation score. Moreover, being at high SES increased the PRIDI score 205 

around 0.70 SD when observing the TBF interaction models. 206 

 207 

[Table 4 here]  208 

 209 

[Table 5 here]  210 

 211 

 212 

Discussion 213 

Our analyses suggest that prematurity, higher length-for-age z-score, lower birth weight, and 214 

thoracic circumference were associated with higher raw GAA at birth. There was no clear evidence of 215 

GAA associations with maternal age, education, SES or skin color. Moreover, nor DNAm GA or GAA 216 

was associated with child development at 3-years, nor moderated by breastfeeding (EBF and TBF). 217 

We showed that characteristics known to reflect the exposure to adversities in the intrauterine 218 

period were associated with raw GAA at birth. The DOHaD hypothesis suggests that during sensitive 219 

and highly plastic periods, such as the intrauterine period, the adversities suffered can modulate the 220 

individual’s epigenome, generating immediate consequences such as LBW [12–16] and also long-term 221 

health consequences [15,17,18]. However, it is not clear whether the GAA at birth is a positive or 222 

negative factor for newborns’ health and how it impacts the health of the individual over time. 223 
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Birth weight is widely used as a proxy for fetal development in studies investigating the 224 

intrauterine environment and its association with short and long-term outcomes [12,47,48]. In our 225 

study, birth weight and thoracic circumference were negatively associated with raw GAA. These 226 

results corroborate the study by Girchenko et al. [49], who found a negative association between raw 227 

GAA and birth weight, length, and head circumference. In contrast, although our results point to a 228 

negative association, we do not replicate the associations they found between GAA and 40 years or 229 

older mothers, Apgar 1-min, and female sex.  230 

In the opposite direction, Khouja et al. [50] found positive associations between GAA, weight, 231 

length at birth, sex, and pre-gestational BMI, and Bright et al. [51] found positive associations between 232 

weight and length at birth. The discrepancies between these results may be due to the different 233 

methodologies used to calculate DNAm GA and GAA. Girchenko et al. [49], like our study, applied the 234 

method proposed by Knight et al. [19], using data from 15 cohorts of different ancestry, including pre- 235 

and post-term births, to select 148 CpG sites to estimate the DNAm GA. In comparison, Khouja et al. 236 

[50] and Bright et al. [51] used the method proposed by Bohlin et al. [52], developed based on data 237 

from the MoBa cohort, which did not include preterm births and used 96 CpG sites to estimate the 238 

DNAm GA. Another relevant point is that our findings and the one’s from Girchenko et al. [49] were 239 

based on the raw GAA while Khouja et al. [50] and Bright et al. [51], were based on the residual GAA. 240 

Our findings also show that raw GAA was significantly higher in premature children than full-241 

term children, which has been associated with a reduction in respiratory morbidities in childhood [53]. 242 

A study that evaluated the neurobehavioral profile in preterm children (<30 weeks) found that those 243 

with ideal neurobehavioral profiles had a DNAm GA compared to those with atypical profiles [54]. 244 

Those with atypical profiles also had several CpGs sites differentially methylated in multiple genes 245 

linked to neurobehavioral or neurodegenerative structure, function, or conditions [54]. We can not yet 246 

say which is the role of DNAm GA in intrauterine development or during childhood. However, the 247 
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GAA in this group seems to indicate a “catch-up” and be favorable for neonatal outcomes and child 248 

development. 249 

There was no evidence that DNAm GA was associated with child development in the 3-years 250 

follow-up in our sample. Suarez et al. [21], on the other hand, it found that lower DNAm GA was 251 

associated with child development disadvantage in boys, at 3 years of age, with more total and 252 

internalizing problems. These findings are somewhat surprising since the opposite is observed in the 253 

adult population, where adverse outcomes are more associated with a higher epigenetic age than 254 

chronological age. In another study by the same group, Suarez et al. [22] found that in adolescence, the 255 

situation was reversed, the AA was positively associated with internalizing problems, but they did not 256 

find associations with cognitive function and intelligence. Although these results point in opposite 257 

directions, the DNA methylation profile changes over time [55], and the highest rates of change are 258 

found between 2 and 10 years of age [56], so we can not rule out that the AA has a different role during 259 

childhood. 260 

Studies investigating the associations between GAA or AA and physical and neurocognitive 261 

development during childhood have little or hardly evaluated breastfeeding. To our knowledge, only 262 

Simpkin et al. [57] investigated whether breastfeeding (included in the analysis as a binary variable) 263 

was associated with AA in childhood and adolescence, founding no association between breastfeeding 264 

and AA at any of the evaluated ages. Our results also do not support the initial hypothesis that 265 

breastfeeding improves child development and moderates the effect of DNAm GA on outcomes at 3 266 

years of age. However, Wallenborn et al. [58] showed that the whole group of children from the ROC-267 

Cohort who was EBF for 6 months and received breastmilk until the age of 2 had a 0.4 SD increase in 268 

PRIDI score (β: 0.38; confidence limits [CL]: 0.23; 0.53) at 3-years [59,60].  269 

This study has some limitations. The small sample size may be the most important, especially 270 

considering that child development differences due to the studied expositions may not be very large. 271 
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Moreover, there is plenty of evidence supporting the importance of breastfeeding on child development 272 

[27,28,30]. We might hypothesize that breastfeeding is not in the causal pathway of the associations 273 

between DNAm GA and child development. 274 

Studies that assess the epigenetic profile and breastfeeding effects require caution since a 275 

randomized allocation of breastfeeding are not ethically feasible. Therefore, it is necessary to 276 

disentangle the impact of environmental expositions and breastfeeding (which may be subtle) on the 277 

child’s development. Adjusting the analyses for these additional predictors (like HOME score and 278 

SES), especially when the coefficients are very close to 0, could reduce DNAm GA and breastfeeding 279 

effects, which perhaps cease to be statistically significant in the model, becoming not explanatory 280 

variables, but possible markers.  281 

It is also important to highlight that breastfeeding data were obtained through the 3-year follow-282 

up questionnaire and that data, especially EBF, may be subject to memory bias. The TBF tends to be 283 

more accurately remembered than EBF since it depends on introducing foods and liquids [61,62]. 284 

However, the data tends to be reliable, especially in studies with continuous follow-up, as the ROC-285 

Cohort. In the study by Burnham et al. [63], data on EBF was collected prospectively in the first 6 286 

months of the child’s life and then at 2 years after birth. They showed that 30% of mothers reported at 287 

the two-year follow-up similar to what was reported prospectively, the 2 years report tended to 288 

overestimate EBF time. In areas where EBF is widely promoted, this bias might be even more 289 

significant due to the desire for social acceptance [62]. Mothers in our study were followed-up from 290 

birth and interviewed during a similar postpartum period and live in the same city region, so they were 291 

possibly similarly exposed to breastfeeding promoting actions. Hence, despite the memory bias, we 292 

believe that the bias is similar for all mothers, causing no systematic difference in our results. 293 

Another factor that can be considered limiting in this study is the missing rate in our 294 

breastfeeding variables. According to the analyzes described in Additional file 1, our sample’s 295 
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missingness pattern was “missing at random”, which means no systematic difference between the 296 

missing and the observed values [64]. Considering this characteristic, we opted to use MICE to restore 297 

the data’s natural variability and incorporate the missing data’s uncertainty, resulting in more valid 298 

statistical inferences [65,66]. Besides, multiple imputations are robust to the violation of the 299 

assumption of data normality and produce satisfactory results even in small samples and with a high 300 

proportion of missing values [65,66]. 301 

 302 

Conclusions 303 

Our findings show that several birth characteristics widely known to reflect the intrauterine 304 

environment, such as preterm birth and lower birth weight, were associated with higher raw GAA at 305 

birth, but not with child development at 3 years. It also seems that breastfeeding does not moderate 306 

these results. More studies with larger samples are needed to understand DNAm GA’s role at birth and 307 

its impacts on child development and if breastfeeding plays a role in the epigenetic modifications 308 

during childhood. 309 
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List of abbreviations  311 

95%CI: 95% confidence interval 312 

AA: Age acceleration 313 

CL: confidence limits 314 

CpG: Cytosine linked to Guanine by phosphate 315 

DNAm: DNA methylation 316 
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DOHaD: Developmental Origins of Health and Disease 317 

EBF: Exclusive breastfeeding 318 

ECD: Early Childhood Development 319 

GA: Gestational age 320 

GAA: Gestational age acceleration 321 

HOME: Home Observation for Measurement of the Environment 322 

HU-USP: University Hospital of the School of Medicine of the University of São Paulo 323 

LBW: Low birth weight 324 

LMICs: Low-middle-income countries 325 

MICE: Multiple imputations by chained equations 326 

PCA: Principal component analysis 327 

PRIDI: Regional Project on Child Development Indicators 328 

ROC-Cohort: Western Region Birth Cohort (Região Oeste Coorte) 329 

SD: Standard deviation 330 

SES: Socioeconomic status 331 

SGA: Small-for-gestational-age 332 

TBF: Total breastfeeding 333 
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Tables 573 

 574 

Table 1. Sample characteristics (N = 70). 575 

 Mean (SD) or n (%) Minimum Maxim 

Maternal characteristics    

Age at delivery (years) 26.4 (6.6) 16 46 

Pre-gestational body mass index (kg/m2) 25.1 (5.4) 17.8 41.5 

Weight gain during pregnancy (kg) 12.2 (5.7) -9 23 

Education 
 

  

Elementary or less 24 (34.3) - - 

High school 39 (55.7) - - 

Higher education 4 (5.7) - - 

Socioeconomic status 
 

  

Low 12 (17.1) - - 

Medium 36 (51.4) - - 

High 9 (12.9) - - 

Skin color 
 

  

White 52.4 - - 

Black/mixed 48.6 - - 

Child characteristics    

Sex (Female) 39 (55.7) - - 

Birth weight (kg) 3.31 (0.49) 2. 47 4.71 

Weight-for-age z-score 0.20 (1.09) -2.0 2.0 

Length at birth (cm) 48.6 (2.17) 44 53 

Length-for-age z-sore -0.28 (1.21) -2,9 2,4 

Cephalic circumference (cm) 34.4 (1.17) 32 38 

Abdominal circumference (cm) 32.3 (2.14) 28 38 

Thoracic circumference (cm) 33.2 (1.74) 30 38 

Apgar 1-min 8.6 (1.69) 1 10 

Apgar 5-min  9.9 (0.34) 8 10 

Small-for-gestational-age 6 (8.6) - - 

Gestational age (weeks) 39.39 (1.53) 34 42.4 

DNAm gestational age (weeks) 38.70 (1.55) 34.2 42.3 

Raw gestational age acceleration (weeks) -0.69 (1.98) 4.88 4.40 

Residual gestational age acceleration (weeks) 0.00 (1.52) -4.16 3.82 

Gestational age classification    

Preterm (< 37 weeks) 4 (5.7) - - 

Term (≥37 and <41 weeks) 65 (92.9) - - 

Post-term (≥ 42 weeks) 1 (1.4) - - 
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Age at 3-years follow-up (months) 43.70 (4.06) 36 52 

Exclusive breastfeeding (months) 4.68 (1.45) 1 7 

Total breastfeeding (months) 10.32 (7.98) 1 47 

PRIDI total score 35.87 (15.98) 0 58 

PRIDI standardized 0.00 (1.00) -2.3 1.4 

Weight-for-age z-score -0.32 (1.33) -3.9 2.7 

Height-for-age z-score -1.06 (1.77) -5.3 4.3 

Weight-for-height z-score  0.45 (1.21) -2.3 2.9 

HOME score 38.6 (9.34) 15 50 

SD: Standard deviation; Kg: kilogram; m²: square meters; cm: centimeters. 
576 
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Table 2. Association between maternal characteristics and the offspring DNAm gestational age (GA) at birth, 596 

and the raw and residual DNAm GA acceleration (GAA). 597 

 
DNAm GA 

β (95%CI) p-value 

Raw GAA 

β (95%CI) p-value 
Residual GAA 

β (95%CI) p-value 

Age (year) -0.01 (0.07; 0.05) 0.796 -0.05 (-0.13; 0.02) 0.163 -0.02 (-0.07; 0.04) 0.597 

Pre-pregnancy BMI (kg/m2) -0.04 (-0.12; 0.04) 0.283 -0.01 (-0.12; 0.10) 0.867 -0.04 (-0.12; 0.04) 0.362 

Weight gain during pregnancy (kg) -0.01 (-0.08; 0.06) 0.766 -0.04 (-0.14; 0.06) 0.472 -0.02 (-0.09; 0.06) 0.680 

Education level -0.11 (-0.76; 0.54) 0.732 0.19 (-0.63; 1.02) 0.639 -0.06 (-0.70; 0.59) 0.854 

Socioeconomic status -0.27 (-0.78; 0.23) 0.283 -0.35 (-1.00; 0.30) 0.286 -0.29 (-0.79; 0.22) 0.257 

Skin color 0.40 (-0.34; 1.15) 0.282 -0.40 (-1.36; 0.56) 0.405 0.27 (-0.47; 1.00) 0.475 

DNAm: DNA methylation; GAA: gestational age acceleration; BMI: Body Mass Index; kg: kilogram; m²: square meters. All models 598 

were adjusted for child’s sex (pooled analysis). 599 
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Table 3. Association between newborn characteristics and DNAm gestational age (GA), raw GA 629 

acceleration (GAA), and residual GAA at birth. 630 

 

DNAm GA  Raw GAA  Residual GAA 

β (95%CI) p-value  β (95%CI) p-value  β (95%CI) p-value 

Sex (female) -0.14 (-0.89; 0.60) 0.704  -0.07 (-1.03; 0.89) 0.885  -0.13 (-0.87; 0.61) 0.726 

Birth weight (kg) 0.00 (-0.00; 0.00) 0.872  -0.00 (-0.00; -0.00) 0.047  -0.00 (-0.00; 0.00) 0.761 

Weight-for-age z-score -0.13 (-0.48; 0.22) 0.470  0.09 (-0.36; 0.54) 0.680  -0.09 (-0.44; 0.26) 0.609 

Birth length (cm) 0.14 (-0.04; 0.33) 0.133  -0.07 (-0.31; 0.17) 0.577  0.11 (-0.08; 0.28) 0.259 

Length-for-age z-score 0.14 (-0.18; 0.46) 0.384  0.42 (0.02; 0.83) 0.040  0.19 (-0.13; 0.50) 0.235 

Cephalic circumference (cm) -0.05 (0.39; 0.29) 0.766  -0.25 (-0.68; 0.19) 0.258  -0.08 (-0.42; 0.25) 0.616 

Abdominal circumference (cm) 0.03 (-0.21; 0,15) 0,755  -0.15 (-0.37; 0.08) 0.199  -0.05 (-0.23; 0.13) 0.583 

Thoracic circumference (cm) -0.01 (-0.24; 0.21) 0.900  -0.31 (-0.58; -0.03) 0.030  -0.06 (-0.28; 0.15) 0.558 

Apgar 1-min 0.02 (-0.20; 0.24) 0.878  -0.13 (-0.41; 0.15) 0.365  -0.01 (-0.23; 0.21) 0.941 

Apgar 5-min -0.30 (-1.38; 0.79) 0.587  -0.47 (-1.86; 0.92) 0.503  -0.33 (-1.39; 0.74) 0.544 

Small-for-gestational-age 0.17 (-1.18; 1.51) 0.806  -0.13 (-1.86; 1.59) 0,876  0.11 (-1.22; 1.44) 0.865 

GA classification      

Preterm (< 37 weeks) -1.59 (-3.13; -0.04) 0.045  2.57 (0.59; 4.56) 0.012  -0.87 (-2.44; 0.70) 0.273 

Term (≥37 and <41 weeks) Ref.  Ref.  Ref. 

Post-term (≥ 42 weeks) 2.42 (-0.63; 5.48) 0.117  -0.40 (-4.31; 3.52) 0.841  1.94 (-1.15; 5.04) 0.215 

DNAm: DNA methylation; GAA: gestational age acceleration; kg: kilogram; cm: centimeters; β: beta coefficient; CI: Confidence 631 

Interval. All models were adjusted for child’s sex (pooled analysis) unless when the outcome is sex. 632 
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Table 4. Associations between DNAm gestational age (GA), raw and residual GA acceleration (GAA) 644 

at birth, and child’s PRIDI standardized score at 3-years follow-up, and the interaction between 645 

exposures and exclusive breastfeeding (EBF).   646 

PRIDI standardized score:  

Dependent variable 

Model 1 a  Model 2 b 

β (95%IC) p-value  β (95%IC) p-value 

DNAm GA (weeks) 0.09 (-0.08; 0.25) 0.297  0.11 (-0.04; 0.27) 0.155 

EBF (months) 0.22 (0.01; 0.44) 0.043  0.09 (-0.15; 0.34) 0.444 

SES    Ref.: Low  

Medium    -0.01 (-0.67; 0.64) 0.962 

High    0.57 (-0.13; 1.27) 0.107 

HOME    0.04 (0.00; 0.07) 0.049 

DNAm GA × EBF    0.04 (-0.10; 0.18) 0.596 

Raw GAA (weeks) 0.02 (-0.11; 0.15) 0.752  0.05 (-0.09; 0.18) 0.512 

EBF (months) 0.21 (-0.00; 0.43) 0.052  0.09 (-0.16; 0.34) 0.481 

SES    Ref.: Low  

Medium    -0.01 (-0.68; 0.65) 0.965 

High    0.53 (-0.18; 1.25) 0.139 

HOME    0.04 (0.00; 0.08) 0.046 

DNAm GA × EBF    0.02 (-0.10; 0.14) 0.759 

Residual GAA (weeks) 0.08 (-0.09; 0.24) 0.342  0.11 (-0.06; 0.28) 0.405 

EBF (months) 0.22 (0.01; 0.44) 0.045  0.09 (-0.16; 0.34) 0.452 

SES    Ref.: Low  

Medium    -0.01 (-0.67; 0.65) 0.973 

High    0.57 (-0.13; 1.28) 0.107 

HOME    0.04 (0.00; 0.07) 0.046 

DNAm GA × EBF    0.03 (-0.12; 0.18) 0.669 

Results are from multiply imputed data; a Model 1 adjusted for child’s sex (pooled analysis) and age of assessment; b Model 2 covariates 647 

of Model 1 + maternal age; DNAm: DNA methylation; GA: Gestational age; GAA: gestational age acceleration; EBF: Exclusive 648 

breastfeeding; SES: Socioeconomic status; β: beta coefficient; CI: Confidence Interval. β refers to the regression coefficient from linear 649 

regression analysis, indicating SD change in PRIDI scores per unit of change in the covariable. 650 
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Table 5. Associations between DNAm gestational age (GA), raw and residual GA acceleration (GAA) 671 

at birth, and child’s PRIDI standardized score at 3-years follow-up, and the interaction between 672 

exposures and total breastfeeding (TBF).   673 

PRIDI standardized score:  

Dependent variable 

Model 1 a  Model 2 b 

β (95%IC) p-value  β (95%IC) p-value 

DNAm GA (weeks) 0.06 (-0.10; 0.21) 0.485  0.12 (-0.04; 0.28) 0.139 

TBF (months) 0.03 (-0.01; 0.07) 0.112  0.02 (-0.02; 0.07) 0.248 

SES    Ref.: Low  

Medium    0.11 (-0.52; 0.74) 0.722 

High    0.72 (0.07; 1.38) 0.031 

HOME    0.04 (0.00; 0.07) 0.034 

DNAm GA × EBF 
  

 0.01 (-0.02; 0.04) 0.474 

Raw GAA (weeks) 0.02 (-0.11; 0.14) 0.802  -0.05 (-0.08; 0.19) 0.411 

TBF (months) 0.03 (-0.01; 0.07) 0.115  0.02 (-0.02; 0.07) 0.270 

SES    Ref.: Low 
 

Medium    0.11 (-0.52; 0.75) 0.720 

High    0.69 (0.02; 1.36) 0.044 

HOME    0.04 (0.00; 0.07) 0.032 

DNAm GA × TBF 
  

 0.00 (-0.02; -0.03) 0.679 

Residual GAA (weeks) 0.05 (-0.11; 0.22) 0.518  0.12 (-0.05; 0.28) 0.156 

EBF (months) 0.03 (-0.01; 0.07) 0.114  0.23 (-0.02; 0.06) 0.262 

SES    Ref.: Low  

Medium    0.11 (-0.52; 0.74) 0.719 

High    0.73 (0.06; 1.39) 0.032 

HOME    0.04 (0.00; 0.07) 0.032 

DNAm GA × EBF    0.01 (-0.02; 0.04) 0.500 

Results are from multiply imputed data; a Model 1 adjusted for child’s sex (pooled analysis) and age of assessment; b Model 2 covariates 674 

of Model 1 + maternal age; DNAm: DNA methylation; GA: Gestational age; GAA: gestational age acceleration; EBF: Exclusive 675 

breastfeeding; SES: Socioeconomic status; β: beta coefficient; CI: Confidence Interval. β refers to the regression coefficient from linear 676 

regression analysis, indicating SD change in PRIDI scores per unit of change in the covariable. 677 
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Figures Legend 689 

 690 

Figure 1. Association between raw gestational age (GA) acceleration (GAA) and birth weight (panel 691 

a), length-for-age z-score (panel b), thoracic circumference (panel c) and a Box-plot with the 692 

distribution of raw GAA according to the chronological GA classification (panel d). 693 

 694 

Supplementary Material 695 

 696 

Supplementary file 1: Flowchart 697 

 698 

Supplementary file 2: Multiple imputations 699 

Table S1. Missingness among variables used in the multiple imputation models. 700 

 701 

Additional file 3:  702 

Table S2. Differences between the final sample and those excluded or did not participate in the 3-years 703 

follow-up. 704 
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ABSTRACT 16 

Background: Low birth weight and prematurity remain leading causes of infant mortality and 17 

morbidity globally. Although an extensive literature has highlighted the importance of 18 

socioenvironmental characteristics for birth outcomes, the role of indirect violence on health 19 

remains fairly understudied. 20 

Methods: Using geocoded birth records from the ongoing Western Region Birth Cohort (Região 21 

Oeste Coorte – ROC-Cohort) of infants born between 2012-2014 and geocoded crime reports, we 22 

assessed the associations between exposure to violent crimes during pregnancy within a 1-km 23 

radius of mother’s residence and low birth weight, preterm delivery, and being born small-for-24 

gestational-age. Violent crime exposure was categorized into quintiles. Multivariate logistic 25 

regressions were used to examine the associations between violence exposure and birth outcomes. 26 

Models were adjusted for sex, maternal age and education, socioeconomic status, and risk factors 27 

such as hypertension, diabetes, smoking, and drinking during pregnancy. 28 

Results: Among the 5,268 infants included, the average crime exposure during the first two 29 

trimesters of pregnancy ranged from 0.44 violent crimes in the least exposed quintile to 12.74 30 

crimes in the most exposed. Compared to children with the lowest violence exposure, children in 31 

the highest exposure quintile were at higher odds of being born small-for-gestational-age 32 

(1.41[1.06-1.89]), preterm (1.35[1.01-1.80]), and low birth weight (1.42[1.03-1.98]). While 33 

socioeconomic status and maternal education were positively associated with lower violence 34 

exposure, no associations were found between these characteristics and the birth outcomes. 35 

Conclusions: Higher exposure to external violent crimes in the close vicinity are associated with 36 

substantial increases in the odds of adverse birth outcomes. Policies to improve neighborhood safety 37 

can contribute not only to the short-term well-being of populations but may also have large social, 38 

economic, and health benefits in the long run. 39 

Keywords: Violence; pregnancy; child health; birth weight; social determinants of health. 40 
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Background 41 

Low birth weight accounts for more than 80% of all neonatal mortality globally [1]. In 2015, 42 

more than 1 million children under 5 died because of preterm birth complications globally [2]. 43 

Neonates born with low birth weight – about two-thirds of which are preterm [1] - face higher 44 

morbidity risks, increased risk of stunting, increased risk of long-term development impairment, as 45 

well as increased vulnerability to chronic disease [1–7]. 46 

Violence is a growing public health concern with immediate and long-term influences on 47 

population health [8–10]. Contrary to some positive trends observed in high-income countries 48 

(HIC) in recent years [10], homicide rates have been increased in Latin America over the past years 49 

[11]. An estimated homicide rate of 28.5 implies that crime rates in Latin America are 8 times 50 

higher than those seen in HICs on average, and 14 times those seen in low-middle-income countries 51 

(LMICs) in the Western Pacific Region [11]. 52 

Exposure to violence has been consistently associated with mental health problems and 53 

high-risk behaviors such as alcohol, smoking, and drug abuse, which threaten the wellbeing of both 54 

adult and child populations [9,12,13]. Fear of crime can also trigger anxiety and feelings of 55 

isolation, victimization, powerlessness, and normlessness [14], particularly among women [15]. 56 

Chronic exposure to such environmental stress can trigger neural or neuroendocrine responses, 57 

change the functioning of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis and lead to increased allostatic 58 

load [16]. 59 

A growing body of literature has also tried to link the area-level effects of external violence 60 

to adverse birth outcomes [17–26]. The large majority of studies are based on neighborhood 61 

comparisons in the United States, and likely allow only limited insight into the impact of violence 62 

in low-income settings due to the large structural differences in neighborhoods as well as public 63 

support systems. The few studies that have been conducted in low-income and high crime exposure 64 

areas have mostly focused on sociopolitical violence, and generally found sizeable increases in 65 
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4 

 

adverse birth outcomes in response to major violence outbreaks [17,20,27,28]. This is consistent 66 

with other studies focusing on more extreme forms of violence, such as terrorist attacks and 67 

civil/war conflicts, finding large increases in the risk of pregnancy complications outcomes after 68 

such major events [17,29]. 69 

We aim to explore the relationship between exposure to violent crime in close vicinity and 70 

three of the most common adverse birth outcomes: preterm birth, small-for-gestational-age, and low 71 

birth weight in one of the largest metropolitan areas of the world [30]. Using a novel data set, we 72 

aim to fulfill the gap in the literature that investigates the underlying consequences of violent crimes 73 

in the health of pregnant women and their offspring in a low-income population. Our initial 74 

hypothesis is that violent crime close to home is associated with these adverse birth outcomes, 75 

independent of maternal and socioenvironmental characteristics. 76 

 77 

Methods 78 

Study design 79 

This study was designed as a retrospective cross-sectional study linking data collected as 80 

part of a prospective cohort study to geocoded administrative data on violent crime. 81 

Study Setting 82 

This study was conducted in São Paulo, Brazil. Like other LMICs, Brazil has experienced a 83 

rapid and mostly unmanaged urbanization process in the past decades, accompanied by large 84 

increases in social and economic inequality [31,32]. The rates of homicides in Brazil have been 85 

rising steadily over the past years, reaching a record level of 31.6 homicides per 100,000 inhabitants 86 

in 2017 [33]. With 10.3 homicides per 100,000 inhabitants, São Paulo municipality had one of the 87 

lowest homicide rates in Brazil in 2017 overall, but very high rates in areas of low socioeconomic 88 
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development [33]. In the Western Region of São Paulo, where this study was conducted, homicide 89 

rates ranged in its neighborhoods between 5 and 20 homicides per 100,000 inhabitants [34]. 90 

 91 

Study Population 92 

The Western Region Birth Cohort (Região Oeste Coorte – ROC-Cohort) enrolled all locally 93 

resident infants born at the University Hospital of the School of Medicine of the University of São 94 

Paulo between April 1, 2012, and March 31, 2014. A total of 6,207 mother-child pairs were 95 

enrolled in the cohort. The cohort is still active, with children currently under the 72 months follow-96 

up. 97 

Data 98 

Hospital electronic birth records were available for all children in the cohort. The electronic 99 

medical registry includes birth characteristics such as type of delivery, gestational length, weight at 100 

birth, and others. During the postpartum hospital stay, trained interviewers administrated structured 101 

questionnaires to collect information on socio-demographic characteristics and health during 102 

pregnancy to a subset of mothers. The questionnaire can be found in the Supplementary file 1. 103 

Outcomes 104 

The analysis focused on three adverse birth outcomes: low birth weight (LBW), preterm 105 

delivery (PT), and small-for-gestational-age (SGA). Birth weight and length were measured by the 106 

Hospital’s neonatology team immediately after birth using standard hospital equipment. Gestational 107 

length in weeks was estimated using the New Ballard Score [35]. LBW was defined as birth weight 108 

< 2,500 grams, and SGA was defined as weight-for-gestational age < 10th percentile based on the 109 

Intergrowth-21th growth reference tables [36]. 110 

Exposure – violence in the neighborhood 111 
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6 

 

Data on violence is routinely collected and made publicly available by the Secretariat of 112 

Public Safety of the State of São Paulo (www.ssp.sp.gov.br). The system collects detailed 113 

information about willful murder, femicide, robbery followed by death, bodily injury followed by 114 

death, death resulting from police intervention, suspicious death, fatal vehicle accidents, and mobile 115 

theft. Each reported incident record contains the date, time, and address of the crime. Following 116 

most of the external violence literature, we focused on violent crime in our analysis, which includes 117 

willful murder, robbery followed by death, bodily injury followed by death and death resulting from 118 

police intervention, but excludes other crimes such as robberies without injuries. 119 

We extracted data on violent crimes between 2011 and 2014 to cover the pregnancy period 120 

of all ROC-Cohort children. The address of each reported crime was geocoded with latitude and 121 

longitude coordinates using the ggmap package [37], and a point-layer for each time point (month-122 

year) was generated using R map tools [38]. The maternal residential address was collected at birth 123 

and geocoded as an additional point-layer. Each residential address was treated as a centroid point. 124 

We then computed the number of crimes within a 1-kilometer spatial buffer by day, month and 125 

year. Exposure to violence during pregnancy was estimated as the sum of violent crimes in the first 126 

two trimesters of pregnancy. Violence in the third trimester was not considered because total 127 

exposure to violence after week 24 of gestation directly depends on gestational length (the outcome 128 

variable). Violence exposure during the first two trimesters was then divided into five equally sized 129 

quintiles for analysis. 130 

Statistical analyses 131 

We first compute the average number of crimes for each of the exposure quintiles. Next, we 132 

tested crude associations of exposure to violence quintiles with each outcome (LBW, SGA, and PT 133 

birth). In the fully adjusted multivariable models, we included all covariates highlighted in the 134 

extant literature as risk factors for adverse birth outcomes, including maternal age (<20, >=35), 135 

educational level, alcohol consumption, diabetes and hypertension during pregnancy, and 136 
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7 

 

socioeconomic (SES) index. The construction of a socioeconomic (SES) index was based on the 137 

approach proposed by Vyas and Kumaranayake [39], which relies on the use of principal 138 

component analysis (PCA) to the selected variables. The SES index variable describes the SES 139 

status based on questions about ownership of durables, income, and house characteristics. The 140 

resulting SES index was then divided into quintiles - low, medium-low, medium, medium-high, and 141 

high SES status. Age was measured as a continuous variable but categorized in the adjusted model 142 

to take into account the risks of pregnancy in different ages range (adolescence, adulthood, and after 143 

35 years old). 144 

Given that the postpartum questionnaire was only available for a subsample of children, we 145 

initially screened the dataset for missing data and patterns of non-responsiveness in the postpartum 146 

questionnaire using t-test and chi-square to test if the assumptions of missing at random (MAR) 147 

were met. We implemented multiple imputations by chained equations (MICE) with a fully 148 

conditional specification of prediction equations using variables that potentially predicted non-149 

response or the outcome. The MICE method accounts for statistical uncertainty in the imputations, 150 

resulting in more plausible imputes, and hence more reliable inferences in complex settings. Further 151 

details on these imputations are provided in the Table S1 (Supplementary file 2). All analyses were 152 

performed using Stata version 14 [40] and R version 3.6.1 [38].  153 

 154 

Results 155 

Among the 6,207 children in the ROC-Cohort, 44 were stillbirths and excluded from the 156 

analysis. Stillbirth was not associated with violence exposure during pregnancy in our sample (0.99; 157 

95%CI: 0.92-1.06). Additionally, 895 mother-child dyads were excluded due to an invalid address. 158 

Overall, 5,268 children and their mothers met the inclusion criteria for this study. Mothers who did 159 

not respond to the postpartum questionnaire did not differ from those who completed the survey 160 

regarding the type of birth, gestational length category, birth weight and length, and child sex. 161 
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8 

 

398 (7.8%) births were classified as SGA, 369 (7.0%) as PT, and 355 (6.7%) as LBW. 162 

Table 1 shows the frequency of each type of crime during pregnancy by exposure quintile. During 163 

the first two trimesters, the mean number of crimes exposition within a 1-kilometer from home was 164 

4.2 (SD ± 4.8). The large majority of violent crimes were classified as murders; death resulting 165 

from policy intervention was the second most common type of violent crime. Women with the 166 

lowest exposure in the sample (quintile 1) were exposed to 0.45 (SD ± 0.5) violent crimes on 167 

average. Only 19% of women did not experience any exposition to violent crimes in their vicinity 168 

during the first two trimesters. In the fifth quintile, women were exposed on average to 12.7 (SD ± 169 

4.5) violent crimes, with some women experiencing more than 30 violent crimes during the first 170 

two trimesters. 171 

 172 

Table 1 (here) 173 

 174 

Figure 1 shows the geographic distribution of the outcomes and violent crimes in the 175 

studied area. Areas colored in red represent the highest crime exposure; blue areas are safest. Panel 176 

A of Figure one shows the overall spatial distribution of children in the study area. Panels B, C, and 177 

D illustrate the spatial distribution of the three adverse birth outcomes 178 

Areas on the first, third, and fifth quintile of violent crimes had 6.7%, 7.9%, and 9.5% of 179 

SGA children, 6.5%, 6.4%, and 6.3% of PT, and 5.4%, 7% and 7.5% of born LBW children, 180 

respectively. Table 2 shows the distribution of SGA, PT, and LBW birth outcomes by exposure 181 

quintile. In bivariate analysis, LBW was strongly associated with crime exposure (1.09; 95%CI: 182 

1.02-1.17, p=0.014), while PT and SGA displayed positive but not statistically significant 183 

associations with violent crimes. Upper middle (0.91; 95%CI: 0.85-0.98, p=0.013) and high (0.83; 184 

95%CI: 0.77-0.89, p<0.001) SES status was negatively associated with violent crimes. Physical 185 

abuse was also negatively associated with violence (0.79; 95%CI: 0.66-0.95, p=0.013). 186 
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 187 

Table 2 (here) 188 

 189 

Figure 2 shows the bivariate relationship between exposure to violent crime and the 190 

proportion of infants born SGA (panel a), preterm (panel b) and LBW (panel c). Table 3 shows the 191 

unadjusted and adjusted associations between violent crime exposure during pregnancy and adverse 192 

birth outcomes. Relative to children from the lowest violence quintile, living in the highest violence 193 

quintile was associated with a 46% increase in the odds of SGA in the unadjusted model (1.46; 194 

95%CI: 1.10-1.93). After adjustment for covariates, risk factors and SES status, the estimated odds 195 

ratio (OR) slightly decreased (1.41; 95%CI: 1.06-1.89). In the adjusted model, PT birth odds 196 

increased nonlinearly (Figure 2) with violence exposure, varying the estimated ORs from 1.16 197 

(95%CI: 0.84-1.59) on quintile 2, 1.35 (95%CI: 1.01-1.80) on quintile 4, and 1.01 (95%CI: 0.72-198 

1.40) on quintile 5. The estimated risk of LBW increased almost linearly with exposure quintiles, 199 

with an estimated OR of 1.43 (95%CI: 1.03-1.98) for the top quintile. In terms of the included 200 

covariates, smoking during pregnancy was the most consistent risk factor for all birth outcomes 201 

analyzed in this study, with estimated ORs of 1.83 for SGA (95%CI: 1.32-2.55), 2.04 for PT birth 202 

(95%CI: 1.47-2.82), and 2.89 for LBW (95%CI: 2.07-4.03). Physical abuse during pregnancy more 203 

than doubled the odds for LBW (2.12; 95%CI: 1.03-4.36, p = 0.042). SES and maternal education 204 

were not associated with the outcomes in our analysis. 205 

 206 

Table 3 (here) 207 

 208 

Discussion 209 

In this study, we use a novel data set from Brazil to explore the empirical associations 210 

between neighborhood-level exposure to violent crime and birth outcomes. Our study yields three 211 
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main findings: first, exposure to violent crimes is very high among pregnant women in the urban 212 

areas studied. Based on the São Paulo estimated population by the Brazilian Institute of Geography 213 

and Statistics, and violent crimes reports extracted by us from the Secretariat of Public Safety of the 214 

State of São Paulo, from 2011 to 2014, there were on average 2.87 violent crimes per 10,000 215 

inhabitants in the city of São Paulo and an average of 3.62 violent crimes per 10,000 inhabitants in 216 

the study area. While these numbers may be somewhat abstract, they imply that each person living 217 

in a densely populated area like the one studied - with an estimated density of 7,770 inhabitants per 218 

km2 - experiences, on average, 0.94 violent crimes per month within 1-km walking distance from 219 

home. For the average pregnant mother, this implies 5.6 crimes in close vicinity within the first six 220 

months of pregnancy. Even mothers will, with all likelihood, personally witness only a small 221 

fraction of these events, the threat of external violence is without any doubt real and constantly 222 

present. 223 

Second, our results suggest that external violence should not be interpreted as homogeneous 224 

characteristics of entire cities or larger census tracts, but something that is highly heterogeneous 225 

within relatively small spatial areas. As shown in Figure 1, the distance between some of the safest 226 

and some of the most violent exposed neighborhoods is less than 2km, highlighting the remarkable 227 

small scale at which urban disparities can be detected. 228 

Third, and maybe most importantly, we found that exposure to crime is associated with 229 

substantial increases in SGA, PT, and LBW even after controlling for SES status and maternal 230 

education, which is somehow surprising. Our findings that violence increases adverse birth 231 

outcomes are consistent with a previous municipality-level comparison from Brazil [20] and 232 

highlight the critical long-run consequences of violence beyond the immediate impact on the 233 

directly affected population. However, in their study, the authors found a pronounced difference 234 

among children of poorly educated mothers, suggesting that violence is only a component of the 235 

disadvantages that these children are exposed to as a result of low SES [20]. Similarly, another 236 
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study found that neighborhood-level socio-economic-related risks have direct effects on LBW and 237 

PT, these effects are mediated by personal-level risks such as SES status [42]. 238 

The general literature on violence exposure and birth outcomes has been more mixed with 239 

some studies such as Messer et al. [19] finding no associations with adverse birth outcomes and 240 

others such as Goin et al. [22] finding only an association between first-trimester exposure and 241 

SGA. While several theoretical mechanisms highlighted in the literature and introduction of this 242 

paper seem consistent with the results presented here, we do not have data to directly investigate 243 

mechanisms such as blood pressure increases [43] and anxiety [44] highlighted in the literature. 244 

HPA axis activation would be consistent with the PT delivery increase documented in several 245 

epidemiological studies [45–49]. It is also possible that heightened maternal cortisol levels may lead 246 

to an increased placental corticotrophin-release [45,49,50]. Although placental enzymes protect the 247 

fetus from increased maternal cortisol levels in principle, animal studies suggest that prenatal stress 248 

can affect the placental activity and in utero enzyme expression [51,52]. 249 

It is expected that by 2050 more than a billion children will be living in urban areas [53]. 250 

Rapid rates of urbanization combined with increasing economic inequalities are likely to trigger 251 

increased rates of violent crime in many settings, especially in areas where access to basic education 252 

and health care services remains limited [53,54]. Intersectoral strategies to decrease violence are 253 

urgently needed, and health programs must be improved to support victims of all kinds of violence. 254 

Limitations 255 

The analysis presented in this paper has some limitations. Although violence exposure 256 

during the third trimester of pregnancy is likely to trigger adverse birth outcomes, our study only 257 

considered violence exposure during the first two trimesters of pregnancy. The primary reason for 258 

this was the presence of early preterm children (24-28 gestational weeks) in our sample, which did 259 

not allow us to compute third-trimester exposure variables. Excluding these cases, or computing 260 

only partial exposures would likely have resulted in substantial estimation bias. It is also not clear 261 

how complete the violence data is. The National System of Statistics on Public Security and 262 
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Criminal Justice [54] classifies each State as having low, medium, or high-quality data, according to 263 

the extent of its data coverage and the proportion of deaths with undetermined causes, and São 264 

Paulo is in the high-quality group data. It is possible that our data still underestimates the number of 265 

crimes in the area because of non-reported or non-registered crimes; we believe that this type of 266 

measurement error should, however, be small in the setting studied. 267 

 268 

Conclusions 269 

The results presented in this paper suggest that exposure to external violent crime is 270 

associated with substantial increases in small-for-gestational-age, preterm and low birth weight 271 

births. Actions to prevent violence or to reduce its impacts need to be implemented to improve 272 

neighborhood safety and to reduce inequalities among disadvantaged populations may have large 273 

long-term benefits on population health and wellbeing. 274 

 275 
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Tables 478 

 479 

Table 1. Frequency of violent crime type in pregnancy per exposure quintile. 480 

 1st quintile 2nd quintile 3rd quintile 4th quintile 5th quintile 

Murder 0.39 ± 0.49 1.71 ± 0.67 2.64 ± 0.71 4.34 ± 1.38 9.08 ± 2.85 

Assault followed by death 0.26 ± 0.65 0.26 ± 0.65 0.29 ± 0.65 0.48 ± 0.90 0.65 ± 1.50 

Bodily injury followed by death 0.01 ± 0.08 0.02 ± 0.12 0.01 ± 0.10 0 0 

Death resulting from police intervention 0 0.01 ± 0.16 0.06 ± 0.34 0.22 ± 0.64 3.02 ± 2.79 

 481 
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Table 2. Birth outcomes and child and family characteristics by external violence exposure quintile. 507 

Violent crimes quintile 

Number of occurrences 

1st quintile 

Low: 0-1 

 
3rd quintile 

Medium: 3 

 
5th quintile 

High: 8-37 
OR (95%CI) p 

 n %  N %  n %   

SGA (N=5,080)           

Yes 116 6.7  36 7.9  87 9.5 1.06 (1.00-1.14) 0.062 

PT (N=5,268)           

Yes 116 6.5  30 6.4  61 6.3 1.02 (0.95-1.09) 0.594 

LBW (N=5,268)           

Yes 96 5.4  33 7.0  72 7.5 1.09 (1.02-1.17) 0.014 

Fetal sex (N=5,268)           

Female 898 50.2  246 52.1  469 48.7 1.00 (0.96-1.03) 0.937 

Maternal age (N=5,268)           

<20 years 381 21.3  93 19.7  239 24.8 1.03 (0.99-1.07) 0.157 

20-35 years 1191 66.6  327 69.5  626 64.9  Ref. 

> 35 years 216 12.1  52 11.0  99 10.3 0.96 (0.90-1.01) 0.125 

Skin color (N=5,267)           

White 1080 60.4  286 60.7  593 61.5  Ref. 

Non-white 707 39.6  186 39.4  371 38.5 1.00 (0.96-1.03) 0.888 

SES status (N=2,709)           

Low 144 16.0  45 18.0  128 24.6 1.08 (1.00-1.16) 0.045 

Lower-middle 225 25.1  66 27.9  156 30.0  Ref. 

Middle 126 14.0  40 16.9  79 15.2 0.98 (0.91-1.06) 0.605 

Upper-middle 213 23.7  91 20.3  104 20.0 0.91 (0.85-0.98) 0.013 

High 190 21.2  79 16.0  53 10.2 0.83 (0.80-0.89) <0.001 

Education (N=3,256)           

Incomplete primary 154 13.2  44 15.8  109 18.9 1.07 (1.01-1.14) 0.026 

Complete secondary 934 80.0  216 77.7  452 78.5  Ref. 

Tertiary 79 6.8  18 6.5  15 2.6 0.83 (0.13-0.19) <0.001 

Diabetes (N=3,246)           

Yes 36 3.1  6 2.2  16 2.8 0.95 (0.83-1.09) 0.500 

Hypertension (N=3,249)           

Yes 130 11.2  21 7.6  51 8.9 0.95 (0.88-1.03) 0.189 

Smoke in pregnancy (N=3,240)           

Yes 161 14.0  37 13.3  83 14.4 0.99 (0.93-1.06) 0.802 

Drink in pregnancy (N=3,245)           

Yes 161 13.9  40 14.4  66 11.4 0.94 (0.88-1.01) 0.079 

Depression (N=3,251)           

Yes 34 2.9  3 1.1  9 1.6 0.93 (0.81-1.07) 0.329 

Physical abuse (N=3,236)           

Yes 27 2.3  4 1.5  7 1.2 0.79 (0.66-0.95) 0.013 

Quintiles categorized violent crimes within a 1-kilometer from participants’ home address; OR: odds ratio; 95% CI: 95% 508 

confidence interval; SGA: small for gestational age; PT preterm; LBW: low birth weight; SES: socioeconomic status. 509 
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Table 3. Unadjusted and adjusted analyses between violent crimes exposure during 514 

pregnancy by quintiles, and birth outcomes. 515 

 Unadjusted   Adjusted*  

 OR 95%IC P  OR 95%IC p 

Small-for-gestational-age        

Violent crimes        

1st quintile Ref. 

2nd quintile 1.36 1.02-1.83 0.039  1.34 1.00-1.80 0.054 

3rd quintile 1.20 0.82-1.75 0.349  1.19 0.81-1.75 0.373 

4th quintile 1.12 0.84-1.50 0.418  1.11 0.84-1.50 0.449 

5th quintile 1.46 1.10-1.93 0.009  1.41 1.06-1.89 0.019 

Physical abuse     1.07 0.43-2.65 0.896 

Depression     0.42 0.13-1.36 0.147 

Diabetes     0.70 0.27-1.82 0.468 

Hypertension     1.27 0.82-1.95 0.286 

Smoke     1.83 1.32-2.55 <0.001 

Drink     1.43 0.99-2.05 0.055 

Preterm birth        

Violent crimes        

1st quintile Ref. 

2nd quintile 1.17 0.86-1.59 0.327  1.16 0.84-1.59 0.367 

3rd quintile 0.98 0.65-1.48 0.918  1.01 0.66-1.54 0.958 

4th quintile 1.29 0.98-1.72 0.070  1.35 1.01-1.80 0.040 

5th quintile 0.97 0.71-1.34 0.870  1.01 0.72-1.40 0.969 

Physical abuse     1.62 0.77-3.44 0.206 

Depression     0.81 0.32-2.08 0.662 

Diabetes     0.94 0.39-2.23 0.884 

Hypertension     1.21 0.76-1.91 0.425 

Smoke     2.04 1.47-2.82 < 0.001 

Drink     1.18 0.79-1.76 0.420 

Low birth weight        

Violent crimes        

1st quintile Ref. 

2nd quintile 1.38 1.00-1.91 0.050  1.37 0.98-1.91 0.063 

3rd quintile 1.32 0.88-1.99 0.178  1.36 0.89-2.07 0.153 

4th quintile 1.48 1.10-1.99 0.010  1.50 1.11-2.05 0.009 

5th quintile 1.42 1.04-1.95 0.029  1.42 1.03-1.98 0.034 

Physical abuse     2.12 1.03-4.36 0.042 

Depression     0.71 0.22-2.25 0.557 

Diabetes     0.30 0.07-1.30 0.107 

Hypertension     1.73 1.10-2.71 0.017 

Smoke     2.89 2.07-4.03 < 0.001 

Drink     1.14 0.77-1.69 0.522 

OR: odds ratio; 95% CI: 95% confidence interval; All analyses used multiple imputations. Imputed data were averaged across the 50 516 

imputed data sets using Rubin’s rule [41]. *Adjusted for maternal age, child sex (female), education, and socioeconomic status. 517 
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Figures Legend 521 

 522 

Figure 1. Heatmap of the Butantã-Jaguaré Region of São Paulo showing the distribution of violent 523 

crimes during pregnancy. Blue indicates lower number of violent crimes incidents and red higher. 524 

The point layers show the geographic distribution of ROC residences (a), infants born small for 525 

gestational age (b), preterm births (c), and low birth weight (d). 526 

 527 

Figure 2. Exposure to violent crime and average birth outcomes. The figure shows log polynomial 528 

smoothed relationship between violent crime exposure and preterm birth (a), low birth weight (b), 529 

and small-for-gestational-age (c). 530 

 531 

Supplementary Material 532 

 533 

Supplementary file 1: Postpartum questionnaire. 534 

 535 

Supplementary file 2: Multiple imputations 536 

Table S1. Missingness among variables used in the multiple imputation models.  537 
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Figure 2 Click here to access/download;Figure;Figure 2.pdf



  

Supplementary Material 1

Click here to access/download
Supplementary Material

Supplementary file 1.docx



  

Supplementary Material 2

Click here to access/download
Supplementary Material

Supplementary file 2.docx


