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RESUMO

O perfil de acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (LCPUFAS) em gestantes
apresenta forte influéncia no risco de prematuridade e baixo peso ao nascer. A
ingestdo de acidos graxos poli-insaturados (PUFAS) e os polimorfismos dos genes
das dessaturases (FADS) parecem influenciar as concentragcbes de LCPUFAs no
sangue e em tecidos, mas o0s estudos sdo escassos em gestantes. Nesse estudo, foi
objetivo avaliar a interacdo entre a ingestdo de PUFAs durante a gestacdo e os
genaotipos maternos dos genes FADS1 (rs174561) e FADS2 (rs174575 e rs3834458)
1) no perfil materno de acidos graxos poli-insaturados 6mega 3; 2) na duragcdo da
gestacdo e 3) no peso da crianca ao nascer. Foram avaliadas as gestantes
participantes de uma coorte prospectiva de Santo Antbnio de Jesus — BA, Brasil.
Durante a gestacdo, foram realizadas a avaliacdo socioecondmica e de saude e a
coleta sanguinea. Para estimar a ingestdo de PUFAS, foi desenvolvido e validado
um questionario de consumo alimentar nutriente-especifico. A identificacdo dos
acidos graxos plasmaticos foi realizada por cromatografia gasosa. A extracdo do
DNA genbmico foi realizada a partir do buffy coat, com kit comercial. Todas as
amostras foram genotipadas com uso de ensaios TagMan®, utlizando a
discriminagdo alélica no equipamento de PCR em tempo real. Os desfechos
gestacionais foram obtidos no Departamento de Vigilancia Epidemiolégica. Anova
one way foi utilizada para comparar as médias das propor¢cdes plasmaticas de
PUFAS n-3 segundo os gendtipos, em cada tercil de ingestdo de acido a-Linolénico
(ALA) e da razao acido Linoléico/acido a-Linolénico (LA/ALA). Andlise de regressao
linear foi utilizada para avaliagdo da interacdo gene-nutriente na duracdo da
gestacdo e no peso ao nascer, ajustada para covariaveis. As frequéncias dos alelos
variantes foram de 22,0% a 28,8% nas 250 gestantes avaliadas. Gestantes
heterozigotas dos polimorfismos rs174561 e rs3834455 apresentavam menor
ingestdo de LA. Gestantes homozigotas para o alelo de menor frequéncia dos SNPs
FADS1 rs174561 (CC) e FADS2 rs3834458 (DelDel) apresentaram maiores
concentragdes plasmaticas de ALA no tercil mais alto de ingestéo de ALA e da razéo
LA/ALA (p < 0,05). Para esses polimorfismos, EPA e DHA néo foram afetados pela
ingestdo de ALA e da razdo LA/ALA. Para o SNP rs174575, gestantes que

carreavam o alelo de menor frequéncia apresentaram menores propor¢cées de EPA



plasmatico no segundo tercil de ingestdo da razdo LA/ALA, em comparacdo com as
gestantes homozigotas para o alelo de maior frequéncia (p < 0,05). Nao foi
observada interacdo gene-nutriente no peso ao nascer para os trés polimorfismos
avaliados. Entretanto, nas gestantes heterozigotas (CG) do SNP rs174575 a
duracdo da gestagcdo se associou positivamente com a ingestdo de ALA e
negativamente com a ingestao de LA (p < 0,05). Foi possivel concluir que o aumento
da ingestdo de ALA promove o acumulo plasmatico de ALA e parece nao favorecer
a conversao dos LCPUFAs acido eicosapentaenoico (EPA) e DHA nas homozigotas
de menor frequéncia dos polimorfismos rs174561 (CC) e rs3834458 (DelDel). A
ingestdo moderada da razdo LA/ALA pode também reduzir as concentracbes de
EPA nas gestantes que carreavam o alelo de menor frequéncia do polimorfismo
rs174575. Assim, o padrdo alimentar caracterizado pela maior ingestdo de ALA e
reducdo da ingestdo de LA pode ser benéfico, melhorando o perfil lipidico das
gestantes. As heterozigotas do SNP rs174575 (CG) podem aumentar o tempo de
gestacdo em resposta a maior ingestdo de ALA e menor de LA. Em relacdo aos
polimorfismos rs174561 e rs3834458, a auséncia de interacdo gene-nutriente no
peso ao nascer e na duracdo da gestacdo pode ter sido reflexo da insuficiente
ingestao de PUFAs pelas gestantes que carreavam o alelo de menor frequéncia, o
que dificultaria a observacdo clara de causalidade em relagdo aos desfechos. E
provavel que o nivel de ingestdo de PUFAs por essas gestantes ndo promova
efeitos evidentes. Uma justificativa para o insuficiente consumo de PUFAs seria uma
eventual influéncia dos gendétipos FADS na percepc¢ao gustativa e na preferéncia de

alimentos fontes de PUFAS, que deve ser investigada em estudos futuros.

Palavras-chave: Nutrigendmica. Polimorfismo de Nucleotideo Unico. Acidos Graxos

Insaturados. Gestantes. Peso ao Nascer. ldade Gestacional.



ABSTRACT

The status of long-chain polyunsaturated fatty acids (LCPUFAS) has strong influence
on prematurity and low birth weight risks. The polyunsaturated fatty acids intake
(PUFA) and polymorphisms in fatty acid desaturases genes (FADS) seem to
influence levels of LCPUFASs on blood and tissue, however studies with pregnats are
scarce. In this study, the objective was to evaluate the interaction between PUFAs
intake during pregnancy and FADS1 (rs174561) and FADS2 (rs174575 and
rs3834358) genes maternal genotypes 1) on the maternal status of plasma
LCPUFAs, 2) on the pregnancy duration and 3) on child birth weight. The pregnant
women of a prospective cohort of Santo Antbnio de Jesus — BA, Brazil, were
evaluated. During pregnancy, socioeconomic, health evaluation and blood collection
were performed. To estimate PUFA intake, a nutrient-specific food frequency
questionaire (FFQ) was developed and validated. Plasma lipids were extracted by
Folch method and the fatty acids were identificated by gas chromatography.
Genomic DNA extraction was performed from buffy coat. All samples were
genotyped with TagMan® Assay using allelic discrimination on real-time PCR
equipment. Pregnancies outcomes were obtained on the Department of
Epidemiological Surveillance of the referred city. One-way ANOVA was used to
compare the mean of plasma PUFAS n-3 status according to the genotypes at each
tertile of a-linolenic (ALA) and Linoleic acid/Linolenic acid (LA:ALA) Intake. Linear
regression analysis was used to evaluate gene-diet interaction in the pregnancy
duration and birth weight, adjusted for covariates. The linear regression, ajusted to
covariable, was used on gene-diet interaction analysis. The minor allele frequency
varied from 22,0% to 28,8% on 250 pregnancy women evaluated. Heterozygous
pregnants for rs174561 e rs3834458 polimorphisms have a lower intake of LA. Minor
allele homozygote pregnants for SNPs FADS1 rs174561 (CC) e FADS2 rs3834458
(DelDel) exhibited higher plasma levels of ALA on the higher tertile of ALA intake and
of LA/ALA intake (P < 0,05). For these polymorphisms, EPA and DHA were not
affected by the intake of ALA and LA/ALA. For SNP rs174575, minor allele
homozygote pregnants exhibited lowest proportions of plasma EPA on second tertile
of LA/ALA intake, in comparison with pregnants homozygous for the major allele (p <
0,05). There was no gene-diet interaction in birth weight for the three polymorphisms

evaluated. However, in heterozygous women (CG) for the SNP rs174575 the



duration of pregnancy was positively associated with ALA intake and negatively with
the intake of LA (p <0.05). In conclusion, the increase of ALA intake promotes
accumulation of ALA plasma and seems not promote the conversion of LCPUFAs
EPA and DHA in pregnants homozygotes for the minor allele for rs174561 and
rs3834458. The moderate intake of LA/ALA may also reduce EPA levels in pregnant
women who carried the minor allele of polymorphism rs174575. Thus, dietary
patterns characterized by higher intake of ALA and LA reduced intake can be
beneficial by improving the lipid profile of pregnant women. Heterozygous for the
SNP rs174575 (CG) can increase the time of pregnancy in response to higher intake
of ALA and lower intake of LA. Regarding the polymorphisms rs174561 and
rs3834458, the lack of diet-gene interaction on birth weight and pregnancy duration
may have been a reflection of insufficient intake of PUFAs by pregnant women who
carried the minor allele, which would hinder the clear observation of causality in
relation to outcomes. Probably, the level of PUFA intake by these pregnant women
does not promotes evident effects. A hyphotesis for the insufficient PUFAs intake
would be an influence of FADS genotypes on taste perception and preference of

foods source of PUFAS, that should be investigated in future studies.

Key-words: Nutrigenomics. Single Nucleotide Polymorphism. Unsaturated Fatty

Acids. Pregnanty Women. Birth Weight. Gestacional Age.
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1 INTRODUCAO

Fatores ambientais e genéticos, nos periodos pré-gestacional e durante a gestacao,
podem ser determinantes na saude da crianca e da mae, e influenciar o resultado
gestacional. O desfecho gestacional inadequado apresenta importante relevancia
bioldgica, e sua magnitude implica em grande impacto no ambito social a medida
que aumenta os gastos em saude publica (WHO, 2011; VICTORA et al., 2008). O
baixo peso ao nascer (BPN), que pode ser consequéncia do nascimento pré-termo
ou da restricdo no crescimento intrauterino, ou de ambos (WHO, 2011), € um dos
principais determinantes da saude infantil, relacionado com maior morbidade e
mortalidade neonatal e infanti (WENNERSTROM et al., 2015; LUCA et al., 2015),
diminuicdo do crescimento e do desenvolvimento cognitivo (ISLAM, 2015), além de
se associar com o desenvolvimento de doencas cronicas na vida adulta (VALENTE
et al., 2015; JUONALA et al., 2015).

As alteracdes na nutricAo materna podem influenciar o resultado obstétrico, no que
diz respeito a duracdo da gestacdo e ao crescimento fetal. Dentre os fatores
nutricionais relevantes para o crescimento fetal estd o status materno de acidos
graxos poli-insaturados de cadeia longa (LCPUFAS) das séries 6mega 3 (n-3) e
Omega 6 (n-6). Os LCPUFAs n-3 sdo 0s que mais se destacam quanto aos
beneficios a saude materna e da crianca, e apresenta importante funcdo no
desenvolvimento cerebral e da retina do feto (INNIS, 2014; INNIS, 2007), na menor
incidéncia de alergias e doencas asmaticas em criancas durante a infancia
(GUNARATNE et al.,, 2015; NOAKES et al., 2012; OLSEN et al.,, 2008) e na
prevencao de doencgas cronicas (ZHAO et al., 2014).

Alguns autores também associam o perfil materno de LCPUFAs n-3 e n-6 com a
promocao do crescimento fetal e a duracédo da gestacdo (GOULD et al., 2016; KAR
et al.,, 2016; CHRISTIAN et al., 2016; CHEN et al., 2016; CARLSON et al., 2013),
embora as evidéncias sejam contraditorias (HARRIS et al., 2015; SACCONE et al.,
2015; CARLSEN et al., 2013). De modo geral, maiores concentracdes de acidos
graxos poli-insaturados (PUFA) da série n-3 na gestacdo, em especial o &cido
docosa-hexaenoico (DHA), estdo relacionadas com melhor resultado obstétrico,

enquanto os da série n-6 parecem influenciar negativamente os desfechos
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gestacionais (BEST et al.,, 2016; KAR et al., 2016; GUNARATNE et al., 2015;
HARRIS et al., 2015; ZHAO et al., 2014; CARLSON et al., 2013; NOAKES et al.,
2012; INNIS, 2007; INNIS, 2014).

O perfil de LCPUFAs em tecidos e no plasma € determinado pelo consumo alimentar
ou pela conversao endogena no figado, na presenca de seus precursores, 0s acidos
graxos a-linolénico (ALA, 18:3 n-3) e linoleico (LA, 18:2 n-6). Essa via de converséo
dos &cidos graxos poli-insaturados que possuem 18 carbonos, para a formacéo de
LCPUFAs, que possuem de 20 a 22 carbonos, envolve a acdo das enzimas
elongases e dessaturases. As duas principais enzimas envolvidas no processo de
dessaturacéo sdo a delta-5 e a delta-6 dessaturases (LATTKA et al., 2010b; TU et
al., 2010). No periodo intrauterino e até 0os seis meses ap0s 0 nascimento, a crianca
depende fundamentalmente da transferéncia materna de LCPUFAs pelo corddo
umbilical e pelo leite materno (DIRIX et al., 2009b; XIE E INNIS, 2008). Isso porque
a placenta ndo possui as enzimas delta-5 e delta-6 dessaturases para converter os
acidos graxos essenciais ALA e LA em LCPUFAs, e a atividade enzimatica no feto e

na crianca menor de seis meses é muito limitada (HANEBUTT et al., 2008).

A conversdao endégena de LCPUFAs, embora seja dependente do consumo
alimentar de &cidos graxos, também pode ser influenciada por variantes genéticas
(KOLETZKO et al., 2011; LU et al., 2010). As variagcdes nas sequéncias do DNA sao
comuns, e podem se apresentar de varias formas. Quando essa variacdo ocorre em
frequéncia maior que 1% na populacédo € chamada de polimorfismo. Dependendo da
regido de ocorréncia, pode afetar a transcricdo génica, quando presente nas regides
promotoras ou reguladoras do gene, ou alterar a estrutura e a funcdo da proteina,
guando ocorre nas regides de éxons. Ao contrario do que se pressupde, 0S
polimorfismos que ocorrem em regifes ndo traduzidas, como os introns e proximo as
juncbes intron-éxons, podem apresentar grande relevancia, caso afetem a
estabilidade do RNAmM ou o processo de splicing de DNA (BALASUBRAMANIAN et
al., 2004).

Variantes genéticas que influenciam o metabolismo de LCPUFAs estdo sendo
estudadas, como as dos genes das dessaturases de acidos graxos 1 (FADS1) e 2
(FADS2) (KOLETZKO et al., 2011; LU et al., 2010). Autores sugerem que individuos

homozigotos para o alelo de menor frequéncia (mm) apresentam menor atividade
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das enzimas dessaturases, e, por isso, menor conversao enddégena de LCPUFAs
(LATTKA et al., 2013; HONG et al., 2013; KOLETZKO et al., 2011). Alguns autores
nao encontraram associacdo (HONG et al., 2013) ou mostraram relacédo inversa
(LATTKA et al., 2013) entre alguns SNPs dos genes FADS e as concentracdes de
LCPUFASs, o que aumenta a necessidade de mais estudos de associagdo sobre o

assunto.

Os estudos que relacionam nutricdo e genética sao recentes e parecem propor uma
nova perspectiva ha compreensao de condicbes e agravos multifatoriais (DOO e
KIM, 2015; VAHID et al., 2015). Segundo Chilton et al. (2014), o padréo de consumo
de PUFAS e a frequéncia das variantes dos genes FADS em determinadas
populacdes pode explicar a maior suscetibilidade e gravidade de certas doencas,
como as doencas cardiovasculares, em grupos especificos. Entretanto, os estudos
foram controversos ao tentarem verificar se os genotipos FADS modulam a relagéo
entre ingestdo e perfil sanguineo de PUFAS (GILLINGHAM et al., 2013; KOLETZKO
etal., 2011; MOLTO-PUIGMARTI et al., 2010).

Em geral, individuos carreadores do alelo de menor frequéncia (Mm ou mm),
comumente associado a menor atividade das enzimas dessaturases, costumam se
beneficiar da maior ingestao ou suplementacdo de ALA (HELLSTRAND et al., 2014,
GILLINGHAM et al., 2013; HELLSTRAND et al., 2012) e, principalmente, de DHA
(GONZALEZ-CASANOVA et al., 2016; SCHOLTZ et al., 2015; MOLTO-PUIGMARTI
et al., 2014; AL-HILAL et al., 2013). Entretanto, os genétipos de melhor eficiéncia de
conversdo de LCPUFAs também parecem modular a relacdo entre consumo de
PUFAS e o desenvolvimento de doencas. E provavel que, em resposta a maior
razdo LA/ALA na alimentacdo, a ativacdo da via de conversao enddégena dos acidos
graxos n-6 seja potencializada nesse genoétipo, e resulte na menor conversao
enddégena de DHA em razdo da competicdo enzimatica dos substratos LA e ALA
(CHILTON et al., 2014).

Estudos ja investigaram a interacao entre as variantes dos genes FADS e a ingestao
de PUFAS na modulacdo do perfil de LCPUFAs no organismo (SCHOLTZ et al.,
2015; AL-HILAL et al.,, 2013; HARSLQF et al.,, 2013; CORMIER et al.,, 2012,
GILLINGHAM et al., 2012; HELLSTRAND et al., 2012; LATTKA et al., 2011; MOLTO-
PUIGMARTI et al., 2010) das concentra¢Bes de lipideos séricos (HELLSTRAND et
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al., 2012; STANDL et al., 2012; LU et al., 2010), do desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (HELLSTRAND et al.,, 2014) e do quociente de inteligéncia de
criancas (STEER et a., 2013). Entretanto, pouco se sabe sobre a modulacdo dos
polimorfismos maternos dos genes FADS na relagdo entre ingestdo materna de
acidos graxos poli-insaturados e resultado obstétrico (GONZALEZ-CASANOVA et
al., 2016; MOLTO-PUIGMARTI et al., 2014).

Koletzko et al. (2011) discutiram sobre a necessidade de mais estudos que avaliem
a associacao entre os gendtipos FADS, concentracdes circulantes de PUFAS, e
desenvolvimento infantil, a fim de verificar a relevancia biolégica das concentracdes
de &cidos graxos gene-dependentes. Apesar de escassos, a maioria dos estudos
com gestantes sugere que as variantes genéticas dos genes FADS1 e FADS2
influenciam as concentracdes de LCPUFAs no plasma materno, alterando a
disponibilidade desses nutrientes para a criangca, o que poderia interferir no seu
crescimento e desenvolvimento (KOLETZKO et al.,, 2011; LATTKA et al., 2010b;
VAN EIJSDEN et al.,, 2009). At¢é o momento, foram encontrados apenas dois
estudos que avaliaram a interacdo entre genes FADS e ingestdo de PUFAS durante
a gestacdo nos resultados obstétricos (GONZALEZ-CASANOVA et al., 2016;
MOLTO-PUIGMARTI et al., 2014), e apenas cinco SNPs foram investigados.

Os polimorfismos s174561 (FADS1), rs174575 e rs3834458 (FADS2) tem sido
relacionados com alteragcdes nas concentracbes de LCPUFAs em criancas,
gestantes e lactantes (KOLETZKO et al., 2011; MOLTO-PUIGMARTI et al 2010;
RZEHAK et al.,, 2010; XIE E INNIS, 2008), mas ainda ndo foram testados em
gestantes quanto a interacdo gene-nutriente no peso da crianga ao nascer e na
duracdo da gestacdo. Em geral, os alelos de menor frequéncia dos SNPs rs174575
(FADS2) e rs174561 (FADS1) sao associados a menor atividade das dessaturases,
caracterizados por maiores concentragdes de LA e ALA, e menores de AA, EPA e
DHA (AL-HILAL et al., 2013; GILLINGHAM et al., 2013; STEER et al., 2012). Quanto
ao polimorfismo rs3834458, sugere-se efeito protetor da presenca do alelo de menor
frequéncia, j& que a concentracdo de DHA seria maior nos carreadores desse alelo
(STEER et al., 2013; HARSLQJF et al.,, 2013), embora esse resultado ndo seja
consenso (DING et al., 2016; SCHUCHARDT et al., 2016; YEATES et al., 2015).
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A escassez de conhecimento sobre o tema na populacdo materno-infantil e o
limitado nimero de SNPs investigados nesse grupo, nos mostra um interessante
direcionamento para estudos sobre saude do recém-nascido. Os genoétipos
maternos dos genes FADS aparecem como potenciais modificadores de efeito na
relagdo entre consumo de PUFAS e resultado obstétrico, 0 que pode explicar a
variabilidade dos resultados de estudos de associagdao. Assim, 0 presente estudo
pretende contribuir com discussfes sobre o tema, de modo a permitir melhor
conhecimento nesse campo, considerando os fatores relacionados com o perfil
genético de populacdes especificas, como a populacdo brasileira, em especial, a
populacao gestante do Recéncavo da Bahia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a interacdo entre consumo de acidos graxos poli-insaturados durante a
gestacdo e os polimorfismos maternos dos genes FADS1 (rs174561) e FADS2
(rs174575 e rs3834458) no perfil plasmatico materno de &cidos graxos poli-
insaturados da série 6mega 3, no peso da crianca ao nascer e na duracdo da

gestacao.

2.2 Objetivos Especificos

Validar um Questionario de Frequéncia Alimentar semiquantitativo nutriente-
especifico para estimativa da ingestdo de &cidos graxos poli-insaturados por
gestantes.

Verificar se as concentracdes plasmaticas de acidos graxos poli-insaturados
da série 6mega 3 das gestantes sdo modificadas pela interacdo entre
ingestdo materna de acido a-linolénico ou da raz&@o acido linoléico/acido a-

linolénico (LA/ALA) e os genotipos maternos dos genes FADS.

Investigar a interacdo entre consumo de acidos graxos poli-insaturados
durante a gestacdo e os gendétipos maternos dos genes FADS no peso da

crianca ao nascer e na duracao da gestacao.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Baixo peso ao nascer

O baixo peso ao nascer (BPN) é um dos principais determinantes da saude infantil,
relacionado com maior morbidade e mortalidade neonatal e infantil
(WENNERSTROM et al., 2015; LUCA et al., 2015), diminuicdo do crescimento e do
desenvolvimento cognitivo (ISLAM, 2015), além de se associar com o0
desenvolvimento de doencgas cronicas na vida adulta (VALENTE et al.,, 2015;
JUONALA et al., 2015). Concomitante a relevancia biolégica, sua magnitude implica
em importante impacto no ambito social a medida que aumenta os gastos em saude
publica, ja que pode afetar até mesmo a saude do individuo em longo prazo, na vida
adulta (WHO, 2011; VICTORA et al., 2008).

Conceitualmente, o BPN caracteriza-se pelo peso ao nascer inferior a 2.500 g
(Tabela 1), aferido, preferencialmente, durante a primeira hora de vida do recém-
nascido. Esse ponto de corte é baseado em resultados de observacdes
epidemiolodgicas, nas quais criangas com peso inferior a 2.500 gramas ao nascer
apresentavam risco de mortalidade 20 vezes maior que criangas mais pesadas
(UNICEF e WHO, 2004, KRAMER, 1987).

Considerado importante preditor da sobrevida infantil, frequéncias elevadas de BPN
estdo associadas a menores niveis de desenvolvimento socioeconémico e piores
niveis de assisténcia pré-natal. Estimava-se que anualmente, no mundo, em torno
de 15,5 % de todos 0s nascimentos caracterizam-se por conceptos com BPN, o que
equivale a mais de 20 milhdes de criancas, a maioria em paises subdesenvolvidos
ou em desenvolvimento (WHO, 2011). S&o considerados internacionalmente
aceitaveis valores inferiores a 10%, sendo encontradas propor¢des em torno de 6%
em paises desenvolvidos (MINISTERIO DA SAUDE, 2012a).

No Brasil, houve crescimento da proporgéo de nascidos vivos com BPN em todas as
regides no periodo de 1996 a 2007 (Tabela 2), sendo, em 2007, verificada a
proporcédo de 8,3% no pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2012a). As regibes brasileiras
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com melhores indicadores socioecondmicos, como o Sul e o Sudeste, sdo aquelas
cujas proporcbes de BPN s&o maiores, 0 que ainda suscita a necessidade de
estudos adicionais para melhor compreenséo. Segundo a Organizacdo Mundial da
Saude, varios partos ocorrem em casa ou em pequenas clinicas (WHO, 2014), de
forma que baixos valores desse indicador em areas menos desenvolvidas podem
estar relacionados ao sub-registro ou a baixa qualidade das informacgfes
(MINISTERIO DA SAUDE, 2012a; WHO, 2014).

Tabela 1. Classificacdo do peso ao nascer e duracdo da gestacdo, segundo
recomendac¢des da Organizacdo Mundial da Saude.

Peso ao nascer
Macrossomia: = 4.000 g
Peso adequado: 3.000 g a 3.999 g
Baixo peso: < 2.500 g
Peso muito baixo ao nascer: < 1.500 g
Peso extremamente baixo ao nascer: 1000 g
Duracéo da gestacéao
A termo: 37 semanas gestacionais (SG) a 42 SG incompletas (259 a 293 dias ap6s a DUM)
Pés-termo: =2 42 SG (294 dias ou mais apos a DUM)
Pré-termo: < 37 SG (< 259 dias ap6s a DUM)
Prematuridade Limitrofe: 28 — 32 SG
Prematuridade moderada: 32 a 37 SG
Prematuridade extrema: < 28 SG

Fonte: UNICEF e WHO (2004); BLENCOWE et al. (2012).

O BPN pode ser consequéncia do nascimento pré-termo ou da restricdo no
crescimento intrauterino (RCIU), ou de ambos. O nascimento pré-termo é
caracterizado pelo nascimento antes de se completar 37 semanas gestacionais
(WHO, 2011), ou 259 dias desde o primeiro dia da Data Ultima Menstruac&o (DUM)
(Tabela 1), e resulta na formacéo e desenvolvimentos incompletos de estruturas e
orgdos da crianga, com importante influéncia na formacao das estruturas cerebrais e
do sistema visual (MICHALCZUK et al.,, 2015). Associado com complicacdes ao
nascer, o0 BPN €& considerado importante causa de mortalidade infantil, sendo a


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Michalczuk%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26417461
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idade gestacional ao nascer inversamente proporcional ao risco de morbidade e
mortalidade neonatal (BLENCOWE et al., 2012).

Tabela 2. Proporcéo de nascidos vivos (%) de baixo peso, por tempo de gestacao,
segundo regides do Brasil, 1996, 2000, 2004 e 2007.

Pré-termo A termo ou poés-termo Total

Regido 1996 2000 2004 2007 1996 2000 2004 2007 1996 2000 2004 2007
Brasil 459 523 624 61,1 52 44 44 45 79 7,7 82 83
Norte 31,7 42,1 549 534 48 39 44 48 65 63 70 7.0
Nordeste 31,7 451 609 603 52 41 43 44 71 68 75 75
Sudeste 609 56,4 64,7 619 58 48 46 46 88 86 91 91
Sul 59,5 579 645 622 50 43 42 42 78 81 86 8,7
Centro-

58,9 53,0 57,7 63,6 50 4,0 3,7 3,7 7,2 7,1 7,6 7,6
Oeste

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE (2012a).

Estima-se que 15 milhdes de criancas nas¢cam prematuras, e 1,1 milhdo de criancas
morram todos os anos em decorréncia de complicacbes do nascimento pré-termo.
Considerando dados de 2010, o Brasil estd na décima posicdo entre 0s paises com
maior namero absoluto de nascimentos pré-termo, com 279.256 criancas, 0 que
equivale a 1,9% do total mundial de nascimentos prematuros e a 9,2% do total de
nascidos vivos no pais (BLENCOWE et al., 2012). Dados do DataSUS revelam que
na Bahia, no periodo de 2011, 8,4 % das criancas nascidas vivas apresentaram
BPN. Dessas, 36,9 % eram criancas pré-termo, o que sugere a existéncia de outros
fatores ambientais com grande influéncia na restricdo do crescimento intrauterino
dessas criancas (MINISTERIO DA SAUDE, 2012b).

A RCIU pode ocorrer em qualquer momento da gestacdo, resultando em uma
crianca pequena para a idade gestacional (< percentil 10 de peso para idade
gestacional) (WHO, 2011; WHO, 2006). Sua ocorréncia € mais comum em paises
subdesenvolvidos, especialmente nas populacdes mais vulneraveis (WHO, 2014).
Criangas pequenas para a idade gestacional apresentam maior risco de mortalidade
neonatal, sendo maior o risco quando associado a prematuridade (KATZ et al.,

2013). A principal causa de RCIU € a insuficiéncia placentaria, mas outros fatores
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podem ser responsaveis por essa condicdo, como anormalidades congénitas,
infecgbes, uso de drogas ou uso indevido de outras substancias (FIGUERAS e
CARDOSI, 2011), e os fatores ambientais (UNICEF e WHO, 2004).

De modo geral, independente de se tratar de uma crianca prematura ou com RCIU,
ou ambos, o crescimento fetal insuficiente &, provavelmente, resultado de mdultiplos
fatores, e ndo apenas de uma causa especifica (WHO, 2006). Esses fatores podem
ser ambientais e ou relacionados a mae ou a crianca, e incluem: multiparidade,
primiparidade, estilo de vida (uso de alcool e drogas, tabagismo), complicacbes
durante a gestacdo (infeccOes, hipertensédo arterial, malformagédo da placenta,
restricdo do fluxo sanguineo na placenta e corddo umbilical), condicbes
socioeconbmicas, nivel de atividade fisica materno, nutricdo materna, fatores
genéticos maternos ou fetais (UNICEF e WHO, 2004).

O estado nutricional e o consumo alimentar da gestante estdo entre os principais
fatores ambientais de risco obstétrico (YOUNG et al., 2015; DIRIX et al., 2009b). A
deficiéncia ou o consumo excessivo de algum nutriente durante a gestacdo pode
apresentar impacto direto na saude da crianca durante o periodo intrauterino, ou
mesmo apos o nascimento (ALWAN et al., 2015; SALAM et al., 2014). Os fatores
nutricionais comumente relacionados com 0 peso ao nascer Sd80 CoONsSuMoO
energético, composi¢do corporal, ganho de peso gestacional, deficiéncia de ferro /
anemia, consumo de antioxidantes, padrdo e suplementacdo de aminoacidos,
ingestao de retinoides e de lipidios (WHO, 2006). Destaca-se o consumo alimentar
de lipideos, em especial do acido docosa-hexaenoico (DHA), o qual parece modular
o crescimento fetal. Segundo alguns autores, os acidos graxos poli-insaturados de
cadeia longa (LCPUFAS) sdo importantes determinantes nutricionais do resultado
obstétrico favoravel (GRIEGER e CLIFTON, 2015; ZHAO et al., 2014).

3.2 Acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa na saide humana

O perfil e 0 contetdo de acidos graxos presentes no sangue e em tecidos sao

importantes determinantes da saude do individuo, uma vez que a composi¢ao de
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acidos graxos no organismo pode modular o risco de desenvolvimento de varias
doencas (SU et al., 2015; YOSHIARA et al., 2015; JAUREGUIBERRY et al., 2014).
As doencas cardiovasculares estdo entre aquelas cuja etiologia e fatores de risco
sdo dependentes da composicéo lipidica no soro, plasma ou tecido (YOSHIARA et
al., 2015; WILLETT, 2012; CASCIO, 2012). Tem sido bem documentado o efeito
deletério da ingestdo excessiva de acidos graxos saturados e trans para a saude do
individuo (MORI et al., 2015; DE SOUZA et al., 2015). Entretanto, o consumo de
acidos graxos insaturados tem sido motivo de diversas discussdes no meio
académico, j& que apresenta diferentes efeitos fisioldgicos no organismo
dependendo da sua estrutura quimica (DE LORGERIL e SALEN, 2012; ZEGHICHI-
HAMRI et al., 2010).

Existem duas grandes familias de acidos graxos poli-insaturados (PUFAs) de
importancia biolégica, as quais diferem em relagdo a posicdo da ultima dupla
ligagéo, considerando a terminagdo metil da cadeia carbbnica como o final da
estrutura quimica desse acido graxo. Os acidos graxos 6mega 3 (n-3) possuem a
altima dupla ligacdo no carbono 3, enquanto os acidos graxos da familia 6mega 6 (n-

6) possuem a Ultima dupla ligacdo no carbono 6 (PATTERSON et al., 2012).

Os acidos graxos a-linolénico (ALA, 18:3 n-3) e linoleico (LA, 18:2 n-6) sé&o
considerados essenciais, pois 0 organismo ndo consegue inserir duplas ligagdes no
terceiro e sexto carbonos, a partir da terminacdo metil, em razdo da auséncia das
enzimas delta-15 e delta-12 dessaturases, respectivamente (JANSSEN e KILIAAN,
2014; PATTERSON et al., 2012). Assim, esses acidos graxos devem ser supridos
pela alimentacdo a fim de garantir o pool adequado no organismo (JANSSEN e
KILIAAN, 2014). As principais fontes alimentares de ALA e LA sao os o6leos
extraidos de sementes e oleaginosas. Oleos de semente de linho, de canola e de
soja sao importantes fontes de ALA, enquanto os 6leos de girassol, de cartamo, de
milho, de soja, de amendoim e de palma sdo boas fontes de LA (GUNARATNE et
al., 2015; HUFFMAN et al., 2011; WALL et al., 2010; MEYER et al., 2000).

Os éacidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (LCPUFAS) sdo as formas ativas
dos &cidos graxos n-3 e n-6 no organismo, e podem ser obtidos por meio da
alimentacdo, ou por meio de sintese enddgena hepatica a partir do ALA ou do LA,

respectivamente (Yeates et al., 2015). Por LCPUFAs entende-se 0s acidos graxos
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com mais de 20 carbonos, com numero de duplas liga¢des cis maior ou igual a trés,
das séries n-3 ou n-6 (MUSKIET et al., 2006). Os principais LCPUFAs séo o acido
araquidénico (AA; 20:4; n-6), o acido eicosapentaenoico (EPA; 20:5; n-3) e acido
docosa-hexaenoico (DHA; 22:6; n-3) (XIE E INNIS, 2008). Os LCPUFAs da série n-3
EPA e DHA estdo presentes em algas e alimentos de origem animal, principalmente
peixes de 4guas frias e profundas; o AA, principal LCPUFA n-6, pode ser encontrado
em carnes, aves e ovos (GUNARATNE et al., 2015; HUFFMAN et al., 2011; WALL et
al., 2010; MEYER et al., 2000).

A via de conversdo dos &cidos graxos poli-insaturados que possuem 18 carbonos,
para a formacado de LCPUFAs, que possuem de 20 a 22 carbonos, envolve a agao
das enzimas elongases e dessaturases (Lattka et al., 2010b; TU et al., 2010) (Figura
1). O processo de elongacédo consiste no aumento da cadeia carbbénica do acido
graxo; e o de dessaturacdo na insercao de duplas ligagbes na cadeia carbodnica. As
duas principais enzimas envolvidas no processo de dessaturacdo séo a delta-5 e a
delta-6 dessaturases (Lattka et al., 2010b; TU et al., 2010).

Para conversdo dos &cidos linoleico e a-linolénico dietéticos em AA e EPA,
respectivamente, sdo necessarias trés etapas enzimaticas, sendo duas etapas de
dessaturacéo reguladas pelos genes FADS2 e FADS1, nessa ordem (Figura 1). A
conversdo de EPA a DHA exige mais trés etapas enziméticas, sendo uma etapa de
dessaturacéo regulada pelo gene FADS2, e uma etapa de beta-oxidacdo (CHILTON
et al., 2014; GUILLOU et al., 2010; HESTER et al., 2014; SPRECHER, 1981). Por
compartilharem a mesma via metabdlica, ALA e LA competem na primeira etapa do
processo de elongacdo para a conversdao de LCPUFAs, enquanto AA e EPA
competem pelas enzimas ciclo-oxigenases e lipoxigenases na via de conversao dos
eicosanoides (CHILTON et al., 2014, HESTER et al., 2014; PATTERSON et al.,
2012).

Depois de ingeridos ou metabolizados pelo organismo a partir de seu substrato, os
LCPUFAs séo incorporados nos tecidos, compondo principalmente as membranas
celulares, determinando varias fungbes bioldégicas no organismo, dependendo do
tipo de acido graxo incorporado. Alteragbes na composicdo dos receptores da

membrana citoplasmatica, no sistema de transducdo de sinais, na atividade dos
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canais ionicos, ou nos efeitos na expresséo génica podem explicar as altera¢cdes nas

funcBes bioldgicas segundo tipo de &cido graxo (INNIS, 2003).
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Figura 1. Metabolismo de PUFAS n-3 e n-6. S4o mostrados 0s genes que codificam

as enzimas dessaturases e os derivados eicosanoides do metabolismo.
Formas dietéticas: Acido linoleico e acido a-linolénico; Formas ativas: acido araquiddnico (AA), acido
eicosapentaenoico (EPA) e acido docosahesaenoico (DHA).
Fonte: PATTERSON et al., (2012).

Os LCPUFAs estdo envolvidos na regulacdo da resposta imunoldogica e dos

processos inflamatérios, uma vez que sdo substratos para a producdo de

mediadores eicosanoides, como as prostaglandinas e os leucotrienos (PATTERSON
et al.,, 2012). Os LCPUFAs n-6 possuem propriedades pré-inflamatorias, pois
estimulam a producdo de prostaglandinas da série 2 e de leucotrienos da série 4,
gue sdo mais inflamatérios. Por isso, os acidos graxos n-6, em especial o acido
araquidénico, tem sido associados ao maior risco de desenvolvimento ou
agravamento de doencas que envolvem processos inflamatérios, como cancer,

doencas cardiovasculares, artrite reumatoide, doenca inflamatoria intestinal, aléem de



28

doencas psiquiatricas e neurodegenerativas (PATTERSON et al., 2012; WALL et al.,
2010).

Por outro lado, os LCPUFAs n-3 sdo considerados anti-inflamatorios, pois favorecem
a conversdo dos eicosanoides da seérie impar, que sdao menos inflamatorios
(HESTER et al.,, 2014). Apresentam ainda efeito cardioprotetor por atuarem na
reducdo das concentracbes de triacilglicerdis e de lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL), e em razdo de seu potencial em reduzir ou evitar a disfuncao
endotelial. Trés principais mecanismos sao sugeridos nesse caso: 1) a inibicdo da
rota de inflamacé&o pela redugéo da ativagao do fator de transcrigdo nuclear kB (NF-
kB) (LEE et al., 2014); 2) a reducdo do estresse oxidativo pela diminuicdo da
producdo de espécies reativas de oxigénio (CASOS et al., 2010); e 3) o aumento da
expressdo e da atividade da enzima o6xido nitrico-sintase endotelial (eNOS)
(ZANETTI et al., 2015; CASOS et al., 2010), atuando diretamente na regulacéo dos
genes da eNOS ou reduzindo a atividade da dimetilarginina assimétrica (ADMA), um
potente inibidor enddgeno circulante do acido nitrico que apresenta niveis
aumentados em individuos com hipertensdo e diabetes (ZANETTI et al., 2015;
RAIMONDI et al., 2005).

Considerando a evidente relacdo entre o perfil de acidos graxos e agravos a saude,
seria importante a utilizagcdo de pontos de corte que identificassem maior risco para
o desenvolvimento de doencas. WOLTERS et al. (2014) sugeriram valores de
referéncia para concentracdo de acidos graxos no sangue total de criancas de 3 a 8
anos para uso em estudos epidemioldgicos. Entretanto, ainda ndo ha consenso
quanto a utilizacdo desses pontos de corte, e quanto aos valores de referéncia para
as demais faixas etarias. A maioria dos estudos epidemioldgicos utiliza-se de dados
relativos para agrupar os individuos segundo conteudo plasmatico ou no sangue
total (LATTKA et al.,, 2013; STEER et al., 2013).

Em decorréncia de suas distintas funcdes biolégicas, o maior consumo de LCPUFA
n-3, em relacdo aos n-6, é considerado um fator protetor contra o desenvolvimento
das doencas cronicas ndo transmissiveis e cardiovasculares (GUNARATNE et al.,
2015; DE LORGERIL e SALEN, 2012; NOAKES et al., 2012; ZEGHICHI-HAMRI et
al., 2010). Segundo De Lorgeril e Salen (2012), o perfil 6timo de consumo de acidos

graxos se assemelha as caracteristicas da dieta mediterranea, a qual inclui a maior
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ingestdo de &cidos graxos n-9, ingestdo moderada de &cidos graxos n-3, associada
a baixa ingestao de acidos graxos saturados e n-6.

Apesar da maior afinidade da enzima A-6 dessaturase pelo ALA (Harslof et al., 2013;
Burdge et al., 2006), a maior concentracdo de LA favorece a conversdo de AA e a
ativagdo de eicosanoides pro-inflamatérios. Simultaneamente, favorece a inibicdo da
via de conversdo dos LCPUFAs n-3 e a sintese de eicosanoides anti-inflamatorios,
provavelmente por compartilharem as mesmas enzimas (CHILTON et al., 2014,
HESTER et al., 2014; PATTERSON et al.,, 2012). Em condicbes normais, a
conversdo enddgena de EPA e DHA a partir do ALA ¢é influenciada positivamente
pela ingestdo de ALA, EPA e DHA, e negativamente pela ingestdo de LA e da razéo
LA/ALA (GILLINGHAM et al., 2013).

O perfil de dieta pré-inflamatéria tem sido observado nas udltimas décadas,
decorrente das alteracdes no padrao de consumo da dieta ocidental que culminaram
no aumento da ingestao de acidos graxos n-6 e reducdo de n-3 (PATTERSON et al.,
2012). Em razdo do potencial aumento do risco cardiovascular resultante da
ingestdo excessiva de acidos graxos saturados, recomendacfes internacionais
desde a década de 60 incentivavam a substituicdo de alimentos de origem animal
(como manteiga, creme de leite, queijos) por alimentos de origem vegetal ricos em
poli-insaturados n-6, como o 6leo de soja e a margarina (CHILTON et al., 2014). No
entanto, posteriormente observou-se que os beneficios da ingestdo de n-6 estavam
associados ao consumo concomitante de PUFAs n-3 nos estudos clinicos (CHILTON
et al., 2014, MATHIAS et al., 2014).

3.3 Perfil materno de acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa
(LCPUFAS) e crescimento fetal

A deficiéncia ou o consumo excessivo de algum nutriente pode apresentar impacto
direto na saude da crianca durante o periodo intrauterino, ou mesmo apdés o
nascimento (ROGERS et al., 2013; OLSEN et al., 2008). Em gestantes, o adequado

perfil e ingestdo de &cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (LCPUFAS) esta
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relacionado a beneficios para a méae e o filho (JUDGE et al., 2012; VAN EIJSDEN et
al., 2008). Os LCPUFAs séao provenientes da alimentacédo e/ou do estoque corporal
maternos, e transferidos pela placenta para o feto em processo mediado por
proteinas especificas de transferéncia, que incluem as proteinas de transporte de
acidos graxos (FATP), a translocase de &cidos graxos (FAT / CD36), a proteina de
ligacdo de acidos graxos da membrana plasmatica (FABPpm), e as proteinas de
ligacdo de acidos graxos (FABP) (BRETT et al., 2014; LAGER e POWELL, 2012).

No periodo intrauterino e até os seis meses ap0s 0 nascimento, a crianca depende
fundamentalmente da transferéncia materna de LCPUFAs pelo corddo umbilical e
pelo leite materno (DIRIX et al., 2009b; XIE E INNIS, 2008). Isso porque a placenta
nao possui as enzimas delta-5 e delta-6 dessaturases para converter os acidos
graxos essenciais de 18 carbonos em LCPUFAs, e a atividade enziméatica no feto e
na crianca menor de seis meses € muito limitada. Como modo de compensacéo,
durante a gestacado, a placenta tende a priorizar o transporte de LCPUFAs para o
sangue fetal, indicando a preferéncia do enriquecimento do sangue fetal por, na
ordem DHA > AA > ALA > LA (HANEBUTT et al., 2008).

As recomendacdes de consumo de lipideos totais e de acidos graxos na gestacao
sdo semelhantes as recomendacdes da populacdo em geral, com diferencas apenas
nas recomendacdes de LCPUFAs n-3 (INSTITUTE OF MEDICINE, 2005). A
Comisséo Europeia de Projetos de Pesquisa em Metabolismo Lipidico Perinatal
recomenda que o consumo de DHA na gestacéo seja de, no minimo, 200 mg/dia e
indica que essa quantidade pode ser alcancada por meio do consumo de uma ou
duas porcbes por semana de peixes marinhos gordurosos, como arenque, cavala,
sardinha e salmdo (KOLETZKO et al., 2007). J4 a FAO (2010) recomenda que na
gestacdo e na lactacdo o consumo de DHA seja de no minimo 200mg/dia; e o de
DHA+EPA de 300 mg/dia.

EPA e DHA sdo os LCPUFAs que mais se destacam quanto aos beneficios a saude
materna e da crianga. Durante o periodo gestacional, ocorre deposi¢cado de grandes
guantidades de DHA na retina e no tecido cerebral do feto, 0 que sugere a evidente
importancia desse nutriente no desenvolvimento de fungées nobres no organismo da
crianca. Na retina, o DHA é o principal constituinte, enquanto que no tecido cerebral
encontram-se principalmente o DHA e o AA (INNIS, 2007; INNIS, 2014). Ha& muito



31

tempo, tem sido postulado que maiores concentragcdes de PUFAs n-3 associado a
menores concentragdes de PUFAs n-6 potencializam o desenvolvimento cerebral e
visual de criancas (SIMOPOULOUS et al., 1999).

Outros beneficios dos LCPUFAs n-3 na gestacdo estdo relacionados com a menor
incidéncia de alergias e doencgas asméticas em criancas (GUNARATNE et al., 2015;
NOAKES et al., 2012; OLSEN et al., 2008), sendo esses efeitos presentes mesmo
em criancas mais velhas (OLSEN et al., 2008). Recentemente, foram observados
menores concentracdes plasmaticas de DHA no corddo umbilical de recém-nascidos
de mées diabéticas, e associacdo entre reducdo das concentracbes plasmaticas de
DHA com menor sensibilidade insulinica em recém-nascidos, mesmo apés ajuste
dos dados segundo covariaveis. Foi sugerido que o DHA pode ter importante papel

na “programacgao” neonatal do diabetes melito na vida adulta (ZHAO et al., 2014).

Alguns autores também associam o perfil de LCPUFAs n-3 e n-6 com o crescimento
fetal (GOULD et al., 2016; KAR et al., 2016; GUNARATNE et al., 2015; HARRIS e
BAACK, 2015; MOLTO-PUIGMARTI et al., 2014; ZHAO et al., 2014; CARLSON et
al., 2013) e a duracao da gestacdo (CHRISTIAN et al., 2016; CHEN et al., 2016;
CARLSON et al., 2013; RAMAKRISHNAN et al., 2010; VAN EIJSDEN et al., 2008;
FACCHINETTI et al., 2005, SMUTS et al., 2003, OLSEN et al., 1991). Segundo Dirix
et al. (2009b), os efeitos negativos no peso e comprimento ao nascer € resultado da
menor concentracdo de LCPUFAs n-3 no corddo umbilical. Isso significa que a
menor disponibilidade de LCPUFAs n-3 no sangue materno, ou mesmo a menor
capacidade de transferéncia materno-fetal de LCPUFAs pelo corddo umbilical, pode

ser um fator determinante do crescimento e desenvolvimento fetais.

Em um estudo randomizado duplo-cego com 350 gestantes com menos de 20
semanas gestacionais, a duracdo da gestacao foi 2,87 dias maior nas gestantes
suplementadas com 600mg de DHA. As criancas das maes suplementadas eram
maiores (+172g) e possuiam circunferéncia cefalica 0,5cm maior (CARLSON et al.,
2013). Em uma revisdo sistematica com metanalise, Kar et al. (2016) avaliaram o
efeito dos PUFAs n-3 na ocorréncia de nascimento pré-termo. Avaliando seis
estudos (4193 mulheres), observou-se maior duragcéo da gestacéo (1,95 semanas) e
recém-nascidos com maior peso ao nascer (122,1g) no grupo suplementado com

LCPUFAs n-3, quando comparado com o grupo controle. O risco de parto prematuro
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antes das 34 SG reduziu em 58% e a prematuridade geral (< 37 SG) reduziu em
17% nas gestantes suplementadas.

Por outro lado, o status materno de PUFAs n-6 esta associado negativamente com
os desfechos gestacionais (MEHER et al., 2016, MOLTO-PUIGMARTI et al., 2014;
DIRIX et al., 2009a; VAN EIJSDEN et al., 2008). Propbe-se que o AA esteja
relacionado com a ocorréncia de parto prematuro, ja que é utilizado na sintese de
prostaglandinas da série 2, responsaveis pelo inicio do trabalho de parto por
favorecem o amadurecimento cervical e a contracdo uterina. Os LCPUFAs n-3
agiriam de forma contraria, prevenindo o parto prematuro, em razdo da inibicdo da
producdo de eicosanoides derivados do AA por competicdo enzimatica no
metabolismo de PUFAS (MOLTO-PUIGMARTI et al., 2014; OLSEN et al., 1986).

Foi sugerido, entdo, que 0 peso ao nascer seria mera consequéncia do aumento da
duracdo da gestacdo (MAKRIDES et al.,, 2013). No entanto, outro mecanismo
proposto sugere que os eicosanoides originados dos LCPUFAs n-3 também
poderiam favorecer o crescimento e o desenvolvimento fetais pelo aumento do
fornecimento sanguineo para o feto, em razdo da vasodilatacdo dos vasos
sanguineos placentarios e da reducdo da viscosidade sanguinea materna, por
inibicido da agregacdo plaquetaria (MOLTO-PUIGMARTI et al., 2014; VAN
WIINGAARDEN et al., 2014; OLSEN et al., 1900). A combinacdo dos dois
mecanismos parece explicar os efeitos do maior consumo materno de LCPUFAs n-3

na melhoria do peso ao nascer e da duracdo da gestacao.

Os estudos, no entanto, ndo sdo unanimes em mostrar a associacdo entre acidos
graxos poli-insaturados de cadeia longa e crescimento somético, e autores salientam
que as evidéncias sdo limitadas e os resultados dos estudos inconclusivos
(GRIEGER e CLIFTON, 2014; STRATAKIS et al., 2014). Um estudo randomizado
controlado comparou os efeitos da suplementacdo de DHA e da educacgao
nutricional (para aumento do consumo de DHA por meio de peixes e alimentos
fortificados) nos desfechos gestacionais (HARRIS et al., 2015). Tanto a educagéo
nutricional quanto a suplementagcdo com 600mg de DHA aumentaram em 4 a 4,5
dias a duracdo da gestacdo, comparados com o grupo controle (6leo de oliva).
Entretanto, peso ao nascer, comprimento e circunferéncia cefalica ndo diferiram

entre 0s grupos.
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Ramakrishnan et al. (2010) avaliaram os efeitos da suplementagdo materna de DHA
sobre a duragdo da gestacdo e o tamanho da crianga ao nascer. Nesse estudo
mexicano duplo-cego, randomizado, controlado por placebo, 1.094 gestantes (18 a
35 anos de idade; e consumo médio de DHA de 55 mg/dia) foram suplementadas
com 400mg/dia de DHA, proveniente de algas, ou placebo. A suplementacao
ocorreu desde as semanas 18 a 22 até o parto. Nao houve diferencas entre os
grupos nos valores médios de idade gestacional e das variaveis antropométricas da
crianca ao nascer (peso, comprimento e circunferéncia cefalica). Entretanto,
comparadas com 0 grupo controle, as criancas de primigestas suplementadas

apresentaram-se mais pesadas e com maior circunferéncia cefalica.

Saccone et al. (2015) analisaram 34 estudos randomizados controlados, tipo
suplemento/controle ou placebo/tratamento, com gestantes e o0s efeitos da
suplementacdo de EPA e DHA, ou de 6leo de peixe (EPA + DHA), no nascimento
pré-termo, pré-eclampsia, restricdo no crescimento intrauterino, diabetes
gestacional, mortalidade perinatal, pequeno para a idade gestacional, peso ao
nascer, desenvolvimento infantil da retina e do cérebro, e depressao pos-parto.
Acidos graxos poli-insaturados 6mega 3 nédo foram associados com a prevencdo do
nascimento pré-termo e com a frequéncia de baixo peso ao nascer; mas foram
significativamente associados com maior peso ao nascer. Sugeriu-se, assim, que a
suplementacdo de n-3 na gestacao pode aumentar 0 peso ao nascer, mesmo sem

influenciar a frequéncia de criancas com baixo peso ao nascer.

Van Eijsden et al. (2008) sugeriram a existéncia de diferencas étnicas no peso ao
nascer, e que ndo poderiam ser explicadas pelos convencionais fatores de risco
materno fisioldgicos e ambientais, como idade materna, peso, paridade, IMC e
tabagismo. Os autores avaliaram o perfil plasméatico de acidos graxos n-3 e n-6 em
gestantes de varias etnias, da cidade de Amsterdd. Como o estudo avaliou
gestantes de diferentes etnias, incluindo as imigrantes, que residiam na mesma
cidade, esperou-se diminuir as diferencas dos fatores ambientais que poderiam
afetar os resultados do estudo. Apds o ajuste dos resultados segundo as variaveis
maternas fisiologicas e de estilo de vida, incluindo o consumo de peixes e 0leo de
peixe, as diferencas nas concentracfes plasmaticas de acidos graxos entre 0s
grupos foram modestas. Nao foi possivel afirmar que as diferencas étnicas

influenciavam a relacdo entre o consumo de Oleo de peixes e o status de LCPUFASs,
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mas o0 estudo mostrou relevancia cientifica ao apresentar e discutir os fatores
étnicos, possivelmente genéticos, relacionados. Os autores enfatizaram que o
questionario de frequéncia de alimentar era curto e foi validado para a populacdo
dinamarquesa, o que pode ter sido um viés na obtencdo dos dados sobre consumo

de peixe e Oleo de peixe de uma populacdo de varias etnias.

Considerando o exposto na literatura, € aceitavel que exista influéncia dos PUFAS n-
3 e n-6 maternos no crescimento e desenvolvimento intrauterino (KOLETZKO et al.,
2011; OLSEN et al., 2008; VAN EIJSDEN et al., 2008). No entanto, a divergéncia
nos resultados deve ser considerada e investigada. Alguns autores sugeriram
variacfes genéticas nos genes das dessaturases (FADS) (GONZALEZ-CASANOVA
et al., 2016; MOLTO-PUIGMARTI et al., 2014; LATTKA et al., 2013, XIE E INNIS,
2008) que resultariam na alteracdo do status materno de &cidos graxos poli-
insaturados, modificando a disponibilidade de LCPUFAs para o feto (VAN EIJSDEN
et al., 2008).

3.4 Polimorfismos dos genes das dessaturases (FADS)

As variacfes nas sequéncias do DNA sdo comuns, e podem se apresentar de varias
formas. Quando essa variacdo ocorre em frequéncia maior que 1% na populacéo é
chamada de polimorfismo, e a mutacdo ocorre quando a frequéncia da variacéo
genética é menor que 1%. Dentre os polimorfismos, sdo encontrados: 1)
Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP), que sdo aqueles que apresentam a
substituicdo de um Unico nucleotideo na sequéncia do DNA; 2) Polimorfismos de
insercdo e delecdo, caracterizados pela adicdo ou supressdo de um ou mais
nucleotideos; e 3) Minissatélites e microssatélites, que sdo um nuamero variavel de
um conjunto de sequéncias repetidas na molécula de DNA (BALASUBRAMANIAN et
al., 2004).

Os SNPs podem afetar a transcricdo génica, quando presente nas regides
promotoras ou reguladoras do gene. Quando ocorre nas regides de éxons pode

alterar o aminoacido traduzido e, portanto, a estrutura e a funcdo da proteina. Ao
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contrario do que se pressupfe, os SNPs que ocorrem em regiées nao traduzidas,
como os introns e proximo as jungdes intron-éxons, possuem grande relevancia ao
afetarem a estabilidade do RNAmM ou a ocorréncia do splicing de DNA,
respectivamente (BALASUBRAMANIAN et al., 2004). Entretanto, nem todo SNP é
prejudicial ou importante do ponto de vista clinico, e a sua relacdo com as doencas
deve ser verificada em estudos populacionais.

A conversao enddgena de acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa, embora
seja dependente da ingestdo alimentar, também pode ser influenciada pelo perfil
genético do individuo. Variantes genéticas estdo sendo estudadas nesse sentido,
como as dos genes das dessaturases de acidos graxos 1 (FADS1) e 2 (FADS2) que
codificam as enzimas delta-5 dessaturase e delta-6 dessaturase, respectivamente
(KOLETZKO et al., 2011; LU et al., 2010). Estudos desenvolvidos tanto em adultos
(HONG et al., 2013) quanto em criancas e adolescentes (BOKOR et al., 2010),
mostraram que os SNPs dos genes FADS sdo importantes determinantes das
concentracfes sanguineas de acidos graxos poli-insaturados das séries 6mega 3 e
6.

O agrupamento de genes humano das dessaturases (FADS - fatty acid
dessaturases) foi mapeado no ano 2000, esta localizado no cromossomo 11ql12-
13.1 (KOLETZKO et al.,, 2011; BOKOR et al., 2010; MARQUARDT et al., 2000)
(Figura 2), e apresenta 91,9kb, envolvendo as regides de 17,2kb, 39,1kb e 18,0kb
dos genes FADS1, FADS2 e FADS3, respectivamente. Cada um desses trés genes
apresenta organizagdo similar de éxons e introns (12 éxons e 11 introns). Os genes
FADS1 e FADS2 possuem orientagdo inversa, sendo o éxon 1 de ambos os genes
separados por uma regido de 11kb (AL-HILAL et al., 2013, GLASER et al., 2011).
Essa proximidade das regides promotoras sugere que a transcricdo possa ser
controlada por sequéncias regulatérias em comum (AL-HILAL et al., 2013). O gene
FADS3 esta localizado a 6.0kb no lado telomérico do gene FADS2 (LATTKA et al.,
2010b). O gene FADS3 € pouco estudado, pois ndo apresenta importancia
conhecida no metabolismo de LCPUFAs (REARDON et al., 2013).

No agrupamento dos genes FADS, foram identificados mais de 500 polimorfismos,
presentes no banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology

Information) (LATTKA et al., 2010b). Os alelos de menor frequéncia, ou polimérficos,
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dos genes FADS séo relativamente comuns na populacdo em geral, e alcangcam
niveis entre 11% e 40%; dada sua prevaléncia e relevancia, podem ser
considerados um problema de saude publica (KOLETZKO et al., 2011). Individuos
carreadores do alelo de menor frequéncia (Heterozigoto — Mm; ou homozigoto para
o alelo de menor frequéncia — mm) geralmente apresentam maiores quantidades
sanguineas ou em tecidos do substrato das dessaturases, os precursores ALA e LA,
e menores quantidades dos seus produtos, os LCPUFAs (AA, EPA e DHA) (WANG
et al.,, 2015; TINTLE et al., 2015; GLASER et al., 2011; KOLETZKO et al., 2011).
Autores sugerem que essa condicdo é resultado da menor atividade das
dessaturases, e, por isso, da menor conversdo enddgena de LCPUFAs (LATTKA et
al., 2013; HONG et al., 2013; KOLETZKO et al., 2011).

13 12 122 12 131 133 135141 143 21 222 223 231 233 24 25
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61,328 FADS1 61,341 61,362 FADS2 61,381 61,398 FADS3  ¢1,418

Figura 2. Representacao esquematica dos genes FADS1, FADS2 e FADS3,
localizados no cromossomo 11, com organizacdo de éxons / introns e localizagédo de

alguns SNPs
Fonte: GLASER et al., (2011).

A atividade das enzimas dessaturases € de dificii mensuracdo em humanos
(CHILTON et al., 2014), ja que estao presentes principalmente no figado (HESTER
et al.,, 2014, HOWARD et al., 2014). Assim, varios autores tém empregado indices
da atividade enzimatica, que podem ser utilizados como referéncia em estudos
epidemioldgicos (LATTKA et al., 2013; FREEMANTLE et al., 2012). Esses indices
nao avaliam diretamente a atividade enzimatica, ja que medem apenas a razao entre

0s substratos e produtos das dessaturases circulantes (CHILTON et al., 2014). Os
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mais utilizados so o indice Delta-5 Dessaturase (D5D), estimado pelo uso da razéo
acido araquidénico (AA, 20:4; n-6) / dihomo-gama linolénico (DGLA, 20:3; n-6), e 0
indice Delta-6 Dessaturase (D6D), estimada pela razdo DGLA (20:3; n-6) / acido
linoleico (LA, 18:2; n-6) (WOLTERS et al.,, 2014; FREEMANTLE et al., 2012).
Também sao utilizadas as razdes EPA (20:5; n-3)/ALA (18:3 n-3) e AA (20:4; n-6)/LA
(18:2; n-6) na estimativa da razdo substrato:produto das dessaturases
(GILLINGHAM et al., 2013). Por se tratar de uma medida indireta da atividade
enzimatica, os resultados devem ser utilizados com cautela, pois podem refletir ndo
apenas influéncias genéticas como outros fatores ambientais e dietéticos
(WOLTERS et al., 2014).

Vérios estudos tém sido dedicados a avaliar a importancia clinica das alteracdes nas
concentracbes de LCPUFAs mediado pelos polimorfismos dos genes FADS
(CORMIER et al., 2012; STANDL et al., 2012; MARTINELLI et al., 2008). Em adultos
e criancas, a presenca de variantes dos genes FADS tem sido relacionada com risco
cardiovascular, ja que a reducao das concentracées de LCPUFAs, principalmente da
série n-3, pode induzir a dislipidemia e a resposta pro-inflamatoria, favorecendo o
dano vascular relacionado com a aterogénese (CORMIER et al., 2012; STANDL et
al., 2012; MARTINELLI et al., 2008). No entanto, alguns autores n&o encontraram
associacado ou mostraram relacéo inversa entre alguns SNPs e as concentragfes de
LCPUFAs (DING et al., 2016; SCHUCHARDT et al.,, 2016; YEATES et al., 2015;
HONG et al., 2013; LATTKA et al., 2013; AZRAD et al., 2012), o que aumenta a
necessidade de mais estudos de associacdo sobre o assunto.

Os estudos com a populacdo gestante buscam avaliar se essas variantes genéticas
estdo relacionadas com o perfil de &cidos graxos no sangue materno e no cordao
umbilical, e qual a influéncia na saude da crianca (STEER et al., 2012). Sugere-se
gue a presenca de variantes dos genes FADS em gestantes podem interferir na
disponibilidade de LCPUFAs para o feto, e afetar negativamente o seu crescimento
e desenvolvimento (KOLETZKO et al., 2011; LATTKA et al., 2010b; VAN EIJSDEN
et al., 2008; XIE E INNIS, 2008).

No estudo de Xie e Innis (2008), verificou-se que, no plasma sanguineo e no leite
materno, eram menores as concentracdes de LCPUFAs n-3 e n-6 e maiores de LA e

ALA em mulheres homozigotas para o alelo de menor frequéncia dos SNPs
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rs174553 (GG — gene FADS1), rs99780 (TT — gene FADS2) e rs174583 (TT — gene
FADS2). O mesmo resultado foi encontrado no leite materno de mulheres
homozigotas para o alelo de menor frequéncia do SNP rs174575 (GG) do gene
FADS2. Steer et al. (2012) verificaram resultados semelhantes para as
concentragcbes de acidos graxos em eritrocitos maternos. O perfil de acidos graxos
do corddo umbilical se associou tanto com o genoétipo materno quanto com o
genotipo da criangca. No entanto, ndo encontraram associacdo entre o genotipo
materno e o perfil de acidos graxos em criancas de 7 anos de idade. Os autores
sugeriram que, nessa idade, as concentracbes de LCPUFAs sejam dependentes
apenas do gendtipo da crianca, ndo sendo observadas influéncias do ambiente

materno intrauterino em periodos futuros da vida da crianca.

Lattka et al. (2013) sugeriram que tanto os genotipos FADS maternos e os das
criangcas influenciavam as quantidades plasmaticas de LCPUFAs no corddo
umbilical. Nesse estudo, que avaliou dezoito SNPs em mais de 2000 maes e
criancas na Inglaterra, os alelos de menor frequéncia se associaram com maiores
guantidades dos acidos graxos essenciais LA e ALA, e menores quantidades de
LCPUFAs n-3 e n-6, exceto para o alelo de menor frequéncia do SNP rs498793
(FADS2), que apresentou resultado contrario ao de todos os outros SNPs. Os
autores mostraram ainda que grande parte dos gendtipos maternos avaliados
apresentavam maior influéncia nas concentracdes de acidos graxos n-3 de 18 ou 20
carbonos, enquanto que os genotipos fetais se relacionavam com os LCPUFASs n-6.
Sugeriu-se a possivel capacidade fetal de sintetizar LCPUFAs, mesmo
reconhecendo a menor atividade enzimatica de criancas na fase intrauterina. Esses
resultados ainda ndo se encontram consolidados pela literatura, mas sao relevantes

e sugerem a necessidade de mais estudos.

Apesar de escassos, a maioria dos estudos desenvolvidos com gestantes sugere
gue os polimorfismos dos genes FADS1 e FADS2 estdo associados com maiores
concentracbes de LA e ALA, e menores concentracbes de LCPUFAs (AA, EPA e
DHA). Os estudos sdo importantes, tendo em vista que as variacbes genéticas
podem influenciar a disponibilidade materna de acidos graxos essenciais para o feto
(XIE E INNIS, 2008). Foram encontrados poucos estudos que associavam a
presenca dos SNPs dos genes FADS em gestantes com o resultado obstétrico e a
satde da crianca (MOLTO-PUIGMARTI et al., 2014; MORALES et al., 2011).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Molt%C3%B3-Puigmart%C3%AD%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24991040
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Koletzko et al. (2011) discutiram sobre a necessidade de mais estudos que avaliem
a associacao entre os polimorfismos dos genes FADS, concentracdes corporais de
DHA, e desenvolvimento infantil, a fim de se verificar a relevancia biolégica das
concentracdbes de acidos graxos gene-dependentes. O consumo alimentar também
apresenta relevante influéncia no perfil materno de LCPUFAs, e destaca-se como
importante varidvel a ser considerada. Estudos de interacdo gene-nutriente parecem
adequados para auxiliar na compreensao da influéncia dos polimorfismos dos genes
FADS e do consumo materno de PUFAS no peso da crianga ao nascer e na duracéo

da gestacéo.

3.6 Interacao gene-nutriente na gestacao

Trés importantes linhas de estudo sobre genética foram criadas na nutricdo, e estdo
inseridas na Gendmica Nutricional: a nutrigendmica, a epigendmica nutricional e a
nutrigenética. A nutrigenémica estuda a interacdo dos nutrientes e de compostos
bioativos dos alimentos na expressao génica, e as consequentes alteracfes na
sintese de proteinas e na producdo de outros metabdlitos associados ao gene. A
epigenética nutricional pressupde que determinados nutrientes podem ativar ou
silenciar a expressdo de genes por meio de mecanismos epigenéticos, como a
metilacdo das histonas ou do DNA. Essa modulacdo génica reversivel ocorre sem
alterar a sequéncia do DNA, alterando apenas o fenétipo do individuo, podendo
induzir ou prevenir a ocorréncia ou progressao de uma determinada doenca
dependendo do gene afetado (DOO e KIM, 2015; VAHID et al., 2015; DESSI et al.,
2014; FARHUD et al., 2010).

A nutrigenética avalia o impacto das diferencas genotipicas na resposta a ingestao
alimentar, e sua influéncia sobre o estado de saude e o risco de doencas (CAMP e
TRUJILLO, 2014). Nesse caso, 0 genotipo individual pode conferir alteracbes
especificas no metabolismo de nutrientes, como alteracdes na absor¢édo, conversao
metabdlica, producéo e atividade enzimaticas, armazenamento e excre¢ao, as quais
seriam responsaveis por respostas individuais a dieta. Dessa forma, o consumo de

um nutriente por individuos ou populagées com determinado genétipo pode atenuar
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ou potencializar um agravo ou condi¢cdo de saude, sendo a resposta diferente para o
outro gendtipo. Estudos desse tipo sdo importantes, pois auxiliam na compreensao
da influéncia genética na resposta a alimentacao, permitindo que as recomendacdes
dietéticas sejam personalizadas e os planos alimentares planejados precocemente a
fim de prevenir ou atenuar a ocorréncia de determinadas doencas ou agravos a
salide (DOO e KIM, 2015; DESSI et al., 2014; FARHUD et al., 2010).

O Projeto Genoma Humano € considerado o principal marco desses estudos, uma
vez que permitiu melhor compreensao da influéncia genética nas varias areas da
saude (CAMP e TRUJILLO, 2014). Estudos que associam nutricdo e genética sdo
recentes e parecem propor nova perspectiva na compreensao de condicdes e
agravos multifatoriais (DOO e KIM, 2015; VAHID et al., 2015). Segundo Chilton et al.
(2014), o padrdao de consumo de PUFAS e a frequéncia das variantes dos genes
FADS em determinadas populacdes pode explicar a maior suscetibilidade e
gravidade de certas doencas, como as doencas cardiovasculares, em grupos

especificos.

Individuos com o alelo de menor frequéncia (Mm ou mm), comumente associados a
menor atividade das enzimas dessaturases, costumam se beneficiar da maior
ingestdo ou suplementacao de acido a-Linolénico (ALA) (Figura 3) (HELLSTRAND
et al., 2014; GILLINGHAM et al, 2013; HELLSTRAND et al, 2012) e,
principalmente, de DHA (GONZALEZ-CASANOVA et al., 2016; SCHOLTZ et al.,
2015; MOLTO-PUIGMARTI et al., 2014; AL-HILAL et al., 2013). Gilingham et al.
(2013), em um estudo randomizado, duplo cego, cross-over, comparou trés dietas
experimentais, em 39 adultos e idosos, quanto ao perfil de acidos graxos segundo
gendtipos FADS. O estudo investigou se, nos genétipos associados a menor
atividade das dessaturases, a reducdo das concentracdes plasmaticas de LCPUFAs
omega 3 (EPA e DHA) seria compensada pelo aumento da ingestédo de ALA. Ao final
do estudo, observou-se que, para os quatro SNPs avaliados (FADS1: rs174545,
rs174537, rs174561 e FADS2: rs174583), o consumo de dieta enriquecida com ALA,
suplementada com 6leo de linhaca, aumentou apenas as concentracdes de EPA nos

homozigotos para os alelos de menor frequéncia.

Hellstrand et al. (2012), em uma coorte prospectiva na Suica com 4.635 individuos,

mostraram que o aumento do consumo da relagdo ALA/LA elevou as concentragbes
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Figura 3. Diagrama causal da prematuridade e do baixo peso ao nascer relacionado ao metabolismo de acidos graxos poli-
insaturados 6mega 3 e 6, sendo a) variavel independente: consumo de PUFAS; b) modificador de efeito: polimorfismos dos genes
das dessaturases (FADS).

Siglas: PUFAS = Acidos graxos poli-insaturados. LA = Acido linoleico (18:2; n-6). AA = Acido araquiddnico (20:4 n-6). ALA = Acido a-linolénico (18:3; n-3).
EPA = Acido Eicosapentaenoico (20:5; n-3). DHA = Acido docosa-hexaenoico (22:6; n-3). Covariaveis: 1, 2, 5 e 6 afetam os PUFAS plasmaticos; 4 e 5
afetam a atividade das enzimas dessaturases; 3 a 5 afetam o consumo de PUFAS; 1 a 7 afetam 0 peso ao nascer e a duracdo da gestacao.
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da lipoproteina de alta densidade (HDL) em adultos que carreavam o alelo de menor
frequéncia do SNP rs174547 (TC e CC — gene FADS1), sem efeitos nos
homozigotos para o alelo de maior frequéncia (TT). Ainda ndo esta totalmente claro
se as concentracfes de ALA sao fatores de protecdo independentes, ou se seus
efeitos séo relativos a sua conversdo em EPA e DHA (HELLSTRAND et al., 2014).

Scholtz et al. (2015), em um ensaio clinico com 205 gestantes, mostraram que a
suplementacdo com 600mg de DHA, proveniente de algas, nos ultimos dois
trimestres de gestacdo foi responsavel por maiores concentracbes de DHA no
plasma e em células vermelhas em comparacdo ao tempo inicial do estudo
(baseline), independente do gendtipo (rs1745533 — FADS1 e rs174575 — FADS2).
Nas gestantes homozigotas para o alelo de menor frequéncia, a suplementacéo de
DHA reduziu as concentracdoes de AA, em comparacdo com o baseline. Isso indica
que as gestantes homozigotas para o alelo de menor frequéncia podem se
beneficiar da suplementacdo de DHA nos ultimos trimestres da gestacdo, por
manterem concentracdes mais elevadas de DHA e melhor razdo DHA:AA. Segundo
0s autores, a suplementacdo de DHA reduz AA por um mecanismo de feedback
negativo em relacdo a via metabdlica adjacente, uma vez que o aumento de DHA
inibe a rota metabdlica dos acidos graxos da série n-6, diminuindo a conversao de
LA em AA.

No estudo de Hasrslgf et al. (2013), com criangas de 9 meses a 3 anos de idade, os
gendtipos FADS e o consumo de peixes eram responsaveis por 3% e 1,5%,
respectivamente, da variagdo de DHA eritrocitario, sendo o aleitamento materno o
maior responsavel por essa variacdo (~20%). Apesar de pequena, a taxa de
variacao explicada pelos gendtipos FADS é bastante relevante, jA que nesse estudo
foram analisados apenas quatro SNPs, enquanto outros ndo avaliados se somariam
a esses resultados. Ainda, destaca-se que a atividade das enzimas delta-5 e delta-6
dessaturases € limitada no feto e na criangca menor de 6 meses (Hanebutt et al.,
2008), o que sugere a possibilidade de que niveis semelhantes sejam observados

em adultos.

N&o é possivel generalizar o efeito dos polimorfismos dos genes FADS na atividade
enzimatica das dessaturases. Primeiro, porque os estudos ndo avaliam diretamente

a atividade enzimatica, ja que medem apenas a razao entre 0s substratos e produtos
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das dessaturases circulantes ou celulares. E possivel que as variantes dos genes
FADS alterem a acdo de enzimas envolvidas nas etapas de transcricdo/expressao
génica (CHILTON et al., 2014). Segundo, o alelo de menor frequéncia de certos
SNPs dos genes FADS podem se associar com 0 aumento da concentragcao de DHA
(HARSLQF et al., 2013), embora o perfil protetor associado a esses SNPs néo seja
consenso (DING et al.,, 2016; SCHUCHARDT et al.,, 2016; YEATES et al., 2015;
MOLTO-PUIGMARTI et al., 2013; AZRAD et al., 2012).

Os gendtipos de melhor eficiéncia de conversdo de LCPUFAs também parecem
modular a relacdo entre consumo de PUFAs e o desenvolvimento de doencas. E
provavel que, em resposta a maior razdo LA/ALA na alimentagdo, a ativacdo da via
de conversdo enddgena dos acidos graxos n-6 seja potencializada nesse gendétipo, e
resulte na menor conversdo endégena de DHA em razdo da competicdo enzimatica
dos substratos LA e ALA (CHILTON et al., 2014). Para Chilton et al. (2014), o
consumo do padrdo de dieta ocidental, rica em ALA, por individuos que apresentem
variantes dos genes FADS associados a maior eficiéncia das dessaturases resulta
no aumento da concentracdo de AA e da sintese de eicosanoides pro-inflamatorios,
e, consequentemente, no aumento do risco de desenvolvimento de doencas
associadas aos processos inflamatoérios. Sugere-se que, nesse genotipo, pode ser
especialmente desfavoravel a ingestao da maior razdo LA/ALA, resultante do baixo

consumo de ALA e/ou do elevado consumo de LA.

Estudos ja demonstraram que as variantes dos genes FADS e a ingestdo de PUFAs
interagem e modulam o perfil de LCPUFAs no organismo (SCHOLTZ et al., 2015;
AL-HILAL et al., 2013; GILLINGHAM et al., 2013; HARSLQF et al., 2013; CORMIER
et al., 2012; HELLSTRAND et al., 2012; LATTKA et al., 2011; MOLTO-PUIGMARTI
et al., 2010) as concentracdes de lipideos séricos (HELLSTRAND et al., 2012;
STANDL et al.,, 2012; LU et al., 2010), o risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (HELLSTRAND et al.,, 2014) e o quociente de inteligéncia de
criancas (STEER et a., 2013). Entretanto, pouco se sabe sobre a modulagdo dos
polimorfismos dos genes FADS na relagdo entre ingestdo materna de PUFAS e
resultado obstétrico (GONZALEZ-CASANOVA et al., 2016; MOLTO-PUIGMARTI et
al., 2014).
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Até o momento, foram encontrados apenas dois estudos que avaliaram a interacéo
entre genes FADS e ingestdo de PUFAS durante a gestacdo nos resultados
obstétricos (GONZALEZ-CASANOVA et al., 2016; MOLTO-PUIGMARTI et al., 2014).
Gonzalez-Casanova et al. (2016) utilizaram amostras sanguineas de um estudo
randomizado duplo cego no México realizado com 654 gestantes de 18 a 22
semanas gestacionais, divididas em grupos placebo ou suplementadas com
400mg/dia de DHA. Foi mostrado que gendtipos dos SNPs rs174556 (FADSL1),
rs498793 (FADS2) e 174455 (FADS3) nado modificaram a associacdo entre
suplementacdo de DHA e peso ao nascer. No entanto, recém-nascidos de maes que
carreavam um ou dois alelos de menor frequéncia (TT e TC) do SNP rs174602
(FADS2) eram mais pesados no grupo suplementado. Ndo houve diferencas no
peso em recém-nascidos de maes homozigotas para o alelo de maior frequéncia
(CC).

O resultado do estudo de Gonzalez-Casanova et al. (2016) indica que gestantes
carreadoras de um ou dois alelos de menor frequéncia do SNP rs174602 (FADS2)
sdo consideradas de risco para o baixo peso ao nascer. Nesse caso, a
suplementacdo com 400mg de DHA pode diminuir esse risco, aumentando o peso
das criancas ao nascer por compensar uma alteracdo metabodlica geneticamente
determinada, que culmina em menor concentragdo de DHA no organismo.
Provavelmente, as criancas de maes homozigotas para o alelo de maior frequéncia
nao apresentaram diferencas no peso ao nascer em razdo da melhor atividade
enzimatica das dessaturases, caracterizada pela maior taxa de conversdao de ALA
em DHA, e n&o necessitariam de DHA externo (suplementado).

Molté-Puigmarti et al. (2014) mostraram resultado diferente para o SNP rs174556
(FADS1), que nao apresentou interagdo gene-nutriente no estudo de Gonzalez-
Casanova et al. (2016). Gestantes homozigotas para o alelo de menor frequéncia
do SNP rs174556 (TT) apresentavam criancas mais leves (-140g) que as
homozigotas de maior frequéncia. Nas homozigotas de menor frequéncia a ingestao
de DHA se associava positivamente com peso ao nascer, enquanto que a ingestao
de AA se associava negativamente. N&o foi observada interacdo gene-nutriente na
duracdo da gestacdo para essa variante genética. O gendétipo fetal, avaliado no
corddo umbilical, ndo influenciou o peso ao nascer e a duragéo da gestacéo, e néo

modificou a associacao entre ingestdo de PUFAs e os desfechos gestacionais.
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No atual estado da arte, os estudos de interacdo gene-nutriente envolvendo as
variantes do agrupamento de genes FADS apontam para a necessidade de
identificacdo dos SNPs com real relevancia para a sautde humana e com importancia
para utilizacdo préatica. A complexidade das interacdes gene-nutriente, a grande
variedade de polimorfismos no agrupamento de genes FADS e a existéncia de
dados contraditorios sobre a influéncia de cada um desses variantes no metabolismo

de PUFAS estéo entre os principais desafios na atualidade.

A investigacdo dos efeitos da ingestdo habitual de PUFAS parece interessante
nessa perspectiva. Os estudos de suplementagcdo faciltam a observacdo de
causalidade, mas sédo de limitada extrapolacdo, dadas as diferencas entre os
estudos na quantidade e na composicdo dos suplementos (6leo de peixe, DHA +
EPA, DHA isolada), no periodo e na duracdo da intervencdo (SACCONE et al.,
2015; CARLSON et al., 2013; CAMPOY et al., 2012; RAMAKRISHNAN et al., 2010).
Além disso, nota-se que a maioria dos estudos encontrados avaliou o efeito da
suplementacdo de DHA nos resultados obstétricos utilizando doses elevadas (300 a
600 mg/dia) (KAR et al.,, 2016; HARRIS et al., 2015; CARLSON et al.,, 2013),
superiores as recomendacgfes de ingestdo de 200mg/dia de DHA para gestantes
(KOLETZKO et al., 2007).

Os polimorfismos s174575, rs174561 e rs3834458 tém sido relacionados, na
literatura, com alteracdes nas concentracdes de LCPUFAs em criancas, gestantes e
lactantes (KOLETZKO et al., 2011; MOLTO-PUIGMARTI et al 2010; RZEHAK et al.,
2010; XIE E INNIS, 2008), mas ainda ndo foram testados em gestantes quanto a
interacdo gene-nutriente no peso da crianga ao nascer e na duracao da gestacdo. O
SNP localizado no gene FADS1, rs174561, é uma transi¢ao do tipo T/C, e influencia
diretamente os niveis de transcricdo da delta-5 dessaturase. O rs174575, localizado
no gene FADS2, € uma transversao do tipo C/G, com funcdo ainda desconhecida no
metabolismo de LCPUFAs (GILLINGHAM et al., 2013; MOLTO-PUIGMARTI et al.,
2013; MOLTO-PUIGMARTI et al., 2010). Em geral, os alelos de menor frequéncia G
e C dos polimorfismos rs174575 e rs174561, respectivamente, sdo relacionados
com maiores concentracOes dos substratos das dessaturases, LA e ALA, e menores
dos produtos de cadeia longa, AA, EPA e DHA (AL-HILAL et al., 2013; GILLINGHAM
et al., 2013; STEER et al., 2012).
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O rs3834458 esta localizado na regido intergénica entre FADS1-FADS2, na regido
promotora do gene FADS2. Trata-se de uma substituicdo do tipo insercéo/delecao;
nesse caso, o alelo T é suprimido por uma delecdo (YEATES et al., 2015; MOLTO-
PUIGMARTI et al., 2013; GILLINGHAM et al., 2013; MOLTO-PUIGMARTI et al.,
2010). O interesse nesse SNP esté relacionado principalmente com sua localizagéo,
por se tratar de uma regiao reguladora da transcricdo génica.

Alguns autores sugerem possivel efeito protetor do polimorfismo rs3834458 (FADS),
ja que a concentracdo de DHA seria maior em individuos homozigotos de menor
frequéncia (DelDel) (STEER et al., 2013; HARSLQF et al., 2013). De acordo com
Steer et al. (2013), parece existir efeitos opostos dos SNPs localizados na regiédo
promotora, como o rs3834458, e dos situados nos intros do gene FADS2.
Evidéncias sugerem possivel aumento da transcricdo nos alelos de menor
frequéncia desse SNP, provavelmente por facilitar a ligacdo do fator de transcricéo
ELK1 (NWANKWO et al., 2003), embora o perfil protetor associado a esse SNP nao
seja consenso (DING et al., 2016; SCHUCHARDT et al., 2016; YEATES et al., 2015;
MOLTO-PUIGMARTI et al., 2013; AZRAD et al., 2012; LATTKA et al., 2010a).

A escassez de conhecimento sobre o tema na populagdo materno-infantil e o
limitado nimero de SNPs investigados nesse grupo, nos mostra um interessante
direcionamento para estudos sobre saude do recém-nascido. Os gendtipos
maternos dos genes FADS aparecem como potenciais modificadores de efeito na
relacdo entre consumo de PUFAS e o resultado obstétrico, o que pode explicar a
variabilidade dos resultados em estudos de associagdo. Torna-se evidente a
relevancia de se compreender a influéncia e interacdo da ingestdo materna de
LCPUFAs e dos SNPs dos genes FADS no resultado obstétrico. O presente estudo
pretende contribuir com discussfes sobre o tema, de modo a permitir melhor
conhecimento nesse campo, considerando os fatores relacionados com o perfil
genético de populacdes especificas, como a populacdo brasileira, em especial, a

populacdo gestante do Recdncavo da Bahia.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Foi realizado um delineamento de coorte prospectivo com de mulheres gestantes
inscritas no servico publico de saude pré-natal do Municipio de Santo Anténio de
Jesus, no Estado da Bahia, no periodo de agosto de 2013 a dezembro de 2015.

4.2 Local do estudo

O estudo foi desenvolvido em Santo Anténio de Jesus, cidade localizada no
reconcavo baiano, no estado da Bahia, Brasil, a 187 km da capital Salvador. De
acordo com o Censo Demogréafico de 2010, a cidade possuia 90.985 habitantes,
cerca de 79.297 na zona urbana. A populacédo estimada para 2014 foi de cerca de
100.550 habitantes. Do ponto de vista econdmico, as principais atividades sao
agricultura, pecuéaria e comércio. Em 2010, o Produto Interno Bruto (PIB) per capita
correspondia a R$ 11.872,96, 60% da média do Estado. A prestacdo de servigos de
salude publica ocorria em 25 unidades de centro de saude/atendimento basico, 36
unidades de atendimento especializado (trés publicos e trinta e seis privados), 5
hospitais e 21 equipes de saude da familia. A média de nascidos vivos no periodo
de 2002 a 2006 foi de 1.459, com um coeficiente de mortalidade infantil de 16,9

6bitos em cada mil nascidos vivos em 2010.

4.3 Populacéo de estudo

As mulheres investigadas integravam a coorte de gestantes do Nucleo de

Investigacdo em Saude Materno Infantil (NISAMI). A coorte do NISAMI acompanhou
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mulheres durante a gestacdo e no periodo pds-parto, entre os anos de 2009 e 2016,
com a finalidade de investigar os fatores determinantes da satde materno-infantil na
zona urbana de Santo Antbnio de Jesus, Bahia, Brasil. No presente estudo,
participaram apenas as gestantes da coorte do NISAMI que concluiram a primeira
etapa da coleta de dados entre agosto de 2013 e dezembro de 2014, e que
aceitaram realizar as avaliagOes adicionais de estimativa do consumo alimentar e a

coleta sanguinea.

Foram incluidas as gestantes clinicamente saudaveis, residentes e domiciliadas na
zona urbana de Santo Antonio de Jesus — Bahia, Brasil, com 18 anos ou mais de
idade, com idade gestacional menor ou igual a 34 semanas no momento da primeira
entrevista, inscritas no servico publico de saude pré-natal da cidade. As excluidas
eram mulheres com gestacdo mdltipla, HIV positivas, com doencas contagiosas,
imunoldgicas e metabdlicas, gestantes veganas (ndo consumiam nenhum alimento
de origem animal), além daquelas que sofreram aborto durante o acompanhamento

da coorte.

4.4 Coleta de dados

Anteriormente a coleta de dados, foi realizado estudo piloto para calibragem dos
instrumentos e equipamentos, e treinamento dos entrevistadores do NISAMI (Figura
4). O hospital-maternidade da cidade recebeu, por meio de doagédo do NISAMI, as
balancas pediatricas utilizadas nas afericbes de peso ao nascer. As equipes de
saude do hospital-maternidade também passaram por treinamento, coordenado pelo

NISAMI, para padronizacdo das aferi¢cdes realizadas na crianga ao nascer.

A coleta de dados do estudo foi conduzida entre agosto de 2013 e dezembro de
2015, e ocorreu em duas etapas: durante a gestacdo e apos o parto. Na primeira
etapa, entre agosto de 2013 e dezembro de 2014, entrevistas padronizadas foram
conduzidas com as gestantes por entrevistadores treinados na rede de atencao
basica de saude por meio da aplicacdo de questionarios (Apéndice A). Foram

obtidas informacdes séciodemograficas, de salude e obstétricas das gestantes e
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agendadas as datas da coleta sanguinea. A coleta sanguinea foi realizada por

profissional capacitado em um laboratério de analises clinicas da cidade, onde

também foram avaliados o peso, a estatura e o0 consumo alimentar da gestante.
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Figura 4. Fluxograma do desenho do estudo conduzido com gestantes adultas
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- Questiondrio Sociodemografico e de Atengdo a salide, antropometria,
consumo alimentar e coleta sanguinea

1 a 34 Semanas Gestacionais

1. REDE DE ATENCAO
BASICA DE SAUDE
- Questionario
Sociodemografico e de
Atencdo a saude

r

4

2. LABORATORIO DE
ANALISES CLiNICAS
- Coleta sanguinea
- Antropometria
- Consumo alimentar
(QFA e R24h1)

3. DOMICILIO
(Subamostra para
valida¢do do QFA)

- Consumo Alimentar
(R24h2 e R24h3)

4

\V 4

4. DEPARTAMENTO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA E
VISITAS DOMICILIARES
- Peso da crianga ao nascer

- Duragdo da gestagao

atendidas no servico publico de saude pré-natal de Santo Anténio de Jesus, Bahia,

Brasil, 2016.

Para validacdo do questionario de frequéncia alimentar (QFA), visitas domiciliares

previamente agendadas foram realizadas em uma subamostra selecionada ao

acaso, até que se completasse o minimo de 50 gestantes com o QFA e trés R24h
(R24h1, R24h2 e R24h3) aplicados. QFAl e R24h1 foram respondidos no mesmo

dia da coleta sanguinea; R24h2 e R24h3 foram aplicados no domicilio da gestante,

em intervalos de 15 a 40 dias entre os R24h (Figuras 4 e 5).
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Apds completar o tamanho amostral necessério para sua validagéo (n = 50), 0 QFA;
continuou sendo aplicado nas gestantes da coorte, no laboratorio de analises
clinicas, até o final da coleta de dados. Esse instrumento foi simultaneamente
utilizado para a construcdo e validacdo do QFA, e determinacdo do consumo de
acidos graxos da amostra. Para que isso fosse possivel, a estimativa final do
consumo de Aacidos graxos pelas gestantes da coorte considerou apenas 0sS
alimentos que constituiram a verséao final do QFA validado, ndo sendo tabulados os

alimentos com consumo insignificativo nessa populacao.
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Figura 5. Fluxograma de aplicacao dos questionarios de consumo alimentar em
gestantes atendidas no servi¢co publico de saude pré-natal de Santo Antonio de
Jesus, Bahia, Brasil, 2016.

Na segunda etapa, entre setembro de 2013 e dezembro de 2015, os dados das
criancas ao nascer foram coletados no Departamento de Vigilancia Epidemioldgica
(VIEP) da Secretaria Municipal de Saude. Visitas domiciliares foram realizadas ao
final do estudo para aquelas gestantes cujos dados dos desfechos gestacionais ndo

foram encontrados no VIEP.

4.5 Avaliacdo antropométrica e calculo da idade gestacional

O peso pré-gestacional foi autorreferido pelas gestantes durante a aplicacdo do
questionario sociodemografico e de saude. O peso e a estatura foram aferidos, em
triplicata, durante o periodo de espera ou apoés a coleta sanguinea, ainda em jejum,

segundo protocolos recomendados por Jelliffe (1968). O indice de Massa Corporal
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foi obtido por meio da formula: peso/estatura?, utilizando-se as médias dos valores
de peso e estatura.

Para a estimativa do peso, foi utilizada balanca eletrénica portatil da marca Marte®,
modelo LC200PS, com capacidade de 200 kg e sensibilidade de 0,05 kg, e para a
estatura o estadidmetro portatil da marca Sanny®, fixado & parede, com capacidade
de 210 cm e precisdo de 0,1 cm.

A idade gestacional foi calculada pela diferenca do tempo transcorrido entre a data
da coleta sanguinea e a data da ultima menstruacdo (DUM), considerando o
primeiro dia da dltima menstruacdo como inicio da gestacdo. A idade gestacional foi
confirmada pelo exame de ultrassonografia, quando presente.

4.6 Coleta sanguinea

Para a coleta sanguinea, as gestantes foram orientadas sobre os procedimentos

Prévios necessarios:

e Permanecer em jejum durante 12 horas antes dos exames;

e Manter a alimentacdo normal nas 48 horas que antecediam o exame,
evitando apenas o consumo de alimentacéo rica em gordura;

e Nao realizar atividades fisicas nas 24 horas precedentes ao exame,

e Na&o ingerir &lcool nas 72 horas que antecediam o exame.

Foram colhidos 8 mL de sangue venoso em tubos Vacutainer® com EDTA, e
realizada centrifugacdo a 2500 rpm por 15 minutos. O plasma, utlizado na
determinacdo do perfil sanguineo de acidos graxos, foi separado e congelado
imediatamente em nitrogénio liquido até o momento das analises. O buffy coat,
utilizado na extracdo do DNA gendmico, foi coletado por meio de pipetagem e
refrigerado (0 a 5°C) até o momento das analises, respeitando o prazo maximo de

72 horas de armazenamento.
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4.7 Anélise molecular

4.7.1 Selecdo dos SNPs

Os SNPs investigados foram os relacionados, pela literatura, com alteracées nas
concentracbes de acidos graxos de cadeia longa em criancas e gestantes
(KOLETZKO et al., 2011; MOLTO-PUIGMARTI et al 2010; RZEHAK et al., 2010; XIE
E INNIS, 2008). Foram selecionados para analise os SNPs rs174575 e rs174561,
localizados na regiao intrénica dos genes FADS2 e FADS1, respectivamente; e o
polimorfismo rs3834458, localizado na regido intergénica entre os genes FADS1 e

FADS2, na regido promotora do gene FADS2 (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas das variantes dos genes FADS1 e FADS2 em uma coorte
de gestantes do NISAMI, 2015.

SNP Gene Posicao Alelos
cromossomica® (pb) (M / m)?
rsl74575 FADS?2 intronl 61834531 C/G
rs174561 FADS1 intronl 61339284 T/C
rs3834458  Intergénico (FADS?2) 61351497 T/Del

! Posicéo foi obtida no National Center for Biotechnology (NCBI, 2015).
>M = alelo de maior frequéncia; m = alelo de menor frequéncia.
®Del = Delecéo

4.7.2 Extracdo de DNA genémico

O DNA genbmico foi extraido a partir do buffy coat, no Laboratdrio de Genética
Humana da UFRB. Utilizou-se o kit de extracdo da Qiagen®, FlexiGene® DNA Kit
(250), de acordo com a metodologia recomendada pelo fabricante. Apds extracdo do

DNA, as amostras foram acondicionadas a -20°C até o momento da genotipagem.
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4.7.3 Determinacao da concentracao e pureza das amostras de DNA

Apos extracdo do DNA gendmico, as etapas subsequentes de analise molecular
foram realizadas no Nucleo de Genética Humana e Molecular da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES), Vitoria, ES.

A determinagéo da concentracao e da pureza do DNA gendmico foram realizadas no
equipamento Thermo Scientific NanoDrop™ 2000 Micro-volume Spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific), utilizando 1 yL de amostra. A solucéo de referéncia, ou
branco, utilizada para calibracdo do equipamento foi o Tampéao Tris-HCL, 10mM, ph
8,5. A pureza da amostra foi observada pelos valores de absorbancia a 280 nm e a
230 nm (GALLAGHER, 2011):

e Razdo A260 / A280: Valores de 1,8 a 1,9 indicam alta pureza das
amostras com DNA.

e Razdo A260/ A230: Valores entre 1,8 e 2,2 indicam pureza.

4.7.4 Genotipagem

Para genotipagem, foram preparadas aliquotas de DNA genbmico com
concentracdo de 30 ng/uL, a partir da diluigho com agua ultrapura das amostras
concentradas. A genotipagem dos SNPs foi realizada por meio da técnica de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em Tempo Real, utilizando ensaios
TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Para cada reacdo de PCR
preparada, com volume final de 20 pL, foram utilizados 10 uL de TagMan®
Genotyping MasterMix 2X (solucdo contendo a enzima TagDNA Polimerase,
desoxinucleotideos e tamp&o com MgCl,), 0,5 L de TagMan® SNP Genotyping
Assay 40X (solucdo de primers e sondas pré-desenhados e validados), 8,5 pL de
agua ultrapura e 1 uL de amostra (30 ng de DNA), conforme instrucfes do fabricante

(Tabela 4).
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Tabela 4. Composig¢ao das reag¢des de 20 pL para genotipagem de SNPs utilizando
ensaios TagMan® pré-desenhados e customizado em equipamento de PCR em

tempo real

Reacdes Tipo de amostra Mix de Reacéao*
Amostra para 1 uL de amostra de DNA gendmico 19 uL
genotipagem (30ng/uL)
Controle negativo 1 uL agua ultrapura 19 uL
Controles positivos** 1 uL de amostra (MM, Mm ou mm**+) (30ng/uL) 19 uL

* 19 pyL de Mix de reagédo continham: 10 yL de 2X TaqMan® MasterMix + 0,5 uL de 40X TagMan®
Predesigned SNP + 8,5 yL de agua ultrapura.

** Controles positivos: genotipados por meio da discriminacéo alélica no equipamento de PCR em
tempo real Rotor Gene-Q 5-Plex HRM (Qiagen®), utilizando sondas TagMan.

*** MM, homozigoto de maior frequéncia; Mm, heterozigoto; mm, homozigoto de menor frequéncia.

O ensaio TagMan® para genotipagem do SNP rs3834458 foi customizado (Custom
TagMan® SNP Genoyping Assay), e continha os seguintes primers e sondas:

e Primers (5-3'): foward AGAGCAGAGGTTCCGCAATT e reverse
GCCTTGGATTAGAGGGCTTTGAA

e Sondas (5-3’): com alelo-T VIC/TCAGACAATCTTAGAAAAG-NFQ e com
alelo-Del FAM/ITCAGACAATCTTGAAAAG-NFQ

Todas as amostras foram genotipadas utilizando a discriminacdo alélica no
equipamento de PCR em tempo real Rotor Gene-Q 5-Plex HRM (Qiagen®), com as
condicbes de termociclagem indicadas pelo fabricante dos ensaios TagMan®
(Tabela 5). O controle de qualidade do padrdo de genotipagem incluiu controles

negativos e positivos em cada rotor (Tabela 4).

Tabela 5. Condicdes de termociclagem para genotipagem de SNPs utilizando

Ensaios TagMan® pré-desenhados e customizados.

Etapa Temperatura Duracao Ciclos

Ativacao enzimatica 95°C 10 minutos Manter (Hold)
(AmpliTaqGold®)
Desnaturagéo 95°C 15 segundos 40

Anelamento / Extensao 60°C 1 minuto 40
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4.8 Perfil plasmatico de acidos graxos poli-insaturados

4.8.2 Extracéo dos lipideos

A andlise do perfil de acidos graxos foi realizada no Laboratorio de Bioquimica

Nutricional da Universidade Federal de Vicosa (UFV), Vicosa, MG.

As amostras de plasma foram descongeladas a temperatura ambiente e os lipideos
extraidos a partir de 1000 pyL de plasma pelo método Folch (solucdo de Folch -
cloroférmio/metanol 2:1) (Folch et al., 1957). A amostra de 1 mL de plasma, foi
acrescentado 1,9 mL de solucdo de Folch (cloroférmio:metanol, 2:1) e
homogeneizado em vortex por 2 minutos. Foi adicionado 0,4 mL de metanol puro a
essa solugao, e foi centrifugado por 10 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi
transferido para um tubo limpo e seco, e acrescentado 0,8 mL de cloroférmio e 0,64
mL de solucdo de NaCL (0,73%), homogeneizado em vértex por 30 segundos e
centrifugado por 10 minutos a 3000 rpm. A fase superior foi desprezada e a parede
interna do tubo lavada com 1 mL de solucdo de Folch. A fase superior foi novamente

desprezada, e o tubo foi deixado em estufa, semiaberta, a 37°C overnight, até secar.

A etapa de derivatizacao foi realizada pelo método de Hartman & Lago (1973). Com
os tubos secos retirados da estufa, foi acrescentado 1,2 mL de reagente de
saponificacdo (NaOH em metanol) e aquecido em banho-maria a 80°C por 20
minutos, com os tubos fechados com rosca. Em seguida, foram adicionados 6,0 mL
de reagente de esterificacdo, e aguecidos em banho-maria a 80°C por 20 minutos,
com os tubos fechados. Apés essa etapa, 0s tubos permaneceram em temperatura
ambiente por aproximadamente 5 minutos, até atingir temperatura préxima de 40°C.
Adicionou-se 0,5 mL de hexano e 3,0 mL de solucdo de NaCL (20%), e
homogeneizados em vortex. A fase superior foi transferida para um frasco ambar
identificado. Aas paredes do tubo foram lavadas com 0,5 mL de hexano, e a fase
superior transferida para o frasco ambar. O solvente foi seco com nitrogénio, e a

amostra armazenada em freezer -20°C até o momento da andlise cromatografica.
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4.8.2 Identificacdo dos ésteres metilicos dos acidos graxos

Apos extraidas e secas, as amostras foram ressuspendidas em 300 yL de hexano. A
separacdo dos ésteres metilicos dos acidos graxos foi realizada em um
cromatégrafo a gas modelo CG Solution da marca SHIMADZU®, equipado com
detector por ionizacdo de chama (FID). Para registro e analise dos cromatogramas,
o aparelho é acoplado a um microcomputador, utilizando-se o programa GC
Solution. Os compostos foram separados e identificados em uma coluna capilar

Carbowax (30 m x 0,25 mm).

Para a separagdo cromatografica, 1 yL de amostra foi injetado com auxilio de
seringa de 10 pL (Hamilton®) em sistema Split = 5. O gas nitrogénio foi utilizado
como carreador com velocidade linear programada para 43.2 cm/s e 0S gases

hidrogénio e ar sintético formaram a chama no detector.

As temperaturas do Injetor e do Detector foram controladas isotérmicamente em
200°C e 220°C. A temperatura inicial da coluna foi de 100°C (mantida por 5
minutos), aumentando em 4°C por minuto até atingir 220° C (mantida por 20

minutos). O fluxo do gés de arraste na coluna foi de 1,0 mL/minuto.

A identificacdo dos &cidos graxos foi feita pela comparagcédo dos tempos de retencao
dos ésteres das amostras com o padréo de referéncia F.A.M.E. mix (Sigma-Aldrich®,
EUA). O conteudo relativo dos acidos graxos foi calculado pelo programa GC
solution, e se baseava na contribuicdo de cada &cido graxo em relacdo a area total

dos cromatogramas identificados, expresso como percentual de acidos graxos (%).

4.9 Ingestao de acidos graxos poli-insaturados

4.9.1 Recordatoério alimentar de 24 horas

Nesse estudo, o Recordatorio alimentar de 24h (R24h) foi o instrumento de
referéncia selecionado para validacdo do QFA. Para o preenchimento do R24h, as
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gestantes deveriam recordar e relatar ao entrevistador todos os alimentos e bebidas
consumidos no dia anterior, desde o0 momento em que acordavam até o periodo em
que iam dormir (APENDICE B). Para a avaliagdo da quantidade de alimento
consumido, utilizou-se album contendo fotografias de diversos utensilios com
medidas caseiras (ex: colher de sopa cheia; colher de sopa rasa, etc) ou porcdes de
alimentos (P, M ou G) (MONTEIRO et al., 2007). Quando no domicilio da gestante, o
entrevistador solicitava permissdo para visualizar o utensilio utilizado nas

preparacdes ou durante consumo.

A determinacdo da quantidade de alimento consumido em cada R24h (R24hs,
R24h,, R24h3) foi realizada pela conversdo das medidas caseiras para gramas ou
mililitros (IBGE, 2011; PINHEIRO et al., 2005).

4.9.2 Questionério de frequéncia alimentar

Foi construido um Questionario de Frequéncia de Alimentar (QFA) semiquantitativo
nutriente-especifico para a estimativa do consumo de lipideos, com enfoque especial
para os LCPUFAs (APENDICE C). Inicialmente, foi selecionada uma lista com as
principais fontes alimentares de LCPUFAs n-3, conforme metodologia utilizada por
Sullivan et al. (2008) e Lora et al. (2010). Também foram considerados alimentos
com conteudo de PUFA = 0,1g/100g de alimento (INGRAM et al., 2012) e aqueles

fontes de lipideos, e que sabidamente eram consumidos por essa populagéo.

A lista era composta principalmente por produtos de origem animal, como carnes
(porco ou boi), aves, ovos, visceras, embutidos, peixes e frutos do mar, além de
alimentos regionais, suplementos nutricionais que continham n-3 e 6leo de peixe.
Alimentos de origem vegetal incluidos foram os Oleos vegetais, oleaginosas e
sementes, principalmente. Em relacdo aos cereais, frutas e demais vegetais, foram
considerados apenas aqueles com reconhecida contribuicdo de PUFAS, como os
integrais, algumas frutas, leguminosas, oleaginosas e alguns folhosos (crus, cozidos

ou refogados). Foram incluidos opcbes de preparo ou tipo de alimento, o que
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possibilitava a gestante indicar entre itens fritos, assados, cozidos ou crus; com pele

ou sem pele; com 0sso ou sem 0sso; integral, semidesnatado ou desnatado.

Assim, foram selecionados 114 alimentos, disponiveis em 213 itens para selecéo e
reunidos em 11 grupos de alimentos (Leite e derivados; Carnes e Ovos; Oleos e
Gorduras; Petiscos e Enlatados; Cereais, Tubérculos e Raizes; Leguminosas e
Oleaginosas; Vegetais; Temperos e Condimentos; AclUcares e Doces; Bebidas;
Comidas Regionais). A frequéncia de consumo era composta por 13 possiveis
respostas, que variava de raramente/nunca a = 3 vezes por dia. Para definicdo da
quantidade ingerida, cada alimento era apresentado por meio de por¢cdes, em
medidas caseiras, usualmente utilizadas por essa populacdo, baseado em R24h
aplicados em outros momentos pelos pesquisadores (ex: copo duplo cheio, colher
de sopa cheia, etc). Para determinacdo dos pesos das porcdes, foi realizada
conversdo das medidas caseiras para gramas ou mililitros (IBGE, 2011; PINHEIRO
et al., 2005). Coube a gestante relatar a frequéncia de consumo do alimento, a partir

do inicio da gestacao, e o niumero de por¢des consumidas por vez.

A lista final de alimentos do QFA foi desenvolvida a partir da analise da ingestdo dos
trés R24h. Os alimentos foram agrupados em listas de acordo com a contribuicéo
percentual, em ordem decrescente, dos nutrientes de interesse. Os alimentos que
contribuiam com pelo menos 90% da ingestdo de cada nutriente foram incluidos no
questionario (BLOCK et al., 1985). A contribuicdo relativa de um alimento em

particular foi obtida por pela férmula de Block et al. (1985):

Conteudo total do nutriente (ex. colesterol) proveniente no alimento x
X 100

Conteldo total do nutriente (ex. colesterol) fornecido por todos os alimentos

Vinte e sete alimentos que contribuiam com quase 100% dos LCPUFAs n-3 e com
aproximadamente 84% de AA compuseram o QFA — versdo reduzida. Como esses
27 alimentos ndo apresentavam contribuicdo suficiente em relagdo aos demais
nutrientes, foi criado um QFA — verséo expandida, composto pelos 27 alimentos do
QFA - verséao reduzida, adicionado de 60 alimentos ranqueados segundo teor de
acidos graxos poli-insaturados. “Banana da terra cozida” e “leite desnatado” foram

também adicionados, uma vez que faziam parte do consumo habitual da populacao
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regional, e contribuiam para o consumo total de lipideos, resultando na lista de 89
opcOes para 0 QFA — versdao expandida (Tabela 6). Quando se considera a
contribuicdo energética dos alimentos, observa-se que mesmo alimentos com baixo
teor do nutriente sdo incluidos em razdo da elevada frequéncia de sua ingestéo
(MEYER, 2013).

Tabela 6. Contribuicdo percentual do consumo total de acidos graxos e energia dos
alimentos que compuseram o QFA do Estudo de Validacdo do Questionario de

Frequéncia de Alimentos para gestantes adultas (n = 49)

QFA - Versao Reduzida QFA - Versao
Nutrientes / Energia’ (%) Expandida (%)
27 alimentos 89 alimentos

Gramas 13,49 48,40
Saturados 33,87 92,11**
MUFA 40,17 92,45**
PUFA 28,62 89,34**
n-3 PUFA

ALA 26,34 89,49**

EPA 99,46** 99,46**

DPA 99,69** 99,69**

DHA 96,82** 96,82**
Total n-3 PUFA 38,61 91,12**
Total LCPUFA n-3 97,60** 97,60**
n-6 PUFA

LA 26,45 89,00**

AA 83,82* 92,90**
Total n-6 PUFA 27,2 89,05**
Colesterol 62,99 90,15**
Lipideos Totais 35,35 91,61**
Calorias 21,77 67,41

MUFA: Acidos graxos monoinsaturados; PUFA: Acidos Graxos Poli-insaturados; n-3 PUFA: Acidos
Graxos Poli-insaturados da série n-3; ALA: Acido a-Linolénico (18:3; n-3). EPA: Acido
Eicosapentaenoico (20:5; n-3). DPA: Acido Docosapentaenoico (22:5; n-3). DHA: Acido Docosa-
hexaenoico (22:6; n-3). Total n-3 PUFA: Somat6ria dos &cidos graxos ALA, EPA, DPA e DHA; Total
LCPUFA n-3: Somatéria dos acidos graxos de cadeia longa EPA, DPA e DHA; n-6 PUFA: Acidos
Graxos Poli-insaturados da série n-6; LA: Acido Linoléico (18:2; n-6). AA: Acido Araquidénico (20:4; n-
6).

% = Percentual de contribuicdo dos alimentos listados no QFA expandido e no QFA reduzido em
relacdo ao total do nutriente.

* Percentual de contribuigdo dos alimentos superior a 80% do total do nutriente nos trés R24h.

** Percentual de contribuicdo dos alimentos superior a 89% do total do nutriente nos trés R24h.



60

Para a analise dos dados, cada alimento contido na versao final do QFA foi
convertido em consumo diario, considerando a frequéncia de consumo e o nimero
de porcbes relatados pelas gestantes. Esta etapa consistiu, inicialmente, na
transformacdo de cada frequéncia de consumo relatada em frequéncia diaria
(COELHO, 2011). Por exemplo, foi considerada a constante 1 quando o alimento foi
consumido 1 vez ao dia; constante 2 quando o consumo foi de 2 vezes ao dia, e
assim por diante. A frequéncia semanal foi dividida por 7 e a mensal por 30,
encontrando, assim, a constante de consumo diario de cada alimento. Para o
consumo raramente/nunca foi considerada a constante 0. A seguir, cada constante,
que significava a frequéncia diaria de consumo de cada alimento, era multiplicada
pela quantidade do alimento consumido por vez. O produto final correspondia a

guantidade diaria, em gramas ou mililitros, do alimento consumido pela gestante.

4.9.3 Andlise da ingestdo de nutrientes

Os questionarios foram tabulados e analisados no software Excel 2010. Para
estimativa do consumo de energia e nutrientes nos trés R24h e no QFA foi utilizada
a Tabela Brasileira de Composi¢ao de Alimentos (TACO) (NEPA — UNICAMP, 2011).
Para as preparagfes, 0s nutrientes foram estimados de acordo com seus
ingredientes (MIRMIRAN et al., 2010). Quando um alimento ou nutriente ndo era
encontrado na TACO, foi utilizada a Tabela de Composicdo de Alimentos (National
Nutrient Database for Standard Reference) do Departamento de Agricultura do
Estados Unidos — USDA (USDA, 2014).

Os questionarios de consumo forneceram informacfes sobre lipideos totais, e dos
acidos graxos: saturados, monoinsaturados, poli-insaturados, 18:2n-6 (LA; acido
linoleico), 20:4n-6 (AA,; acido araquiddnico), 18:3n-3 (ALA; acido a-linolénico), 20 :
5n-3 (EPA), 22 : 6n-3 (DHA), 22 : 5n-3 (DPA).

Para o R24h, a ingestdo de nutrientes foi estimada considerando-se a média dos
valores dos trés R24h (R24h;, R24h,, R24h3). O consumo energético foi estimado
para identificar e excluir as gestantes com consumo extremo e improvavel no trés
R24h — menor que 700kcal ou maior que 5000kcal (PAALANEN et al., 2006). Esse
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critério ndo foi utilizado para o QFA, uma vez que se tratava de um instrumento
nutriente-especifico, cujos alimentos altamente energéticos e pobres em lipideos

foram excluidos, como cereais polidos e diversas frutas.

4.10 Desfechos gestacionais

No periodo de setembro de 2013 a dezembro de 2015, foram obtidos os dados das
criancas ao nascer no Departamento de Vigilancia Epidemiolégica (VIEP) da
Secretaria Municipal de Saude da cidade de Santo Anténio de Jesus, Bahia, Brasil.
Foram coletados o peso ao nascer (g) e a data de nascimento das criangas para

calculo da duracéo da gestacao.

A duracéo da gestacao (dias) foi estimada pelo tempo transcorrido entre o inicio da
gestacdo e o parto. Para o célculo, foi considerada a diferenca entre a data de
nascimento da crianca e a data da ultima menstruacao (DUM) da gestante.

4.11 Variaveis independentes

4.11.1 Ingestéo de acidos graxos poli-insaturados na gestacéao

Para as variaveis de consumo alimentar foram utilizadas duas fontes de dados: o
recordatorio de 24h (R24h) e o Questionario de Frequéncia de Alimentar (QFA). Os
valores médios da ingestdo alimentar estimados por trés R24h foram utilizados
unicamente para validacdo do QFA. Apos sua validagcdo, o QFA foi utilizado para

determinar a ingestéo de 4cidos graxos poli-insaturados pelas gestantes.

Os acidos graxos estimados pelo QFA estdo apresentados em g/dia ou mg/dia.
Foram analisados os acidos graxos: linoleico (LA; 18:2n-6), araquiddnico (AA; 20:4n-
6), a-linolénico (ALA; 18:3n-3), eicosapentaenoico (EPA; 20:5n-3) e docosa-
hexaenoico (DHA; 22:6n-3).
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A ingestdo de ALA e da razdo LA/ALA, em tercis, foi utilizada para categorizacéo

das gestantes quanto aos niveis de consumo.

4.11.2 Polimorfismos genéticos maternos

Os polimorfismos dos genes das dessaturases (FADS) foram considerados
variaveis independentes, quando relacionados individualmente com as variaveis
dependentes, ou modificadores de efeito, quando utilizados na andlise de
interacdo gene-nutriente. Cada SNP foi analisado separadamente e categorizado
segundo gendtipo em: homozigoto para o alelo de maior frequéncia (MM),

heterozigoto (Mm) e homozigoto para o alelo de menor frequéncia (mm).

4.12 Variaveis dependentes

4.12.1 Acidos graxos plasmaticos maternos

Cada é&cido graxo foi expresso individualmente como porcentagem (%) da fracdo
lipidica em relacdo ao conteldo total de acidos graxos da amostra.

Foram analisados o0s 4&cidos graxos plasmaticos: linoleico (LA; 18:2n-6),
araquidénico (AA; 20:4n-6), a-linolénico (ALA; 18:3n-3), eicosapentaenoico (EPA;
20:5n-3) e docosa-hexaenoico (DHA; 22:6n-3). Para estimativa da conversdo dos
LCPUFAs das vias émega 3 e 6mega 6, foram utilizados os indices: AA/LA e
EPA/ALA, respectivamente (GILLINGHAM et al., 2013).
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4.12.2 Peso da crianca ao nascer e duracao da gestacao

O peso da crianca ao nascer e a duracéo da gestacao foram os desfechos principais
do estudo. Foram apresentados como variaveis continuas, estimados em gramas e

em dias, respectivamente.

4.13 Variaveis concomitantes

Dentre as varidveis concomitantes, foram selecionados o sexo da crianca [feminino
(1), masculino (2)], e as caracteristicas maternas: escolaridade [ensino fundamental
(1), ensino médio (2)], ingestdo de bebida alcodlica na gestacao [sim (1), ndo (2)],
tabagismo durante a gestacao [sim (1), ndo (2)], cor [negras (1), pardas (2), brancas
(3), outros (4)]. Idade, IMC pré-gestacional, nimero de gestacdes, ingestdo de ALA,
ingestdo de EPA e ingestdo de DHA foram utilizadas como varidveis concomitantes

continuas.

4.14 Processamento dos dados e plano de analise

Os testes estatisticos utilizados foram especificos para cada objetivo proposto, e

resultaram nos manuscritos apresentados na sesséo 6 desta Tese.

4.15 Aspectos Eticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos, da
Universidade Federal do Recbncavo da Bahia, numero do parecer. 241.225 de
09/04/2013 (ANEXO 1). Os propésitos do estudo e sua metodologia foram
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explicados as gestantes, inclusive o compromisso de confidencialidade dos dados.
Somente apos a concordancia explicita e a assinatura do termo de consentimento
(APENDICE D) pelas gestantes foi dada continuidade a entrevista. O estudo seguiu
as normas nacionais (Resolu¢cdo n°466/2012 do Conselho Nacional de Saude /
Ministério da Saude) e internacionais (Declaracdo de Helsinki) que regem os

aspectos éticos da pesquisa com seres humanos.
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6 ARTIGOS DERIVADOS DA TESE

6.1 Manuscrito 1 - VALIDACAO RELATIVA DE UM QUESTIONARIO DE
FREQUENCIA ALIMENTAR PARA AVALIAR A INGESTAO ALIMENTAR DE
ACIDOS GRAXOS EM UMA COORTE DE GESTANTES DO NISAMI

RESUMO

Os acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (LCPUFA) s&o nutrientes
importantes na gestacdo, pois participam do crescimento e desenvolvimento
intrauterinos. Este estudo objetivou realizar a validacao relativa de um Questionario
de Frequéncia Alimentar (QFA) semiquantitativo nutriente-especifico, para estimativa
do consumo de acidos graxos em gestantes, em especial os LCPUFAs n-3 e n-6.
Foram criadas duas listas de alimentos, definidas segundo contribuicdo percentual
de cada nutriente estimado por trés recordatérios de 24h (R24h): QFA — verséo
reduzida para estimativa de LCPUFA, e QFA — versao expandida para os demais
nutrientes. Valores brutos de energia e nutrientes foram comparados utilizando teste
t pareado, graficos de Bland-Altman e a concordancia de classificacdo em quartis.
Para coeficiente de correlacdo de Pearson foram utilizados dados brutos e ajustados
pela energia. Participaram 49 gestantes, com idade média de 28 anos (+5,8). No
QFA — versao expandida, os valores de correlagdo foram moderados, variando de
0,329 (p<0,05) a 0,617 (p<0,01) para DHA e LA, respectivamente. EPA e DPA néao
apresentaram correlacdo. A concordancia exata variou de 49,0% (energia) a 22,4%
(EPA), e a discordancia variou de 14,3% (DPA) a 2,0% (Saturados). O QFA — versao
reduzida apresentou melhores valores para LCPUFA. A correlagéo variou de 0,324
(p<0,05) a 0,404 (p<0,01) para Total LCPUFA n-3 e DHA, respectivamente. A
concordancia exata variou de 36,7% (Total LCPUFA n-3) a 16,3% (DHA); e a
discordancia de 12,2% (DPA) a 2,0% (AA). Andlise de Bland-Altman mostrou boa
concordancia para as duas versdes do QFA. Em concluséo, este Questionario de
Frequéncia Alimentar — versdes reduzida e expandida — € um instrumento valido
para uso em estudos epidemioldgicos que estimem o nivel de consumo de acidos
graxos em gestantes.

Palavras-chave: Estudos de validacdo. Inquéritos e questionarios. Ingestao de

alimentos. Gestantes. Acidos graxos.
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INTRODUCAO

Os acidos graxos poli-insaturados (PUFAS) tém sido amplamente estudados
devido os seus beneficios a saude, particularmente os acidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa (LCPUFA) como o Acido Araquidénico (AA; 20:4n-6), o
Acido eicosapentaenoico (EPA; 22:6n-3) e o Acido Docosa-hexaenoico (DHA; 20:5n-
3)%%. Os LCPUFAs influenciam a fluidez da membrana plasmatica®, agem na
formacéo e desenvolvimento da retina e do sistema nervoso® e séo precursores de
substancias importantes na regulacdo de processos inflamatérios do organismo,
como os tromboxanos, os leucotrienos e as prostaglandinas®.

O conteudo de LCPUFA na corrente sanguinea e nos tecidos é proveniente
principalmente da alimentacao, por meio do consumo de lipideos de origem animal,
como aves, peixes, carnes, ovos e leite humano. EPA e DHA estdo presentes em
algas e alimentos de origem animal, principalmente peixes; AA pode ser encontrado
em carnes, aves e ovos®. Também é possivel a sintese endégena de LCPUFA a
partir dos seus precursores, 0s acidos graxos essenciais a-linolénico (ALA; 18:3n-3)
e linoleico (LA; 18:2n-6), mediados pelas enzimas Ab5-dessaturasse e A6-
dessaturase’®. Suas principais fontes alimentares sdo os 6leos extraidos de
sementes e oleaginosas, sendo fontes de ALA: 6leos de semente de linho, de canola
e de soja e fontes de LA: Oleo de girassol, de cartamo, de milho, de soja, de
amendoim e de palma®.

Na gestacdo, o adequado consumo de LCPUFA da série 6mega 3 (LCPUFA
n-3) garante o suprimento das necessidades fetais e evita as deficiéncias, as quais
se configuram especialmente prejudiciais ao feto®. Na fase intrauterina, a formacao
e 0 crescimento/desenvolvimento de tecidos sdo mais intensos e ocorre a deposi¢ao
de grande quantidade de LCPUFA n-3 na retina e no tecido cerebral do feto,
principalmente no terceiro trimestre gestacional®?. Outros beneficios dos LCPUFAs
n-3 na gestacdo sdo a menor incidéncia de alergias e doencas asmaticas em
criancas durante a infancia®®!Y e o adequado crescimento fetal, embora alguns
autores afirmam que as evidéncias séo limitadas e os resultados dos estudos sao
inconclusivos™**?).

Os estudos que associam o consumo alimentar de LCPUFAs aos beneficios a
salde sdo desejaveis e necessarios, desde que bem controlados e associados ao

uso de instrumentos que permitam a estimativa acurada do consumo de acidos
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graxos. Um dos instrumentos dietéticos mais utilizados em estudos sobre consumo
alimentar € o Questionario de Frequéncia Alimentar (QFA), o qual precisa ser
testado em relacédo a sua validade em estimar o nutriente de interesse**%,
Considerando a evidente relevancia da estimativa do consumo de LCPUFA
em gestantes por meio de instrumentos dietéticos confiaveis e validados, os
objetivos do presente estudo foram: 1) construir um QFA nutriente-especifico
direcionado a gestantes, para estimativa do consumo de lipideos totais e acidos
graxos, com énfase nos principais LCPUFAs das séries n-3 e n-6; 2) avaliar a
validade relativa do QFA nutriente-especifico em comparagdo com o consumo médio
estimado por trés Recordatorios Alimentares de 24h (R24h); 3) avaliar a capacidade
do QFA em classificar as gestantes em quartis semelhantes, de acordo com o

consumo dos nutrientes avaliados.

MATERIAL E METODOS

Desenvolvimento do estudo e Amostra

Este estudo fez parte de um projeto intitulado “Fatores de riscos nutricionais e
genéticos durante a gestagdo associados a baixo peso ao nascer/prematuridade”,
desenvolvido entre agosto de 2013 a novembro de 2014, por pesquisadores da
coorte de gestantes NISAMI (Nucleo de Investigacdo em Saude Materno Infantil) da
Universidade Federal do Recdoncavo da Bahia (UFRB), em Santo Antonio de Jesus,
Bahia, Brasil. Para o estudo de validagdo, foram coletados dados das gestantes
acompanhadas entre agosto de 2013 e julho de 2014. Todas as gestantes foram
informadas sobre os objetivos do estudo e assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. O estudo seguiu as normas da Declaracdo de Helsinki, e foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFRB.

Foram incluidas as gestantes clinicamente saudaveis, residentes e
domiciliadas na zona urbana de Santo Anténio de Jesus — Bahia, Brasil, com 18
anos ou mais de idade, com idade gestacional menor ou igual a 32 semanas no
momento da primeira entrevista, inscritas no servigco publico de saude pré-natal da
cidade. As excluidas eram mulheres com gestacdo mudltipla, HIV positivas, com
doencas contagiosas, imunologicas e metabdlicas, além daquelas veganas (ndo

consumiam nenhum alimento de origem animal).
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Na primeira avaliagdo, as gestantes responderam ao QFA e ao R24h; e
tiveram aferidos o peso e a estatura, em triplicata, segundo técnicas preconizadas
por Jelliffe®®. A idade gestacional foi calculada baseada na data da Ultima
menstruacao, ou obtida pelo exame ultrassonografico, quando presente. O R24h, e
0 R24h; foram aplicados no domicilio da gestante, com intervalos de 15 a 40 dias

entre 0s questionarios.

Recordatorio de 24h

Para o preenchimento do R24h, as gestantes deveriam recordar e relatar ao
entrevistador todos os alimentos e bebidas consumidos no dia anterior, desde o
momento em que acordavam até o periodo em que iam dormir. Para a avaliacado da
guantidade de alimento consumido, utilizou-se album contendo fotografias de
diversos utensilios com medidas caseiras (ex: colher de sopa cheia; colher de sopa
rasa, etc) ou porcdes de alimentos (P, M ou G)*". Quando no domicilio da gestante,
0 entrevistador solicitava permissdo para visualizar o utensilio utilizado nas
preparacdes ou durante consumo.

Para fins de estimativa do consumo de nutrientes, a determinacdo da
quantidade de alimento consumido foi realizada pela conversdo das medidas
caseiras para gramas ou mililitros®®'9. A anélise dos dados foi feita considerando-se

a média de ingestdo de energia e nutrientes dos trés R24h (R24h1, R24h, e R24h3).

Desenvolvimento e analise do Questionario de Frequéncia Alimentar

Foi construido um QFA semiquantitativo nutriente-especifico para a estimativa
do consumo de lipideos, com enfoque especial para os LCPUFAs. Inicialmente, foi
selecionada uma lista com as principais fontes alimentares de LCPUFA n-3,
conforme metodologia utilizada por Sullivan et al.?? e Lora et al.*Y). Também foram
considerados alimentos com contetido de PUFA = 0,1g/100g de alimento® e os
fontes de lipideos, e que sabidamente eram consumidos por essa populacao.

A lista era composta principalmente por produtos de origem animal, como
carnes (porco ou boi), aves, ovos, visceras, embutidos, peixes e frutos do mar, além
de alimentos regionais, suplementos nutricionais que continham n-3 e 6leo de peixe.
Alimentos de origem vegetal incluidos foram os Oleos vegetais, oleaginosas e
sementes, principalmente. Em relagéo aos cereais, frutas e demais vegetais, foram

considerados apenas aqueles com reconhecida contribuicdo de PUFAS, como os



89

integrais, algumas frutas, leguminosas, oleaginosas e alguns folhosos (crus, cozidos
ou refogados). Foram incluidos opg¢des de preparo ou tipo de alimento, 0 que
possibilitava a gestante indicar entre itens fritos, assados, cozidos ou crus; com pele
ou sem pele; com 0sso ou sem 0sso; integral, semidesnatado ou desnatado.

Assim, foram selecionados 114 alimentos, disponiveis em 213 itens para
selecédo e reunidos em 11 grupos de alimentos (Leite e derivados; Carnes e Ovos;
Oleos e Gorduras; Petiscos e Enlatados; Cereais, Tubérculos e Raizes;
Leguminosas e Oleaginosas; Vegetais; Temperos e Condimentos; Acucares e
Doces; Bebidas; Comidas Regionais). A frequéncia de consumo era composta por
13 possiveis respostas, que variava de raramente/nunca a = 3 vezes por dia. Para
definicdo da quantidade ingerida, cada alimento era apresentado por meio de
porcdes, em medidas caseiras, usualmente utilizadas por essa populacao, baseado
em R24h aplicados em outros momentos pelos pesquisadores (ex: copo duplo cheio,
colher de sopa cheia, etc). Para determinacéo dos pesos das por¢oes, foi realizada
conversdo das medidas caseiras para gramas ou mililitros®®*. Coube & gestante
relatar a frequéncia de consumo do alimento, a partir do inicio da gestacéo, e o
namero de por¢des consumidas por vez.

A lista final de alimentos do QFA foi desenvolvida a partir da andlise da
ingestdo dos trés R24h. Utilizando a férmula citada por Block et al.®?, os alimentos
foram agrupados em listas de acordo com a contribuicdo percentual, em ordem
decrescente, dos nutrientes de interesse. Os alimentos que contribuiam com pelo

menos 90% da ingestdo de cada nutriente foram incluidos no questionario®,

% nutriente x no alimento y = conteudo do nutriente x no alimento y x 100

somatdria do contetido do nutriente x em todos os

alimentos

Vinte e sete alimentos que contribuiam com quase 100% dos LCPUFAs n-3 e
com aproximadamente 84% de AA compuseram o QFA — versao reduzida. Como
esses 27 alimentos nao apresentavam contribuicdo suficiente para os demais
nutrientes, foi criado um QFA — verséo expandida, composto pelos 27 alimentos do
QFA — verséo reduzida, adicionado a 60 alimentos ranqueados segundo teor de
acidos graxos poli-insaturados. “Banana da terra cozida” e “leite desnatado” foram

também adicionados, uma vez que faziam parte do consumo habitual da populacdo
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regional, e contribuiam para o consumo total de lipideos, resultando na lista de 89
itens para o QFA — versdo expandida (Tabela 1). Quando se considera a
contribuicdo energética dos alimentos, observa-se que mesmo alimentos com baixo
teor do nutriente sdo incluidos devido a elevada frequéncia de sua ingestao®?.

Para a andlise dos dados, cada alimento contido na versao final do QFA foi
convertido em consumo diario, considerando a frequéncia de consumo e o nimero
de porcbes relatados pelas gestantes. Esta etapa consistiu, inicialmente, na
transformacdo de cada frequéncia de consumo relatada em frequéncia diaria. Por
exemplo, foi considerada a constante 1 quando o alimento foi consumido 1 vez ao
dia; constante 2 quando o consumo foi de 2 vezes ao dia, e assim por diante. A
frequéncia semanal foi dividida por 7 e a mensal por 30, encontrando, assim, a
constante de consumo diario de cada alimento. Para o consumo raramente/nunca foi
considerada a constante 0. A seguir, cada constante, que significava a frequéncia
diaria de consumo de cada alimento, era multiplicada pela quantidade do alimento
consumido por vez. O produto final correspondia a quantidade diaria, em gramas ou

mililitros, do alimento consumido pela gestante.

Andlise da ingestdo de nutrientes

Os questionarios foram tabulados e analisados no software Excel 2010. Para
estimativa do consumo de energia e nutrientes nos trés R24h e no QFA foi utilizada
a Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (TACO)®®. Para as preparacdes,
os nutrientes foram estimados de acordo com seus ingredientes™. Quando um
alimento ou nutriente ndo era encontrado na TACO, foi utilizada a Tabela de
Composicdo de Alimentos (National Nutrient Database for Standard Reference) do
Departamento de Agricultura do Estados Unidos — USDA®®.

Os questionarios de consumo forneceram informacdes sobre energia, lipideos
totais, e dos &cidos graxos: saturados, monoinsaturados, poli-insaturados, 18:2n-6
(LA; acido linoleico), 20:4n-6 (AA; acido araquidbnico), 18:3n-3 (ALA; acido a-
linolénico), 20 : 5n-3 (EPA), 22 : 6n-3 (DHA), 22 : 5n-3 (DPA). Seguindo a
metodologia utilizada por outros autores®’?® também foram estimadas ingestdo
total de LCPUFA n-3 (Total LCPUFA n-3: EPA + DHA + DPA), ingestdo total de
PUFA n-3 (Total n-3 PUFA: ALA + EPA + DHA + DPA), ingestao total de PUFA n-6
(Total n-6 PUFA: LA + AA).
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O consumo energético foi estimado para identificar e excluir as gestantes com
consumo extremo e improvavel no trés R24h — menor que 700kcal ou maior que
5000kcal®®. Esse critério ndo foi utilizado para o QFA, uma vez que tratava-se de
um instrumento nutriente especifico, cujos alimentos altamente energéticos e pobres

em lipideos foram excluidos, como cereais polidos e diversas frutas.

Analise estatistica

Os questionarios foram tabulados no software Excel 2010 e os dados
analisados no software IBM SPSS Statistics 20.

Para o R24h, foram utilizados os valores médios de ingestdo alimentar nos
trés dias de consumo. Valores brutos de energia e nutrientes foram utilizados para a
analise dos dados, exceto para analise de correlacdo, quando foram utilizados os
dados brutos e os ajustados pela energia utilizando o método dos residuos®?, tendo
a ingestao energética como variavel independente e a ingestdo dos nutrientes como
variavel dependente.

O teste Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a normalidade das variaveis de
ingestao alimentar. Para aquelas que nao apresentaram distribuicdo normal, foi
realizada a transformacéo logaritmica.

O teste t pareado foi utilizado para verificar as diferencas nas médias de
consumo entre os dois instrumentos. O coeficiente de correlagcdo de Pearson foi
estimado para energia e os nutrientes do QFA e dos R24h. Para validacdo de
inquéritos dietéticos, sdo considerados os valores de correlacdo: pobre/ruim (<0,30),
aceitavel (0,30 — 0,50), boa (0,51 — 0,70) e muito boa (>0,70)®Y. Valores de
correlacéo sdo considerados moderados entre 0,4 — 0,7,

A concordancia entre os valores de consumo dos dois métodos foi avaliada
por meio do modelo de Bland-Altman (1986)®?, o qual se baseia em um grafico de
dispersao para andlise da relacao das discordancias com as medidas avaliadas. No
eixo x sdo plotadas as médias dos valores dos dois métodos (x +y) /2, eno eixoy a
diferenca (ou viés) entre os mesmos (x — y). A diferenca média entre essas duas
mensuracdes e os limites de concordéncia (LoA) sao calculados (diferenca média *
1,96 DP) e plotados no grafico. Considera-se boa concordancia entre os metodos
guando mais de 95% das diferencas das medidas se encontram dentro dos limites
de concordancia®. Em relacdo & média, quanto mais préximo de zero, menor a

chance de existirem vieses (bias).
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A andlise de concordancia de quartis de consumo entre os métodos foi
utilizada para avaliar a capacidade em classificar o nivel de consumo de cada
gestante. De acordo com o nivel de consumo de nutrientes dos dois métodos, foi
apresentada a propor¢cao de concordancia exata (gestantes classificadas no mesmo
quarto) e a propor¢cao de discordancia (classificadas nos quartos extremos

opostos)®+3).

RESULTADOS

Cinguenta e uma gestantes responderam ao QFA e aos trés R24h nas datas
pré-agendadas, e assim estavam aptas a participarem do estudo de validac&o. Apos
estimativa do consumo diario de energia obtido pela média de ingestdo dos trés
R24h, uma gestante foi excluida por apresentar consumo médio de energia inferior a
700 kcal e outra por apresentar consumo superior a 5000 kcal. No total, foram
incluidas nas andlises 49 gestantes, com média de idade de 28 anos (x 5,8); peso
médio de 69,36 Kg (+ 12,37); estatura média de 1,60 metros (+ 0,07); IMC médio de
27,04 kg/m2 (+ 4,74), e idade gestacional média de 27,57 semanas (+ 5,82). A
maioria das gestantes (n = 42; 85,7%) eram negras ou pardas e possuiam ensino
meédio completo (n = 30; 61,2%), ou seja, aproximadamente 11 anos de estudo.

A média de ingestdo dos nutrientes foi superior no QFA - versdo expandida,
em relacdo a média de ingestdo dos trés R24h (p<0,05), exceto para EPA, DPA e
energia que ndo apresentaram diferencas nos valores médios. O QFA - versao
reduzida, utilizado apenas na validacdo dos LCPUFAs, ndo mostrou diferencas na
ingestdo média dos nutrientes entre os dois instrumentos (Tabela 2).

Os coeficientes de correlagdo brutos e ajustados estdo apresentados na
Tabela 2. Para os valores de ingestdo brutos do QFA - versdao expandida, foram
encontradas correlacfes aceitaveis, ou moderadas, para quase todos 0s nutrientes,
variando de 0,329 para DHA (p<0,05) e 0,617 para LA (p<0,01). Total LCPUFA n-3,
AA e Colesterol apresentaram correlagcéo fraca, embora néo significativa, enquanto
EPA e DPA nédo apresentaram correlacdo. Quando realizado o ajuste segundo
consumo energético, houve tendéncia de reducéo da forca de correlacdo, afetando
principalmente os PUFAS n-3, os quais perderam a significAncia estatistica da
correlacéo para ALA, DHA e Total n-3 PUFA.
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O QFA — versao reduzida apresentou melhores valores para os LCPUFA,
apresentando correlagdo aceitavel, ou moderada, para DHA (p<0,01), Total LCPUFA
n-3 e AA (p<0,05), e correlacéo fraca para EPA e DPA, embora néo significativa. O
ajuste desses nutrientes segundo consumo de energia também foi responsavel pela
reducdo da forca da correlagdo quando comparado com os dados brutos, perdendo
a significancia estatistica para DHA e Total LCPUFA n-3 (Tabela 2).

Na analise de Bland-Altman, foi possivel observar boa concordancia entre o
QFA — verséo expandida e versao reduzida — e a média dos trés R24h, com mais de
95% das diferencas das medidas dentro do LoA (limite de concordancia) (Figura 1).
Apenas LA, AA e Total n-6 PUFA, no QFA — verséao expandida, apresentaram menor
concordancia, com 71% (n = 35) das diferencas das medidas dentro do LoA (Tabela
3).

Na tabela 3 esta apresentada a concordancia exata (classificagdo no mesmo
quarto pelos dois métodos) e a discordancia (classificagdo no quarto extremo
oposto) entre 0 QFA e a média dos trés R24h. Quando utilizado o QFA - verséo
expandida, a concordancia exata variou de 49,0% para energia a 22,4% para EPA; a
discordancia variou de 14,3% para DPA a 2,0% para Saturados.

O QFA — verséo reduzida pouco alterou os resultados para os LCPUFAs
guanto a concordancia em quartos, sendo a maioria das alteracdes positivas. Houve
reducdo na discordancia de EPA e DPA, sem afetar a propor¢do da concordancia
exata, sendo evidenciado o contrario para DHA. Para Total LCPUFA n-3 e AA,
observou-se aumento da concordancia exata e reducdo da discordancia, sendo a
alteracdo mais expressiva para Total LCPUFA n-3. A concordancia exata variou de
36,7% para Total LCPUFA n-3 a 16,3% para DHA; a discordancia variou de 12,2%
para DPA a 2,0% para AA (Tabela 3).

DISCUSSAO

No presente estudo, o Questionario de Frequéncia Alimentar semiquantitativo
nutriente-especifico desenvolvido para estimativa do consumo de lipideos totais e
acidos graxos apresentou boa validade relativa, quando comparado com o consumo
médio estimado pelos 3 R24h. Composto por duas listas de alimentos, sua versao

reduzida, com 27 alimentos, permite agilidade na estimativa do consumo alimentar
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de LCPUFA. Sua versdo expandida é mais longa e de aplicagdo demorada, porém
permite estimar o consumo de outros acidos graxos (&cidos graxos saturados,
monoinsaturados, poli-insaturados, LA, ALA, AA, DHA, Total n-6 PUFA, Total n-3
PUFA, Total LCPUFA n-3, colesterol e lipideos totais).

O consumo médio de nutrientes avaliado pelo QFA — versdo expandida
estava superestimado quando comparado com o R24h, exceto para EPA e DPA. Por
outro lado, ndo houve diferenca significativa no consumo de LCPUFA entre o0 QFA —
versdo reduzida e a média dos trés R24h. Outros estudos tém encontrado resultados
de ingestdo alimentar superestimados em QFA®°3*3%37) oy menos frequente,
resultados similares quanto ao consumo médio de nutrientes entre o QFA e outros
instrumentos dietéticos® 2238,

A diferenca no valor médio de consumo entre os instrumentos é atribuida, em
parte, as caracteristicas inerentes ao método de captacédo dos dados, ja que o R24h
fornece informacdes sobre o consumo alimentar recente, enquanto o QFA estima o

habito alimentar de longos periodos®®

. O presente QFA foi desenvolvido para
estimar o consumo alimentar a partir do inicio gestacdo, o que significa menor
intervalo de tempo para estimativa da ingestdo de nutrientes. Gunes et al.®®
sugeriram que a diminuicdo do periodo de abrangéncia do QFA pode reduzir a
diferenca entre os valores dos dois instrumentos. Outros fatores, como a
disponibilidade de alguns alimentos sazonais presentes no QFA e o relato excessivo
de itens alimentares considerados saudaveis ou de itens alimentares especificos
altamente caloricos, como pades e cereais, também sdo citados como possivel
explicacdo para a tendéncia do QFA de superestimar o consumo alimentar®®.

Por outro lado, os resultados do consumo de nutrientes sdo subestimados
pelos registros alimentares devido 1) ao sub-relato na pesagem direta de alimentos
ou 2) a menor ingestdo de alimentos durante o periodo avaliado, ja que muitos
individuos tendem a simplificar o processo de pesagem ou relatar menor ingestdo
para impressionar 0s pesquisadores; sub-relato também possivel de ocorrer nos
R24h. Assim, considerando os erros de superestimativa do QFA e de sub-relato nos
instrumentos dietéticos padrdo, é possivel que a ingestdo real esteja entre 0s
valores estimados por esses dois instrumentos. Pesquisadores sugerem, entao, que
seja possivel que a diferenga entre a ingestdo real e a estimada pelo QFA seja

menor que a diferenca encontrada entre 0 QFA e o R24h®?.
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A moderada correlagdo encontrada entre o QFA e os R24h também foi
relatada em outros estudos®?°%)_ Para os LCPUFA, os valores de correlacéo foram
maiores no QFA — versdo reduzida, o qual possuia apenas 27 alimentos fontes de
LCPUFA. Segundo alguns pesquisadores, o QFA nutriente-especifico tende a ser
menor, de mais rapida aplicacdo, e apresenta melhores resultados para a estimativa
de nutrientes, quando comparado com um QFA desenvolvido para avaliar a ingestéo

dietética total®®*¥

. Sugere-se, no entanto, que, conforme observado no presente
estudo, o ajuste energético pode influenciar a analise dos dados. Isso porque 0s
alimentos presentes no QFA nutriente-especifico possuem alta densidade do
nutriente avaliado, sendo excluidos alimentos de alta densidade cal6rica pobres
nesses nutrientes. Por outro lado, é possivel que o R24h possua alimentos que
foram excluidos do QFA, caracterizados por alta densidade calérica e baixa
densidade do nutriente avaliado, o que pode tornar a correlagdo mais fraca quando
0s instrumentos dietéticos sdo comparados apds o0 ajuste energético.

Utilizando os graficos de Bland-Altman, foi possivel observar consideravel
dispersdo dos dados, porém, com excelente concordancia entre 0os métodos
avaliados, com LA, AA e Total n-6 PUFA apresentando menor concordancia no QFA
— versdo expandida. Outros estudos mostraram boa concordancia entre o QFA e os
registros alimentares ou o R24h%3¢3®) segundo Ingram et al.*?, é comum que os
LCPUFAs apresentem alta variabilidade de consumo, uma vez que alimentos com
alta densidade desses nutrientes geralmente ndo sdo consumidos diariamente.
Assim, o individuo que relata no QFA a frequéncia moderada do consumo desses
alimentos, como peixes e frutos do mar, pode apresentar consumo subestimado ou
superestimado dependendo da presenca ou auséncia desses alimentos no R24h
avaliado®®?.

O presente estudo mostrou que o QFA nutriente especifico apresentou boa
concordancia exata (individuos classificados no mesmo quatrtil) e baixa discordancia
(individuos classificados no quartil extremo oposto). Apenas DHA no QFA — versao
reduzida e EPA e Total LCPUFA n-3 no QFA — versdo expandida apresentaram
discordancia levemente superior a 10%, mas ainda assim aceitaveis. Os estudos
sobre concordancia do nivel de ingestdo de nutrientes utilizam quintis®®?%%7,
quartis®®39 ou tercis“?, e apresentam resultados variados, mas, em geral, também
apresentam boa concordancia exata e baixa discordancia. A concordancia avaliada

por quartis permite agrupar, na populacdo, os individuos que consomem menor
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guantidade do nutriente avaliado, em comparacdo com aqueles que possuem maior
consumo. Esse tipo de agrupamento é importante principalmente em estudos
epidemioldgicos, os quais relacionam categorias de consumo de nutrientes a
presenca de doencas ou enfermidades®®*V,

O presente estudo apresentou algumas limitagdes, que se configuraram como
importantes pontos para discussdao. O R24h, utilizado no presente estudo como
padrdo para as analises, é um instrumento de facil aplicagcdo na populacéo, barato,
com alta taxa de resposta, nao interfere no consumo alimentar dos individuos®**? e
possui boa correlacdo com os biomarcadores?. Entretanto, depende da meméria e
da habilidade em relatar as medidas e porcdes consumidas™. Dentre os
guestionarios alimentares, os registros alimentares, principalmente os que utilizam a
pesagem direta, sdo instrumentos com melhor capacidade de estimar corretamente
o consumo alimentar?, mas ndo s&o recomendados para populacdes com baixa ou
moderada escolaridade®, como se caracteriza a presente amostra, sendo
adequada a utilizacao dos R24h nesse caso.

Para estudos de validacdo de instrumentos dietéticos, os biomarcadores séo
considerados “gold standard”, pois apresentam maior validade como marcadores do
consumo alimentar em curto e longo prazos, sendo bastante utilizados os
componentes sanguineos e o tecido adiposo subcutaneo para estudos sobre

A24445) No entanto, Parker et al.“? sugeriram que

consumo alimentar de PUF
alguns biomarcadores para estimativa de PUFA sdo menos confidveis para uso em
gestantes, pois a concentracdo plasmatica de PUFA na gestacdo ndo € resultado
apenas da ingestdo alimentar, mas também é influenciada pelo aumento do volume
plasmatico materno. Mais estudos séo necessarios a fim de se determinar o melhor
biomarcador para avaliacdo da ingestdo de PUFA na gestacdo, sendo assim
possivel a validacao relativa do QFA na auséncia de um biomarcador como padrao.

A validacao relativa € assim denominada quando utiliza-se um instrumento
dietético com boa validade, como os Registros Alimentares e o0s Recordatérios
Alimentares de 24h (R24h), em comparacdo com outro instrumento dietético teste a
ser validado. Nesse caso, quanto maior o numero de dias avaliados pelo instrumento
dietético padrdo, menor o erro inerente a variabilidade de consumo
intraindividual®*4?.

Uma limitagdo do estudo foi que o segundo QFA que seria aplicado junto ao

R24h3; n&o foi realizado em numero desejavel de gestantes no periodo selecionado,
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devido principalmente a baixa adesdo da populagcdo do estudo. Mesmo sendo de
conhecimento que o QFA estima o0 consumo retrospectivo, ainda assim O0s
pesquisadores optaram por utilizar a média de ingestdo estimada pelos trés R24h,
ja que o maior nimero de dias avaliados melhora a precisdo do instrumento®?. Além
disso, 0 espaco de tempo entre a aplicagdo do QFA e do R24h, e do R24h; foi
pequeno, sendo possivel que os trés R24h tenham retratado de maneira adequada o
habito alimentar das mulheres no periodo da gestacdo, sem tempo habil para
grandes modificacfes nesse habito.

Outros importantes fatores limitantes dizem respeito a constru¢do do QFA. Ao
optar por construir um QFA nutriente-especifico, foi assumido o carater singular do
instrumento, o qual avalia adequadamente o nutriente de interesse, mas com
possivel inabilidade em estimar o consumo de energia e de outros nutrientes da
alimentacdo das gestantes. Considerou-se também que a selecdo prévia dos
alimentos e a definicdo final da lista de alimentos ap6s a aplicacdo de todos os
inquéritos alimentares (QFA e trés R24h) poderia culminar na auséncia de alguns
alimentos habitualmente consumidos pela populacdo, presentes nos R24h.
Felizmente, poucos alimentos ndo estavam comtemplados no QFA inicialmente
aplicado; e quando isso ocorria, a contribuicdo percentual de &cidos graxos do
alimento era demasiadamente baixa, jA que houve o cuidado de selecionar os
alimentos fontes de LCPUFA, e secundariamente os fontes de PUFA e de lipideos
totais.

De modo geral, apesar de superestimar o consumo alimentar, o QFA
apresentou moderada correlagdo e boa concordancia quando comparado com o
R24h Destacou-se a relevancia da elaboracdo do QFA com duas versdes, que
podem ser aplicadas simultaneamente, pois permite a andlise diferenciada dos
dados segundo nutriente de interesse e dos objetivos da avaliagdo do consumo
alimentar. Em conclusdo, este Questionario de Frequéncia Alimentar
semiquantitativo nutriente-especifico € um instrumento aceitavel e confiavel, sendo
possivel o seu uso em estudos epidemiolégicos que avaliem o nivel de consumo de

acidos graxos em gestantes.
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TABELAS

Tabela 1 — Contribuicdo percentual para o consumo total de acidos graxos e energia
dos alimentos citados nos trés recordatérios de 24 horas e que compdem o QFA —
versao expandida (89 alimentos) e reduzida (27 alimentos) — do Estudo de Validagéo
do Questionario de Frequéncia de Alimentos para gestantes adultas (n = 49), em

Santo Antonio de Jesus, Bahia, Brasil, 2015.

Nutrientes / E ., QFA-Versao Reduzida (%) QFA - Versao Expandida (%)
utrientes / Energia

27 alimentos 89 alimentos

Gramas 13,49 48,40
Saturados 33,87 92,11**
MUFA 40,17 92,45**
PUFA 28,62 89,34**
n-3 PUFA

ALA 26,34 89,49**

EPA 99,46** 99,46**

DPA 99,69** 99,69**

DHA 96,82** 96,82**
Total n-3 PUFA 38,61 91,12**
Total LCPUFA n-3 97,60** 97,60**
n-6 PUFA

LA 26,45 89,00**

AA 83,82* 92,90**
Total n-6 PUFA 27,2 89,05**
Colesterol 62,99 90,15**
Lipideos Totais 35,35 91,61**
Calorias 21,77 67,41

MUFA: Acidos graxos monoinsaturados; PUFA: Acidos Graxos Poli-insaturados; n-3 PUFA: Acidos
Graxos Poli-insaturados da série n-3; ALA: Acido o-Linolénico (18:3; n-3). EPA: Acido
Eicosapentaenoico (20:5; n-3). DPA: Acido Docosapentaendico (22:5; n-3). DHA: Acido Docosa-
hexaenoico (22:6; n-3). Total n-3 PUFA: Somatoria dos acidos graxos ALA, EPA, DPA e DHA; Total
LCPUFA n-3: Somatéria dos acidos graxos de cadeia longa EPA, DPA e DHA; n-6 PUFA: Acidos
Graxos Poli-insaturados da série n-6; LA: Acido Linoléico (18:2; n-6). AA: Acido Araquidénico (20:4; n-
6).

% = Percentual de contribuicdo dos alimentos listados no QFA expandido e no QFA reduzido em
relagdo ao total do nutriente (ver materiais e métodos).

* Percentual de contribuigdo dos alimentos superior a 80% do total do nutriente nos trés R24h.

** Percentual de contribuicdo dos alimentos superior a 89% do total do nutriente nos trés R24h.



Tabela 2 — Ingestéo de lipideos e energia segundo QFA - versdo expandida (89 alimentos) e reduzida (27 alimentos) — e R24h, e
coeficiente de correlacdo entre os métodos, do Estudo de Validagdo do Questionario de Frequéncia de Consumo de Alimentos

para gestantes adultas (n = 49), em Santo Antonio de Jesus, Bahia, Brasil, 2015.

Coeficiente de Correlacao de

QFA (Bruto) R24h (Bruto)
Pearson (r =)

Nutriente Média DP Média DP Bruto Ajustado’
QFA - Versao Expandida
Saturados (g) 37,927 18,46 26,267 10,30 0,517" 0,368"
MUFA (g) 32,797 15,96 21,627 9,56 0,584" 0,421
PUFA (9) 20,587 9,94 12,44% 6,12 0,606 0,400"
n-3 PUFA

ALA (g) 1,871 0,89 1,16" 0,51 0,466~ 0,234

EPA (g) 0,060 0,060 0,042 0,053 -0,103 -0,115

DPA () 0,038 0,050 0,026 0,046 -0,051 -0,041

DHA (g) 0,2317 0,174 0,1677 0,181 0,329 0,221

Total n-3 PUFA (g) 2,2017 1,013 1,399" 0,652 0,455 0,221

Total LCPUFA n-3 (g) 0,330" 0,232 0,235" 0,237 0,174 0,091
n-6 PUFA

LA (9) 18,035" 8,957 10,84" 5,46 0,617 0,414"

AA () 0,2127 0,208 0,143" 0,136 0,263 0,257

Total n-6 PUFA (g) 18,2477 8,986 10,9877 5,500 0,614" 0,406™
Colesterol (mg) 465,927 253,39 341,961 183,84 0,255 0,192
Lipideos (g) 104,63" 47,46 69,927 28,24 0,573 0,404

Continua...
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... continuacao.

Energia 2266,48 952,27 2169,07 561,78 - -
QFA - Versédo Reduzida
n-3 PUFA
EPA (g) 0,037 0,025 0,042 0,053 0,091 0,010
DPA () 0,017 0,022 0,026 0,046 0,121 0,116
DHA (g) 0,202 0,163 0,167 0,181 0,404" 0,277
Total LCPUFA n-3 (g) 0,256 0,188 0,235 0,237 0,324 0,191
n-6 PUFA
AA (9) 0,164 0,167 0,143 0,136 0,358 0,334

MUFA: Acidos graxos monoinsaturados; PUFA: Acidos Graxos Poli-insaturados; n-3 PUFA: Acidos Graxos Poli-insaturados da série n-3; ALA: Acido a-
Linolénico (18:3; n-3). EPA: Acido Eicosapentaenoico (20:5; n-3). DPA: Acido Docosapentaendico (22:5; n-3). DHA: Acido Docosa-hexaenoico (22:6; n-3).
Total n-3 PUFA: Somatoria dos acidos graxos ALA, EPA, DPA e DHA, Total LCPUFA n-3: Somatéria dos acidos graxos de cadeia longa EPA, DPA e DHA; n-
6 PUFA: Acidos Graxos Poli-insaturados da série n-6; LA: Acido Linoléico (18:2; n-6). AA: Acido Araquiddnico (20:4; n-6).

1 O consumo dos nutrientes foi ajustado pelo consumo total de energia pelo método residual.

T p < 0,05 para o teste t pareado para as diferencas entre 0 QFA e a média dos trés R24hs.

*Significante em P<0,05

**Significante em P<0,01
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Tabela 3 — Concordancia da ingestdo de lipideos pelo QFA - versdo expandida (89 alimentos) e reduzida (27 alimentos) —
comparada com a média de consumo de trés R24h, do Estudo de Validacdo do Questionario de Frequéncia de Consumo de

Alimentos para gestantes adultas (n = 49), em Santo Antdnio de Jesus, Bahia, Brasil, 2015.

BLAND-ALTMAN CONCORDANCIA INTER-QUARTIL
Nutrientes Média das . , _ _ _
. LoA” inferior LoA superior Mesmo Quartil (%) Quartis extremos (%)
diferencas®
QFA - Versao Expandida
Saturados (g) -11,66 -42,66 19,34 36,7 2,0
Monoinsaturados (g) -11,17 -36,47 14,12 34,7 6,1
Poli-insaturados (g) -8,15 -23,63 7,34 38,8 6,1
(n-3) PUFA
ALA (mg) -0,71 -2,25 0,84 32,7 6,1
EPA (mg) -0,30 -1,56 0,96 22,4 10,2
DPA (mg) 0,82 -1,88 1,37 26,5 14,3
DHA (mg) -0,29 -1,52 0,95 24,5 8,2
Total n-3 PUFA (mg) -0,80 -2,61 1,00 36,7 6,1
Total LCPUFA n-3 (mg) -0,31 -1,52 0,91 26,5 10,2
(n-6) PUFA
LA (mg) -7,19 -14,39 0,11 40,8 6,1
AA (mg) -0,17 -0,60 0,27 24,5 6,1
Total n-6 PUFA (mg) -7,26 -14,55 0,03 44,9 6,1
Colesterol (mg) -123,96 -658,18 410,25 36,7 4,1
Lipideos (@) -34,71 -110,99 41,57 42,9 4,1

Continua...
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... continuacéo.

QFA — Verséo Reduzida

(n-3) PUFA
EPA (mg) 0,005 -0,11 0,11 22,4 6,1
DPA (mg) 0,008 -0,09 0,10 26,5 12,2
DHA (mg) -0,034 -0,40 0,33 16,3 8,2
Total LCPUFA n-3 (mg) -0,022 -0,49 0,45 36,7 6,1
(n-6) PUFA
AA (Mg) -0,021 -0,36 0,32 26,5 2,0

MUFA = Acidos graxos monoinsaturados. PUFA = Acidos Graxos Poli-insaturados. n-3 PUFA = Acidos Graxos Poli-insaturados da série n-3. ALA = Acido a-
Linolénico (18:3; n-3). EPA = Acido Eicosapentaenoico (20:5; n-3). DPA: Acido Docosapentaendico (22:5; n-3). DHA: Acido Docosa-hexaenoico (22:6; n-3).
Total n-3 PUFA: Somatéria dos acidos graxos ALA, EPA, DPA e DHA,; Total LCPUFA n-3: Somatoéria dos acidos graxos de cadeia longa EPA, DPA e DHA; n-
6 PUFA: Acidos Graxos Poli-insaturados da série n-6; LA: Acido Linoléico (18:2; n-6). AA: Acido Araquiddnico (20:4; n-6).

! Média das diferencas = Diferenca média entre: a) a diferenca (ou viés) entre os dois métodos (x — y) e b) as médias dos valores dos dois métodos (x + ) /
2.

% LoA = limites de concordancia (Média das diferencas + 1,96 SD).
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Figura 1. Concordancia entre o QFA — verséo curta e estendida e a media de
ingestao do recordatério de 24 horas (R24h) na estimativa da a) Ingestéo de
acido docosa-hexaenoico (DHA) e b) Ingestao de acidos graxos poli-insaturados
de cadeia longa (LCPUFAS) da série 6mega 3 (n-3), avaliados pelo método de

Bland-Altman (1986) (veja Material e métodos).
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6.2 Manuscrito 2

POLIMORFISMOS MATERNOS NOS GENES DAS DESSATURASES (FADS1 E
FADS2) MODIFICAM A ASSOCIACAO ENTRE INGESTAO DE PUFAS E
CONCENTRACOES PLASMATICAS DE ACIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS
OMEGA 3

RESUMO

Variantes genéticas no agrupamento de genes FADS tém sido consideradas um
importante elo entre a ingestdo e o perfil sanguineo de &cidos graxos poli-
insaturados (PUFASs). Assim, o objetivo do presente estudo foi verificar a interacéo
entre polimorfismos nos genes FADS e ingestdo de acido a-linolénico (ALA) ou da
razdo LA/ALA nas concentracbes plasmaticas de PUFAs émega 3 (n-3) em
gestantes. Foram realizadas coleta sanguinea e avaliagdo do consumo alimentar em
250 gestantes. Trés polimorfismos do agrupamento FADS (FADS1: rs174561,;
FADS2: rs174575; Intergénico — FADS2: rs3834458) foram genotipados utilizando
ensaios TagMan®. Anova one way foi utilizada para comparar as médias das
propor¢cfes plasmaticas de PUFAS n-3 segundo os gendtipos, em cada tercil de
ingestao de ALA e LA/ALA. No maior tercil de ingestdo de ALA e da razao LA/ALA,
as gestantes homozigotas para o alelo de menor frequéncia dos polimorfismos
rs174561 e rs3834458 apresentavam maiores concentracdes plasmaticas de ALA
(p<0,05). Para esses polimorfismos, EPA e DHA néo foram afetados pela ingestéao
de ALA e da razdo LA/ALA. Para o SNP rs174575, gestantes que carreavam o alelo
de menor frequéncia apresentaram menores proporcées de EPA plasmatico no
segundo tercil de ingestdo da razdo LA/ALA, em comparacdo com as gestantes
homozigotas para o alelo de maior frequéncia (p<0,05). Concluiu-se que o aumento
da ingestdo de ALA e da razdo LA/ALA parece promover acumulo plasmatico de
ALA nas homozigotas para o alelo de menor frequéncia dos polimorfismos rs174561
e rs3834458. A ingestdo moderada da razdo LA/ALA pode também reduzir a
concentracdo plasmatica de EPA nas gestantes que carreavam o alelo de menor
frequéncia do polimorfismo rs174575.

Palavras-chave: Polimorfismo genético. Gestantes. Acidos Graxos Essenciais.

Nutrigendmica.
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INTRODUCAO

As alteracdes no padrao de consumo da dieta ocidental ocorridas nas ultimas
décadas culminaram no aumento da ingestdo de acidos graxos 6mega 6 (n-6) e na
reducdo de dmega 3 (n-3), 0 que a caracteriza por uma alimentacao essencialmente
pro-inflamatéria (Chilton et al.,, 2014; Patterson et al., 2012). Esse padrdo de
alimentacéo € particularmente prejudicial na gestacdo, quando grandes quantidades
de &cido docosa-hexaenoico (DHA; 22:6; n-3), principal acido graxo de cadeia longa
(LCPUFA) n-3, sédo depositadas na retina e no tecido cerebral do feto, influenciando
0 desenvolvimento cognitivo e a acuidade visual da criangca (Innis, 2007, Innis,
2014).

Os acidos graxos a-linolénico (ALA, 18:3 n-3) e linoleico (LA, 18:2 n-6) nao
séo sintetizados pelo organismo, devido a auséncia das enzimas delta-15 e delta-12
dessaturases, respectivamente, e devem ser supridos pela alimentacdo (JANSSEN
e KILIAAN, 2014; PATTERSON et al., 2012), sendo os 6leos extraidos de sementes
e as oleaginosas as principais fontes alimentares (Gunaratne et al., 2015; Huffman
et al., 2011; Wall et al., 2010). Os LCPUFAs séo as formas ativas dos acidos graxos
n-3 e n-6 no organismo, e podem ser obtidos por meio da alimentag&o, ou por meio
de sintese enddgena a partir do ALA ou LA, respectivamente (Yeates et al., 2015).
Os LCPUFAs da série n-3, acido eicosapentaenoico (EPA; 20:5; n-3) e acido
docosa-hexaenoico (DHA; 22:6; n-3), estdo presentes em algas e alimentos de
origem animal, principalmente peixes de aguas frias e profundas. O acido
araquidénico (AA; 20:4; n-6), principal LCPUFA n-6, pode ser encontrado em carnes,
aves e ovos (Gunaratne et al., 2015; Huffman et al., 2011; Wall et al., 2010; Meyer et
al., 2000).

LA e ALA competem pelas mesmas enzimas no metabolismo de LCPUFAs
(Figura 1). Para conversédo de LA e ALA dietéticos em AA e EPA, respectivamente,
Sd0 necessarias trés etapas enzimaticas, sendo duas etapas de dessaturacao
reguladas pelos genes FADS2 e FADS1, nessa ordem. A conversao de EPA a DHA
exige mais 3 estapas enzimaticas, sendo uma etapa de dessaturacéo regulada pelo
gene FADS2, e uma etapa de B-oxidac&o (Chilton et al., 2014; Guillou et al., 2010;
Hester et al., 2014; Sprecher, 1981).

O agrupamento de genes humano das dessaturases (FADS - fatty acid
dessaturases), genes FADS1, FADS2 e FADSS, foi mapeado no ano 2000 e esta
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localizado no cromossomo 11g12-13.1 (Koletzko et al., 2011; Bokor et al., 2010;
Marquardt et al., 2000). Polimorfismos de nucleotideo Unico nos genes FADS tém
sido associados com alteracbes das concentracdes sanguineas de acidos graxos
poli-insaturados (PUFAS). No entanto, estudos tém mostrado resultados
heterogéneos, jA& que a maioria dos SNPs parece reduzir as concentracfes de
LCPUFAs, mas em determinados estudos os mesmos loci podem n&o apresentar
efeitos (Hong et al., 2013) ou os resultados séo contraditérios (Lattka et al., 2013). A
alta prevaléncia dos alelos de menor frequéncia na populacdo em geral (11% a 40%)
e sua relevancia no metabolismo de acidos graxos essenciais caracteriza essas
variantes como um problema de saude publica (Koletzko et al., 2011).

Destaca-se que, em funcdo da influéncia no metabolismo de LCPUFAs, as
variantes genéticas nos genes FADS parecem um importante elo entre a ingestéo e
o perfil sanguineo de LCPUFAs (Takkunen et al., 2016; Gillingham et al., 2013). Os
efeitos dessa interacdo gene-nutriente na saide humana tém sido observados mais
claramente nos individuos com o alelo de menor frequéncia (Mm ou mm), 0s quais
apresentam menor atividade das enzimas dessaturases, e, por isso, costumam se
beneficiar da maior ingestdo ou suplementacdo de ALA (Hellstrand et al., 2014;
Gillingham et al., 2013; Hellstrand et al., 2012) e de DHA (Gonzalez-Casanova et al.,
2016; Scholtz et al., 2015; Molt6-Puigmarti et al., 2014; Al-Hilal et al., 2013).

Ja foi demonstrado que a interacdo gene-nutriente pode afetar de forma
heterogénea as concentracdes de acidos graxos (Scholtz et al., 2015; Al-Hilal et al.,
2013; Gillingham et al., 2013; Harslgf et al., 2013; Cormier et al., 2012; Hellstrand et
al., 2012; Molt6-Puigmarti et al., 2010) as concentracbes de lipideos séricos
(Hellstrand et al., 2012; Standl et al., 2012; Lu et al., 2010), o risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (Hellstrand et al., 2014) e o quociente
de inteligéncia de criancas (Steer et a., 2013). Entretanto, poucos estudos foram
realizados com os polimorfismos rs174561 (FADS1), rs174575 e rs3834458
(FADS2) em gestantes, sendo necessario maior conhecimento das altera¢cdes no
metabolismo de LCPUFAs associadas a essas variantes.

Considerando que as interagdes gene-nutriente influenciam as concentracdes
plasmaticas de acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa e de seus
precursores ALA e LA (Hellstrand et al., 2014), o objetivo do presente estudo foi
verificar se as variantes dos genes FADS1 (rs174561) e FADS2 (rs174575 e

rs3834458) afetam a relagéo entre ingestdo de acido a-linolénico (ALA) ou da razao



113

LA/ALA e as concentracfes plasmaticas de acidos graxos poli-insaturados da série
dmega 3 em gestantes.

MATERIAIS E METODOS

Populacado do estudo

Trata-se de um estudo transversal aninhado a coorte prospectiva de
gestantes do NISAMI. A coorte do NISAMI (Nucleo de Investigacdo em Saude
Materno Infantil) foi desenvolvida na zona urbana de Santo Antonio de Jesus, Bahia,
Brasil, no periodo entre 2008 a 2016, e objetivava investigar os determinantes da
saude materno-infantil.

Foram convidadas a participar todas as gestantes da coorte com mais de 18
anos de idade e idade gestacional menor ou igual a 34 semanas no momento da
coleta sanguinea, entre agosto de 2013 a dezembro de 2014. As que aceitaram
participar realizaram avaliagcbes adicionais de consumo alimentar e a coleta
sanguinea para as andlises de acidos graxos e a genotipagem. Os critérios de
exclusdo foram: gestacdo multipla, HIV, doencas contagiosas, imunoldgicas e
metabolicas, e o consumo de dieta VEGAN.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos, da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia (UFRB), niumero do
parecer: 241.225 de 09/04/2013.

Coleta de dados

A coleta de dados foi realizada ap6s estudo piloto para calibragem dos
instrumentos. O primeiro contato com a gestante ocorreu nas unidades de saude em
que realizavam o pré-natal, quando foi assinado o termo de consentimento
informado e aplicado o questionario sociodemografico, de salde e obstétrico. Em
seguida, as gestantes foram encaminhadas para um laboratério de analises clinicas
da cidade, onde realizaram a avaliacdo da ingestdo alimentar e, em jejum, a

avaliacdo antropométrica e a coleta sanguinea.
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Caracteristicas maternas e Ingestdo de 4cidos graxos poli-insaturados

Dados sociodemograficos, potenciais determinantes nao-genéticos e
possiveis fatores de confusdo foram obtidos por um questionario estruturado. A
avaliacdo antropométrica foi realizada em triplicata, de acordo com protocolos
recomendados por Jelliffe (1968).

A ingestdo de acidos graxos pela gestante foi estimada por meio de um
Questionario de Frequéncia de Consumo (QFA) semiquantitativo nutriente-
especifico, construido e validado para este fim. O QFA continha 89 itens, e estimava
o consumo de alimentos fontes de PUFAS durante o periodo da gestacdo. As
participantes eram questionadas quanto a frequéncia de consumo do alimento e o
namero de por¢cdes consumidas por vez. A quantidade, em gramas, do alimento
ingerido por dia foi utilizado para céalculo dos nutrientes, tendo a Tabela Brasileira de
Composigéo de Alimentos (TACO) (NEPA — UNICAMP, 2011) como referéncia ou a
Tabela de Composicao de Alimentos da USDA (USDA, 2014), quando o alimento ou
0 nutriente ndo era encontrado na TACO. No caso de preparacdes, os ingredientes

foram estimados e calculados individualmente (MIRMIRAN et al., 2010).

Composicéo de acidos graxos plasmaticos

O plasma foi separado das células vermelhas e do buffy coat apds
centrifugacéo a 2500 rpm por 15 minutos, e congelado imediatamente em nitrogénio
liguido até o momento das analises. A extracdo dos lipideos foi realizada no
Laboratorio de Bioquimica Nutricional da Universidade Federal de Vicosa (UFV),
Vigcosa — MG, Brasil, com 600mcL de plasma pelo método Folch (solucéo de Folch -
cloroférmio/metanol 2:1) (Folch et al., 1957). A etapa de derivatizacéo foi realizada
pelo método de Hartman & Lago (1973).

A separacdo dos ésteres metilicos dos acidos graxos foi realizada em um
cromatografo a gas modelo CG Solution da marca SHIMADZU, equipado com
detector por ionizacdo de chama (FID). A identificacdo dos acidos graxos foi feita
pela comparacdo dos tempos de retencédo dos ésteres das amostras com o padrédo
de referéncia F.A.M.E. mix (Sigma-Aldrich®, EUA). O contelido relativo dos &cidos
graxos foi calculado pelo programa GC solution, e se baseava na contribuicdo de
cada acido graxo em relacdo a area total dos cromatogramas identificados, expresso

como percentual de acidos graxos (%).
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Andlises genéticas

O DNA gendmico foi extraido a partir do buffy coat no periodo maximo de até
72 horas apo0s a coleta sanguinea, utilizado kit de extracdo da Qiagen®, FlexiGene®
DNA Kit (250). A extracdo foi realizada no Laboratorio de Genética Humana da
UFRB, onde permaneceu armazenado a -20°C até o momento das andlises.

Os trés SNPs foram selecionados por estarem relacionados com as
concentracfes corporais de acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa em
criancas e gestantes (Koletzko et al., 2011; Molt6-Puigmarti et al 2010; Rzehak et
al., 2010; Xie e Innis, 2008). No Nucleo de Genética Humana e Molecular da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), Vitéria — ES, Brasil, as amostras
foram genotipadas, utilizando ensaios TagMan® pré-desenhados (rs174575 e
rs174561) e customizado (rs3834458), com as condicdes de termociclagem
indicadas pelo fabricante. Os seguintes primers e sondas foram utilizados para o
SNP rs3834458: Primers (5'-3’) foward AGAGCAGAGGTTCCGCAATT e reverse
GCCTTGGATTAGAGGGCTTTGAA e Sondas (5°-3) alelo T
VIC/TCAGACAATCTTAGAAAAG-NFQ e alelo Del FAM/TCAGACAATCTTGAAAAG-
NFQ.

Analise estatistica

Os dados foram digitados no programa Epidata e os dados analisados no
software Stata versdo 14. Na analise exploratéria, as variaveis categoricas foram
apresentadas como frequéncias absoluta e relativa. As variaveis discretas e
continuas foram descritas como médiatDP. As varidveis que apresentaram dados
assimétricos, avaliado pelo teste de Kolmogorov-Smirnov ou por meio de graficos de
disperséo e histograma, sofreram transformacao logaritmica.

A frequéncia genotipica e a menor frequéncia alélica (MAF) foram calculadas.
Foram considerados raros SNPs que apresentem frequéncia alélica entre 1% e 5%
na populacdo, os quais devem ser excluidos a fim de evitar a diminuicdo do poder
das analises estatisticas (ZENG et al., 2015; ZIEGLER et al., 2008). A distribuicéo
dos genotipos foi testada para o equilibrio de Hardy-Weinberg utilizando-se o teste
qui-quadrado (p > 0,05) no Software Arlequin versao 3.5.2.2. Gestantes homozigotas
para o alelo de maior frequéncia (MM) foram codificadas como 1, heterozigotas (Mm)

2 e homozigotas para o alelo de menor frequéncia (mm) codificadas como 3.
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As gestantes foram classificadas quanto ao tercil de consumo de acido a-
Linolénico (ALA) e da relagéo Acido Linoleico: Acido a-Linolénico (LA:ALA). Anova
one way e Teste de Tukey foram utilizados para comparar as médias das
concentracbes plasmaticas de PUFAS segundo gendtipos; e as médias das
propor¢cfes plasmaticas de PUFAS n-3 segundo os gendtipos, em cada tercil de
consumo de ALA e LA:ALA.

O nivel de significancia utilizado nas analises foi de 5%.

RESULTADOS

Caracteristicas da amostra

Das 379 gestantes que aceitaram participar do estudo, 272 compareceram ao
laboratério para coleta sanguinea. Foram excluidas da andlise 13 gestantes que nao
responderam ao questionario de consumo alimentar e seis que ndo responderam
por completo ao questionario sociodemografico. Trés gestantes deixaram o estudo
apos abortarem. A amostra final era composta por 250 gestantes, com média de
idade de 27,24 anos (Tabela 1).

Frequéncias alélica e genotipica

Os trés polimorfismos dos genes FADS1 (rs174561) e FADS2 (rs174575 e
rs3834458) foram genotipados com taxa de sucesso de 100%. Os alelos de menor
frequéncia variavam de 22,0% a 28,8%, e as variantes genéticas estavam em
equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,05; Tabela 2).

Acidos graxos plasmaticos segundo polimorfismos dos genes FADS

As concentra¢cfes plasméaticas de PUFAs segundo gendtipos sdo mostradas
na tabela 3. As proporcdes plasmaticas de PUFAs n-6 nao diferiram entre o0s
genotipos. Para os PUFAS n-3, eram maiores as propor¢cdes do substrato das
dessaturases (ALA) nas gestantes homozigotas para o alelo de menor frequéncia
dos polimorfismos rs174561 e rs3834458, em comparacdo com as homozigotas
para o alelo de maior frequéncia (p < 0,05; Tabela 3). Para os trés polimorfismos
avaliados, ndo foram encontradas diferencas significativas nas concentracdes

plasmaticas de EPA, DHA e da razdo EPA/ALA entre 0s genaotipos.
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Acidos graxos plasmaticos segundo tercil de ingestdo de ALA e polimorfismos
dos genes FADS

Independente do tercil de ingestdo de ALA, as concentracdes plasmaticas de
PUFAS n-3 nao diferiram entre os gendtipos, quando considerado o polimorfismo
rs174575. Quando avaliados os polimorfismos rs174561 e rs3834458, observou-se
que as concentracbes plasméticas de EPA e DHA nédo foram influenciados pela
ingestdo de ALA, sendo observadas diferencas significativas apenas para as
concentracfes plasmaticas de ALA. Das gestantes classificadas no tercil mais alto
de ingestdo de ALA, as concentracdes plasmaticas de ALA eram mais elevadas nas
homozigotas para o alelo de menor frequéncia (p < 0,05), em comparagcdo com
aguelas que carreavam o alelo de maior frequéncia (MM e Mm). Nao foram
encontradas diferencas significativas nas concentracdes plasmaticas de ALA para
gestantes classificadas nos dois primeiros tercis de ingestdo de ALA (Tabela 4;
Figura 2).

Acidos graxos plasmaticos segundo tercil de ingestdo da razdo LA/ALA e
polimorfismos dos genes FADS

Quando considerado o polimorfismo rs174575, apenas as concentragdes
plasmaticas de EPA foram influenciadas pela ingestdo da razdo LA/ALA, ndo sendo
observadas diferencas significativas nas concentracdes plasmaticas de ALA e DHA.
No segundo tercil de ingestdo da razdo LA/ALA, gestantes que carreavam o alelo de
menor frequéncia (Mm e mm) apresentavam menores niveis plasmaticos de EPA,
gquando comparadas com as gestantes homozigotas para o alelo de maior
frequéncia (p < 0,05; Tabela 5; Figura 3).

Para os polimorfismos rs174561 e rs3834458, no terceiro tercil de ingestao da
razdo LA/ALA, as concentracfes plasméaticas de ALA eram maiores nas gestantes
homozigotas para o alelo de menor frequéncia em comparagdo com as gestantes
gue carreavam o alelo de maior frequéncia, homozigotas ou heterozigotas (p < 0,05)
(Tabela 5; Figura 3). Nao foram observadas diferencas significativas nas
concentracdes plasmaticas dos produtos das dessaturases (EPA e DHA) entre os
genotipos (Tabela 5; Figura 3).
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DISCUSSAO

No presente estudo, os resultados apontaram para uma possivel interacédo
gene-nutriente nas concentracdes plasmaticas de PUFAS n-3. A maior ingestao de
ALA e da razdo LA/ALA promoveu aumento das concentracdes plasmaticas de ALA
nas gestantes homozigotas para o alelo de menor frequéncia dos polimorfismos
rs174561 e rs3834458, mas nao alteraram as concentracfes dos produtos das
dessaturases, EPA e DHA. Em relacdo ao polimorfismo rs174575, foi observada
alteracdo apenas nas concentragfes plasmaticas de EPA, que estavam reduzidos
no segundo tercil de ingestao da raz&o LA/ALA nas gestantes que carreavam o alelo
de menor frequéncia, em comparacdo com as gestantes homozigotas para o alelo
de menor frequéncia.

O aumento expressivo de ALA plasmatico em resposta a maior ingestao de
ALA nas gestantes homozigotas para o alelo de menor frequéncia dos polimorfismos
rs174561 e rs3834458 pode ser reflexo da limitada conversdo enzimatica dos
LCPUFAs em gestantes com esse genotipo. Provavelmente, esses polimorfismos
afetam os mecanismos envolvidos com a transcri¢cdo génica, promovendo o acumulo
de ALA plasmético em resposta ao aumento da ingestédo desse acido graxo.

Foi observado que gestantes homozigotas para o alelo de menor frequéncia
dos polimorfismos rs174561 e rs3834458 apresentavam maiores concentracdes
plasmaticas do substrato das dessaturases ALA. Esse perfil plasmatico,
caracterizado por maior concentracdo de ALA, tem sido associado a menor atividade
das enzimas A-5 e A-6 dessaturases (Lattka et al., 2013; Hong et al., 2013; Koletzko
et al.,, 2011). Variantes genéticas nos genes FADS1 e FADS2 podem reduzir a
transcricdo génica e a taxa de conversdo enzimdtica das dessaturases, o que
resultaria em aumento do substrato (ALA) e reducdo dos produtos (EPA e DHA)
(Wang et al., 2015; Tintle et al., 2015; Al-Hilal et al., 2013; Glaser et al., 2011,
Koletzko et al., 2011). O polimorfismo rs174575 apresentou comportamento distinto,
ja que as concentragfes plasmaticas de PUFAs n-3 e n-6 estavam semelhantes,
independente do genotipo.

Tem sido demonstrado que os individuos que possuem o alelo de menor
frequéncia (Mm ou mm) podem compensar a menor conversdo dos acidos graxos
poli-insaturados de cadeia longa da série 6mega 3 pelo aumento do consumo de
acido a-Linolénico (ALA) (Hellstrand et al., 2014; Gillingham et al., 2013; Hellstrand
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et al.,, 2012) ou, mais diretamente, pela suplementacdo ou ingestdo de alimentos
fontes de DHA (Gonzalez-Casanova et al.,, 2016; Scholtz et al., 2015; Molto-
Puigmarti et al., 2014; Al-Hilal et al., 2013).

Alguns estudos ndo encontraram associacdo entre polimorfismos nos genes
FADS e concentracdo sanguinea de DHA, provavelmente porque a fonte desse
nutriente é principalmente nutricional (Al-Hilal et al., 2013; Gillingham et al., 2013).
Em condicbes normais, a conversdo endogena de ALA para DHA é baixa,
apresentando taxas que variam de 1 a 10%, dependendo de fatores genéticos
(Huffman et al.,, 2011). Assim, em individuos geneticamente predispostos a
biossintese limitada de DHA, a principal estratégia para melhoria das concentragcfes
plasmaticas seria por meio da ingestdo direta de alimentos ricos nesse nutriente
(Gillingham et al., 2013). Assim € possivel que as gestantes homozigotas para o
alelo de menor frequéncia dos polimorfismos rs174561 e rs3834458 sejam pouco
beneficiadas pela ingestdo de ALA, sendo melhores os resultados pela ingestéo
direta de DHA.

Estudos de interacdo gene-nutriente envolvendo a ingestdo de EPA e DHA,
geralmente por meio de suplementacdo, sdo mais comuns e mostram resultados
mais expressivos nas concentracfes sanguineas de LCPUFAs (Gonzalez-Casanova
et al., 2016; Scholtz et al., 2015; Al-Hilal et al., 2013; Gillingham et al., 2013, Cormier
et al., 2012 ). Al-Hilal et al. (2013) observaram interacdo entre os gendtipos do SNP
rs174537 (FADS1) e ingestdo de dleo de peixe na atividade da A-5 dessaturase,
estimado pela razao AA:DGLA em eritrécitos. Apds o tratamento, a atividade da A-5
dessaturase aumentou em funcéo da dose do suplemento em individuos saudaveis
gue possuiam o alelo de menor frequéncia (GT e TT), mas sem alteracdo da
atividade enzimatica nas homozigotas para o alelo de maior frequéncia (GG).

Segundo Hellstrand et al. (2014), o consumo de ALA apresenta beneficio
adicional em relagédo ao consumo de LCPUFAs n-3. Enquanto ALA pode prevenir a
via de conversao dos LCPUFAs n-6, jA que compete com LA nas primeiras etapas
do metabolismo de PUFAS, os LCPUFAs n-3 s6 competem mais tardiamente com
LCPUFAs n-6 nas etapas do metabolismo de eicosanoides (Hellstrand et al., 2014,
Hester et al., 2014; Patterson et al., 2012). Chilton et al. (2014) sugerem a existéncia
de mecanismos epigenéticos que ligam as concentragbes de LCPUFAs a
maquinaria transcricional envolvida no metabolismo de &cidos graxos poli-

insaturados.
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No presente estudo, a maior ingestdo da razdo LA/ALA também favoreceu o
aumento plasmético de ALA no plasma de gestantes homozigotas para o alelo de
menor frequéncia dos polimorfismos rs174561 e rs3834458, e, adicionalmente,
reduziu as concentracdes de EPA nas gestantes que carreavam o alelo de menor
frequéncia. Esse resultado também pode ser decorrente da competicdo enzimatica
de LA e ALA na etapa inicial do metabolismo de LCPUFAs (Chilton et al., 2014,
Hellstrand et al., 2014, Patterson et al., 2012).

O EPA é considerado um fator protetor independente (Gillingham et al., 2013),
ja que compete pelas enzimas ciclooxigenases e lipoxigenases com o &cido
araquidénico, favorecendo a sintese dos eicosanoides da série impar, que Ss&o
menos inflamatérios (Hester et al., 2014). Ao contrario do observado no presente
estudo, Gillingham et al. (2013) mostraram que, em individuos hiperlipidémicos
homozigotos para o alelo de menor frequéncia dos SNPs dos genes FADS1
(rs174561, rs174545 e rs174537) e FADS2 (rs174583), a dieta rica em acido a-
linolénico (ALA) elevou as concentracfes plasmaticas de EPA, mas sem aumento de
DHA. Os autores sugeriram que consumir dieta rica em ALA (aproximadamente 10%
do valor caldrico total) compensaria a aparente baixa atividade enzimatica das
dessaturases nos homozigotos para o alelo de menor frequéncia, elevando as
concentracdes plasmaticas de EPA.

Dessa forma, para favorecer a via de conversdo de LCPUFAs n-3, o padréao
alimentar deve ser caracterizado pelo o aumento da ingestdo de ALA concomitante a
menor ingestdo de LA (Chilton et al., 2014, Hellstrand et al., 2014, Patterson et al.,
2012). Hellstrand et al. (2014) ndo observaram relacdo do SNP rs174546 (FADS1)
ou do consumo de PUFAS, avaliado pela histdria dietética, na incidéncia de doencas
cardiovasculares, em 24.032 individuos saudaveis. No entanto, foi observada
interacdo gene-nutriente, j& que o maior consumo de ALA e da relacao ALA/LA era
inversamente relacionado ao risco de doencas cardiovasculares no genétipo
homozigoto de menor frequéncia (TT) do SNP rs174546. Isso sugere que as
variantes dos genes FADS1 agem como modificadores de efeito na relacdo entre
ingestdo de PUFAS e doencas cardiovasculares, provavelmente por alterarem o0s
niveis corporais de acidos graxos poli-insaturados.

O desenvolvimento de um estudo de coorte prospectivo bem controlado, a
coleta de dados padronizada e a aplicacdo de questionario de frequéncia alimentar

para avaliacdo do consumo usual de &cidos graxos pelas gestantes foram
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considerados pontos positivos do estudo. Os entrevistadores, nutricionistas e
estudantes de nutricdo, foram treinados antes do inicio do estudo para a
padronizacdo da avaliacdo do consumo alimentar. As amostras plasmaticas foram
coletadas especificamente para a estimativa de acidos graxos poli-insaturados,
sendo, desde a coleta sanguinea, adotados todos os cuidados, em relacdo ao
tempo, temperatura, exposi¢cdo ao oxigénio e a luz, a fim de se diminuir ao maximo a
degradacédo dos componentes plasmaticos.

Dentre as limitacdes, pode-se citar o delineamento complexo do estudo, a
amostra reduzida e a necessidade de deslocamento das participantes para a coleta
sanguinea. A amostra reduzida foi particularmente desfavordvel para a
determinacao de acidos graxos poli-insaturados no plasma, ja que a analise € muito
sensivel. Amostras com acidos graxos ndo detectados nos cromatogramas foram
excluidas, o que reduziu ainda mais o nuamero final da amostra. Em especial,
destaca-se o DHA, cuja concentragdo usualmente muito baixa nos componentes
sanguineos é confundida com ruidos nos cromatogramas, o que dificulta sua
deteccéao.

Estudos como esse, de interagdo gene-nutriente, devem ser incentivados,
pois facilitam a compreensdo da maior vulnerabilidade de determinados grupos.
Conhecer os gendtipos de risco facilita a elaboracao de recomendac¢des nutricionais
e o planejamento alimentar individualizados, que considerem as variantes genéticas
envolvidas em alteracfes metabdlicas que impliguem em fendtipos desfavoraveis a
saude. Concomitantemente, devem ser conduzidos estudos que investiguem a
importancia bioldgica das alteragBes plasmaticas de acidos graxos resultantes da
interacdo gene-nutriente, a fim de identificar resultados que apresentem relevancia
clinica e ndo apenas estatistica.

Os estudos que avaliam a interacdo gene-nutriente por meio de
suplementacdo de nutrientes sdo importantes, pois permitem a melhor percepc¢éo de
causalidade. No entanto, esses estudos utilizam-se de doses elevadas do nutriente,
geralmente em gquantidades acima da estabelecida por diretrizes nutricionais. De
outro modo, o0 presente estudo avaliou se a interacdo gene-nutriente nas
concentracbes plasmaticas de PUFAS poderiam ser percebida em doses
usualmente consumidas pela populagéo geral, sem o uso de suplementos de DHA
ou Oleo de peixe (DHA + EPA) pelas gestantes. Para isso, foi desenvolvido e

validado um QFA semiquantitativo nutriente-especifico para a populacdo do estudo.



122

Esse é um instrumento adequado para a estimativa de LCPUFAs n-3, ja que 0s
principais alimentos fonte, como os peixes, sdo consumidos com baixa frequéncia
pela populacdo de estudo, e podem ndo ser adequadamente estimados em outros
tipos de inquéritos alimentares (Hellstrand et al., 2012).

Foi possivel concluir que os polimorfismos rs174561 (FADS1) e rs3834458
(FADS2) atuam como modificadores de efeito na relacdo entre a ingestao de ALA e
da razdo LA/ALA e as concentracfes plasmaticas de acidos graxos poli-insaturados
da série mega 3 em gestantes. Nas homozigotas para o alelo de menor frequéncia
dos polimorfismos rs174561 e rs3834458, o aumento do consumo de ALA parece
ndo favorecer a conversédo dos &cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa, EPA
e DHA; no entanto, a menor ingestdo da razdo LA/ALA pode evitar o acumulo
plasmatico de ALA. E possivel que, nas gestantes homozigotas para o alelo de
menor frequéncia dos polimorfismos rs174561 e rs3834458, o consumo de
alimentos fontes de DHA seja recomendado, considerando a provavel ocorréncia de
menor transcricdo génica e conversao enzimatica. Em relacdo ao SNP rs174575, as
concentracbes plasmaticas de EPA estavam reduzidas em resposta a maior
ingestdo da razdo LA/ALA nas gestantes que carreavam o alelo de menor
frequéncia. Provavelmente, a menor ingestdo de LA em relagdo a ingestdo de ALA
seja importante para promover o adequado perfil plasméatico de LCPUFAs n-3

nessas gestantes.
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TABELAS

Tabela 1 — Caracteristicas das gestantes e dos recém-nascidos da amostra (n =
250), Santo Antdnio de Jesus — Bahia, Brasil, 2016
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Variavel

Valor

Caracteristicas Maternas

Idade (anos)

Cor
- Negras
- Pardas
- Brancas
- Outros

Escolaridade (anos)
-Ensino médio
-Ensino fundamental

Classe socioecondmica (n=244)

Tabagismo, sim:n&o
Consumo de alcool, sim:ndo
Peso (Kg)

Estatura (m)

IMC (kg/m?)

27,24 +6,01

105 (42%)
105 (42%)
25 (10%)
15 (6%)
4,62+ 1,53
208 (83,2%)

42 (16,8%)

2 (0,8%)
39 (15,6%)
155 (62%)
46 (18,4%)

2 (0.8%)

18 (7,2%) : 232 (92,8%)
21 (8,4%) : 229 (91,6%)
67,17 + 12,82
1,61+ 0,06

26,07 £5,01

Continua...
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...continuacéo.

IMC pré-gestacional (kg/m?) 24,17 £ 4,90
Primigesta (n=249) 106 (42,4%)
Numero de gestacdes 0,96 +1,14
Idade gestacional (semanas) (n=243) 19,79 +7,18

Ingestdo de n-3 PUFA

- ALA (g/dia) 1,87 + 0,87
- EPA (mg/dia) 65,58 + 73,12
- DHA (mg/dia) 209,88 + 211,72

Ingestdo de n-6 PUFA

- LA (g/dia) 18,21 £ 8,77
- AA (mg/dia) 186,23 + 283,09

Caracteristicas da crianca ao nascer

Sexo, fem:masc 134 (53,6%) : 116 (46,4%)
Idade Gestacional (semanas) 38,60 + 1,96
Peso (g) 3324,06 + 494,60

IMC = indice de Massa Corporal. n-3 PUFA = Acidos graxos poli-insaturados da série dmega 3.
ALA = Acido a-linolénico (18:3; n-3). EPA = Acido Eicosapentaenoico (20:5; n-3). DHA = Acido
docosa-hexaenoico (22:6; n-3). n-6 PUFA = Acidos graxos poli-insaturados da série n-6. LA =

Acido linoleico (18:2; n-6). AA = Acido araquidénico (20:4 n-6). Fem = feminino. Masc = masculino.



Tabela 2 — Caracteristicas dos trés polimorfismos dos genes das dessaturases
(FADS) da amostra de gestantes (n = 250)
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Genotipo (%) MAF HWE
Gene/SNP
MM Mm mm % p?

FADS2

rs174575 CC (49,6) CG (43,2) GG (7,2) 28,8 0,44490
FADS1

rs174561 TT (61,6) TC (32,8) CC (5,6) 22,0 0,46273

Intergénico (FADS2)
rs3834458 TT (58,8) TDel (34,8) DelDel (6,4) 23,8 0,72693

SNP = Polimorfismo de nucleotideo Unico. MM = Homozigoto de maior frequéncia. Mm =
Heterozigoto. mm = homozigoto de menor frequéncia. MAF = Menor Frequéncia Alélica. HWE =
Equilibrio de Hardy-Weingberg. Del = Dele¢éo.

1 Derivado do Teste Qui-quadrado do Equilibrio de Hardy-Weinberg



Tabela 3 — Concentracdes plasmaticas de 4cidos graxos poli-insaturados (%) segundo polimorfismos dos genes das dessaturases
(FADS) na amostra de gestantes

rs174575 rs174561 rs3834458
P P P
MM Mm mm MM Mm mm MM Mm mm
value* value* value*
PUFAS n-6
LA (n = 193) 12,60 1353 1557 0,101 13,10 13,17 16,07 0,217 13,04 13,25 1530 0,320
AA (n = 226) 1,53 1,88 1,52 0,126 1,65 1,61 2,56 0,051 1,63 1,66 2,28 0,184
AA/LA (n = 183) 0,11 0,15 0,15 0,125 0,13 0,13 0,17 0,655 0,13 0,13 0,15 0,895
PUFAS n-3
ALA (n = 235) 1,75 1,76 1,46 0,752 1,71*  155*  3,14° 0,004 1,66* 1,66*° 2,76° 0,028
EPA (n = 227) 2,95 2,24 2,59 0,053 2,58 2,75 2,22 0,689 2,57 2,77 2,15 0,554
DHA (n = 101) 2,29 2,83 2,96 0,426 2,30 3,06 2,19 0,201 2,37 2,93 2,16 0,367

EPA/ALA (n = 226) 2,21 1,61 1,89 0,088 1,94 2,00 1,23 0,454 1,98 1,95 1,32 0,464

MM = Homozigoto de maior frequéncia. Mm = Heterozigoto. mm = homozigoto de menor frequéncia. PUFAS n-6 = Acidos graxos poli-insaturados da série n-

6. LA: Acido linoleico (18:2; n-6). AA = Acido araquiddnico (20:4; n-6). AA/LA = Relac&o acido araquiddnico/ acido linoleico. PUFAS n-3 = Acidos graxos poli-
insaturados da série dmega 3. ALA = Acido a-linolénico (18:3; n-3). EPA = Acido Eicosapentaenoico (20:5; n-3); DHA = Acido docosa-hexaenoico — (22:6; n-
3). EPA/ALA = Relagdo Acido eicosapentaenoico/ Acido a-linolénico.

* ANOVA One Way. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 4 — ConcentragBes plasméticas de acidos graxos émega-3 (%) segundo tercil de ingestao de acido a-linolénico (ALA) e

polimorfismos dos genes das dessaturases (FADS) na amostra de gestantes

ALA? EPAZ DHA3
1° Tercil 2° Tercil 3° Tercil 1° Tercil 2° Tercil 3° Tercil 1° Tercil 2°Tercil 3° Tercil

rsl74575

MM 1,39 1,46 2,10 3,03 2,51 2,90 2,52 2,19 2,16

Mm 2,08 1,61 1,66 2,28 1,72 2,30 3,49 2,83 2,33

mm 1,37 1,41 1,93 2,46 2,63 1,39 5,05 2,21 0,46

P-value* 0,054 0,739 0,582 0,333 0,208 0,350 0,275 0,698 0,530
rs1l74561

MM 1,74 1,56 1,81° 2,64 2,50 2,38 2,75 1,79 2,28

Mm 1,57 1,45 1,60° 2,77 1,54 3,10 3,68 3,27 2,29

mm 1,91 1,58 4,53b 2,17 1,41 2,64 4,04 2,67 1,25

P-value* 0,810 0,899 0,004 0,880 0,131 0,389 0,596 0,141 0,575
rs3834458

MM 1,63 1,53 1,76° 2,71 2,36 2,45 2,82 1,84 2,34

Mm 1,73 1,48 1,752 2,59 1,79 3,11 3,50 3,10 2,22

mm 1,82 1,65 4,30° 2,80 2,11 1,75 4,04 2,44 1,25

P-value* 0,924 0,919 0,011 0,962 0,529 0,292 0,741 0,262 0,562

MM = Homozigoto de maior frequéncia. Mm = Heterozigoto. mm = homozigoto de menor frequéncia. ALA = Acido a-Linolénico (18:3; n-3). EPA =Acido
Eicosapentaenoico (20:5; n-3); DHA = Acido Docosa-hexaenoico (22:6; n-3).

1n=235

2n =226

3n=101

* ANOVA One Way. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 5 — Concentra¢des plasméticas de acidos graxos 6mega-3 (%) segundo tercil de consumo de razdo &cido linoleico/acido
linolénico (LA/ALA) e gendtipos FADS

ALA? EPAZ DHA3
1° Tercil 2° Tercil 3° Tercil 1° Tercil 2° Tercil 3° Tercil 1° Tercil 2° Tercil 3° Tercil

rsl74575

MM 1,54 1,82 1,84 3,10 3,442 2,05 2,42 2,10 2,43

Mm 1,65 1,55 2,04 2,17 1,99° 2,12 2,61 2,63 3,30

mm 1,23 1,35 2,12 3,43 1,50° 4,22 1,33 3,02 5,29

P-value* 0,696 0,531 0,899 0,176 0,009 0,092 0,520 0,621 0,283
rs1l74561

MM 1,52 1,86 1,718 2,72 2,70 2,17 1,78 2,30 2,58

Mm 1,63 1,36 1,69° 2,56 2,83 2,10 3,02 2,38 4,27

mm 1,70 1,33 6,38" 2,73 1,54 2,38 1,21 2,12 1,32

P-value* 0,869 0,268 <0,001 0,957 0,605 0,957 0,102 0,810 0,198
rs3834458

MM 1,57 1,79 1,61° 2,90 2,66 2,10 1,89 2,33 2,64

Mm 1,58 1,53 1,99% 2,46 2,93 2,18 2,93 2,35 3,85

mm 1,57 1,29 5,41b 2,11 1,50 2,84 1,48 3,12 1,32

P-value* 0,999 0,591 <0,001 0,628 0,466 0,413 0,194 0,815 0,369

MM = Homozigoto de maior frequéncia. Mm = Heterozigoto. mm = homozigoto de menor frequéncia. ALA = Acido a-Linolénico (18:3; n-3). EPA =Acido
Eicosapentaenoico (20:5; n-3); DHA = Acido Docosa-hexaenoico (22:6; n-3).

1n=235

2n =227

3n=101

* ANOVA One Way. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (p < 0,05).
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FIGURAS

PUFAs OMEGA-6 PUFAs OMEGA-3
Fontes alimentares \
LA** - 18:2 n-6 / ALA** - 18:3 n-3
l A6 - dessaturase (FADS2) l
18:3 n-6 18:4 n-3
Elongase l
20:3n-6 20:4 n-3
l A5 - dessaturase (FADS1) l
AA* - 20:4 n-6 EPA* - 20:5n-3
Elongase l
< 22:41-6 22:5n-3
2]
E l Elongase
< 24:4n-6 24:5n-3
A6 - dessaturase (FADSZ2) l
24:5n-6 24:6 n-3
Beta-oxidagdo l
22:51n-6 DHA* - 22:6 n-3

Figura 1. Representacdo esquematica da rota metabdlica dos acidos graxos
poli-insaturados das séries 6mega-3 e 6mega-6 em humanos

* Forma ativa. ** Forma dietética.

PUFAs = Acidos graxos poli-insaturados. LCPUFAs = Acidos graxos poli-insaturados de cadeia
longa. LA = Acido Linoléico. ALA = Acido a-Linolénico. AA = Acido Araquidénico. EPA = Acido
Eicosapentaenoico. DHA = Acido Docosa-hexaenoico.

Fonte: Lattka et al. (2010b); Gonzalez-Casanova et al. (2016) — adaptado.
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6.3 Manuscrito 3
VARIA(;AO GENETICA NO GENE FADS2 MODULA O EFEITO DO CONSUMO DE
ACIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS NA DURACAO DA GESTACAO

RESUMO

Menores concentracdes sanguineas de acidos graxos poli-insaturados de cadeia
longa (LCPUFASs) da série 6mega n-3 em gestantes tém sido associadas com o
aumento do risco de prematuridade. Além do consumo alimentar, os polimorfismos
de nucleotideo Unico (SNPs) dos genes das dessaturases (FADS) parecem
influenciar as concentracdes plasmaticas de LCPUFAs. Dessa forma, o objetivo
deste estudo foi investigar se a existéncia de interacdo entre polimorfismos dos
genes FADS e consumo de acidos graxos poli-insaturados (PUFAS) na duracdo da
gestacdo. Foram avaliadas 250 mulheres de uma coorte prospectiva de gestantes
de Santo Antdnio de Jesus, Bahia, Brasil. A ingestdo de PUFAS foi avaliada por
questionario de frequéncia de consumo alimentar. Trés SNPs do agrupamento dos
genes FADS foram genotipados, utilizando ensaios TaqgMan: rs174561 (FADS1),
rs174575 (FADS2), rs3834458 (Intergénico — FADS2). A analise de regressao linear
foi utilizada para avaliacdo da interacdo gene-nutriente na duracdo da gestacgéo,
ajustada para co-variaveis. Os resultados ndo mostraram associacao entre consumo
de PUFAS e a duracdo da gestacdo. Houve tendéncia de associacao negativa entre
0S genodtipos homozigotos para o alelo de menor frequéncia e a duracdo da
gestacdo. Em gestantes heterozigotas (CG) do SNP rs174575, o consumo de ALA
se associou positivamente e o consumo de LA se associou negativamente com a
duracédo da gestacéo (p < 0,05). Nao foi observada interacdo gene-nutriente para os
polimorfismos rs174561 e rs3834458. Concluiu-se que gestantes heterozigotas (CG)
do SNP rs174575 (FADS2) podem se beneficiar do maior do consumo de ALA no
aumento do tempo de gestacdo, enquanto que o elevado consumo de LA pode
reduzir a duragéo gestacao.

Palavras-chave: Gestantes. Polimorfismo genético. Acidos graxos insaturados.

Idade gestacional. Nutrigendmica.
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INTRODUCAO

O perfil de &cidos graxos no sangue e em tecidos sdo importantes
determinantes da saude do individuo (Umemoto et al., 2016; Mumford et al., 2016;
Chaddha e Eagle, 2015; Hidaka et al., 2015). Na gestacao, maiores concentracdes
de &cidos graxos poli-insaturados (PUFA) da série dGmega 3 (n-3), em especial o
acido docosa-hexaenoico (DHA; 22:6; n-3), estdo relacionadas com melhor resultado
obstétrico, enquanto os da série 6mega 6 (n-6) parecem influenciar negativamente
os desfechos gestacionais (Best et al., 2016; Kar et al., 2016; Gunaratne et al., 2015;
Harris et al., 2015; Zhao et al., 2014; Carlson et al., 2013; Noakes et al., 2012; Innis,
2007; Innis, 2003). Estudos com gestantes mostraram associacdo entre acidos
graxos poli-insaturados de cadeia longa (LCPUFAS) n-3 na ocorréncia de gestacdes
mais longas e no menor risco de prematuridade (Christian et al., 2016; Chen et al.,
2016; Carlson et al.,, 2013; Ramakrishnan et al., 2010; Van Eijsden et al., 2008;
Facchinetti et al., 2005, Smuts et al., 2003, Olsen et al., 1991).

Os principais acidos graxos de cadeia longa sédo o acido araquidonico (AA;
20:4; n-6), o &cido eicosapentaenoico (EPA; 20:5; n-3) e acido docosa-hexaenoico
(DHA; 22:6; n-3) (XIE E INNIS, 2008). Os LCPUFAs séo as formas ativas dos acidos
graxos n-3 e n-6 no organismo, e podem ser obtidos por meio da alimentacg&o, ou
por meio de sintese endégena hepatica a partir do ALA (18:3 n-3) ou LA (20:4 n-6),
respectivamente (Yeates et al., 2015) (Figura 1). Essa via de conversado dos acidos
graxos poli-insaturados de 18 carbonos (ALA e LA) para a formacédo de LCPUFA,
que possuem de 20 a 22 carbonos, envolve a acdo das enzimas elongases e
dessaturases (Lattka et al., 2010b; Tu et al., 2010).

FADS1 e FADS2 sédo os genes que codificam as enzimas delta-5 e delta-6
dessaturase (Koletzko et al., 2011; Bokor et al., 2010; Marquardt et al., 2000).
Variantes nos genes FADS podem influenciar a atividade das dessaturases e, com
isso, a taxa de conversdo dos LCPUFAs. Individuos contendo um ou dois alelos de
menor frequéncia geralmente apresentam maiores concentracfes dos substratos
ALA e LA, e menores concentra¢des dos produtos da dessaturacédo AA, EPA e DHA
(Wang et al., 2015; Tintle et al., 2015; Glaser et al., 2011; Koletzko et al., 2011).
Dessa forma, sugere-se que as concentracfes sanguineas de DHA sejam

moduladas tanto pela ingestao alimentar quanto por fatores genéticos (Scholtz et al.,
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2015; Yeates et al., 2015; Al-Hilal et al., 2013; Gillingham et al., 2013, Harslgfet al.,
2013).

No periodo intrauterino e até os seis meses apds 0 nascimento, a crianca
depende fundamentalmente da transferéncia materna de LCPUFAs pelo cordao
umbilical e pelo leite materno (Dirix et al., 2009; Xie e Innis, 2008). Isso porque a
placenta ndo possui as enzimas delta-5 e delta-6 dessaturases, e a atividade
enzimatica no feto e na crianca menor de 6 meses é muito limitada (Hanebultt et al.,
2008). Alguns autores sugeriram que polimorfismos dos genes FADS em gestantes
poderiam influenciar a duracdo da gestacao (Molté-Puigmarti et al., 2014; Liu et al.,
2012), apesar de poucos estudos sobre o assunto terem sido encontrados. Estudos
com gestantes mostraram a interacéo entre determinados SNPs dos genes FADS e
consumo de &cidos graxos poli-insaturados nas concentracbes corporais de
LCPUFAs (Scholtz et al., 2015) ou na duragdo da gestacao (Molto-Puigmarti et al.,
2014). No entanto, esse ainda é um assunto recente e pouco explorado.

Dessa forma, considerando que as concentracdes maternas de LCPUFAs
podem influenciar a duracéo da gestacdo, e que tanto a alimentacdo como o perfil
genético da gestante podem influenciar essas concentracdes, no presente estudo foi
proposto: 1) investigar a associacdo entre consumo de &cidos graxos poli-
insaturados (PUFAS) e dos polimorfismos maternos dos genes FADS na duracéo da
gestacdo; 2) verificar a existéncia de interacdo gene-nutriente na duracdo da

gestacao.

METODOLOGIA

Populacéo de estudo

A coorte do NISAMI (Nucleo de Investigagdo em Saude Materno Infantil) é
uma coorte prospectiva de gestantes que investigou os fatores determinantes da
saude materno-infantil na zona urbana de Santo Anténio de Jesus, Bahia, Brasil, no
periodo de 2009 e 2016. No presente estudo, foram incluidas as gestantes que
participaram da coorte do NISAMI entre agosto de 2013 a dezembro de 2014. Foram
incluidas as gestantes clinicamente saudaveis, inscritas no servigo publico de saude
pré-natal da cidade, residentes e domiciliadas na zona urbana de Santo Antbénio de

Jesus — Bahia, Brasil, com idade superior a 18 anos e idade gestacional menor ou
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igual a 34 semanas no momento da coleta sanguinea. Foram excluidas as mulheres
com gestacdo multipla, HIV positivas, com doencas contagiosas, imunoldgicas e
metabdlicas, e as que consumiam dieta VEGAN.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos, da Universidade Federal do Recbncavo da Bahia (UFRB), numero do
parecer: 241.225 de 09/04/2013. Todas as participantes assinaram o termo de

consentimento escrito.

Coleta de dados

Anterior a coleta de dados, foi realizado um estudo piloto para calibragem dos
instrumentos e equipamentos da pesquisa (Figura 2). O estudo foi, entdo, conduzido
em duas etapas, durante a gestacdo e apds o parto. Na primeira etapa, entrevistas
padronizadas foram conduzidas por entrevistadores treinados nas unidades de
saude para obtencado de informacfes sociodemograficas, de salde e obstétricas das
gestantes. A coleta sanguinea foi realizada em um laboratorio de analises clinicas
da cidade por profissional capacitado. Nesse local também foram avaliados o peso,
em jejum, a estatura e o consumo alimentar da gestante. Na segunda etapa, as
datas de nascimento das criangas foram coletadas no Departamento de Vigilancia
Epidemiolégica (VIEP) da Secretaria Municipal de Saude. Visitas domiciliares foram
realizadas ao final do estudo para aquelas gestantes cujos dados dos desfechos

gestacionais nao foram encontrados no VIEP.

Caracteristicas maternas

Caracteristicas sociodemogréficas, potenciais determinantes nao-genéticos e
possiveis fatores de confusdo do resultado obstétrico foram obtidos por meio de
questionario estruturado, aplicado durante a gestacdo. O peso, em jejum, e a
estatura materna foram aferidos em triplicata, seguindo protocolos recomendados
por Jelliffe (1968).

Ingestao de acidos graxos poli-insaturados

Um Questionario de Frequéncia de Consumo (QFA) semiquantitativo
nutriente-especifico foi construido e validado para estimar o consumo usual de
lipideos durante a gestagdo, em especial, o consumo de acidos graxos poli-

insaturados de cadeia longa das séries n-3 e n-6. Para a estimativa de consumo, a
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gestante relatou a frequéncia de consumo do alimento, a partir do inicio da
gestacdo, e o numero de por¢des consumidas por vez. Na analise dos dados, cada
alimento do QFA foi convertido em consumo diario (g), considerando a frequéncia de
consumo e o0 numero de porc¢des relatados pelas gestantes.

Para estimativa da ingestdo de acidos graxos, foi utilizada a Tabela Brasileira
de Composicdo de Alimentos (TACO) (NEPA - UNICAMP, 2011). Para as
preparacdes, os nutrientes foram estimados de acordo com seus ingredientes
(Mirmiran et al., 2010). Quando um alimento ou nutriente ndo era encontrado na
TACO, foi utilizada a Tabela de Composicdo de Alimentos (National Nutrient
Database for Standard Reference) do Departamento de Agricultura do Estados
Unidos — USDA (USDA, 2014).

Andlises genéticas

O DNA gendmico foi extraido das células brancas das amostras sanguineas
maternas, em até 72 horas apds a coleta, no Laboratério de Genética Humana da
UFRB. Foi utilizado o kit de extracdo da Qiagen®, FlexiGene® DNA Kit (250), de
acordo com a metodologia recomendada pelo fabricante. ApGs extracdo do DNA, as
amostras foram acondicionadas a -20°C até o momento da genotipagem.

Os SNPs selecionados foram relacionados, pela literatura, com alteracoes
nas concentracdes de acidos graxos de cadeia longa em criancas e gestantes
(Koletzko et al., 2011; Molt6-Puigmarti et al 2010; Rzehak et al., 2010; Xie e Innis,
2008). A genotipagem foi realizada no Nucleo de Genética Humana e Molecular da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), Vitéria-ES, Brasil, utilizando ensaios
TagMan® pré-desenhados (rs174575 — FADS2, e rsl74561 - FADS1) e
customizado (rs3834458 — FADSZ2), com as condi¢cdes de termociclagem indicadas
pelo fabricante. Os seguintes primers e sondas foram utilizados para o SNP
rs3834458: Primers (5-3’) foward AGAGCAGAGGTTCCGCAATT e reverse
GCCTTGGATTAGAGGGCTTTGAA e Sondas (5-3) alelo T
VIC/TCAGACAATCTTAGAAAAG-NFQ e alelo Del FAM/TCAGACAATCTTGAAAAG-
NFQ.

O controle de qualidade do padrédo de genotipagem incluiu controles
negativos em cada placa. Trés amostras foram genotipadas em cada placa para
avaliacao da reprodutibilidade da genotipagem. A reprodutibilidade e a taxa de

sucesso na genotipagem foram de 100% (Taxa de falha na genotipagem foi de 0%).
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Duracéo da gestacao

A data de nascimento da crianca foi obtida no Departamento de Vigilancia
Epidemioldgica (VIEP) da Secretaria Municipal de Saude. O calculo da duracdo da
gestacado, em dias, foi baseado na diferenca entre a data de nascimento da crianca e
a data da ultima menstruacdo (DUM) da gestante. Visitas domiciliares foram
realizadas ao final do estudo para aquelas gestantes cujos dados dos desfechos

gestacionais nao foram encontrados no VIEP.

Analise estatistica

Os dados foram digitados no programa Epidata e analisados no software
Stata versdo 14. Na analise exploratéria, as varidveis categoricas foram
apresentadas como frequéncias absoluta e relativa. As variaveis discretas e
continuas foram descritas como média + DP. As variaveis que apresentaram dados
com distribuicdo assimétrica, avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov ou por
meio de graficos de dispersao e histograma, sofreram transformacao logaritmica.

A frequéncia genotipica e a menor frequéncia alélica (MAF) foram calculadas.
Foram considerados raros SNPs com frequéncia alélica entre 1% e 5% na
populacdo, os quais seriam excluidos a fim de evitar a diminuicdo do poder das
andlises estatisticas (Zeng et al., 2015; Ziegler et al., 2008). A distribuicdo dos
genatipos foi testada para o equilibrio de Hardy-Weinberg utilizando-se o teste qui-
quadrado (p > 0,05). Gestantes homozigotas para o alelo de maior frequéncia (MM)
foram codificadas como 1, as heterozigotas (Mm) 2 e as homozigotas para o alelo de
menor frequéncia (mm) como 3.

Anova one way e Teste de Tukey foram utilizados para comparar as médias
de ingestdo de PUFAS segundo os genotipos. A associacdo entre o consumo de
PUFAS e a duracdo da gestacéo foi analisada por meio da regresséao linear multipla,
ajustada para variaveis maternas (idade, escolaridade, cor, IMC pré-gestacional,
namero de gestacdes, ingestao de bebida alcodlica e tabagismo durante a gestacéo)
e sexo da crianca. Para avaliar a associacédo entre genotipos FADS e duracao da
gestacdo, cada SNP foi avaliado individualmente, ajustados para as mesmas
variaveis maternas e sexo da criangca. O genotipo homozigoto de maior frequéncia
foi utilizado como referéncia.

Para avaliar a interagdo criaram-se termos produto gene-nutriente, para cada

genotipo e cada PUFA, ajustando os modelos com e sem os termos produto. Foi o
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usado o teste da razao da verossimilhanca para comparar os modelos e decidir pela
significancia da interagéo.

O nivel de significancia utilizado nas analises foi de 5%.

RESULTADOS

Dentre as 379 gestantes que aceitaram participar da coleta sanguinea, 272
compareceram ao laboratério no dia do agendamento e foram genotipadas, e 259
responderam ao questionario de consumo alimentar. Foram excluidas da anélise
estatistica trés gestantes que sofreram aborto e seis que nao responderam por
completo ao questionario sociodemografico. A amostra final correspondeu em 250
gestantes, cujas caracteristicas gerais estdo apresentadas na Tabela 1. Com idade
média de 27,24+6,01 anos e escolaridade média de 4,62+1,53 anos, a maioria era
de classe média, ndo tabagista, ndo etilista, e mais de 80% eram negras ou pardas.

A taxa de sucesso na genotipagem foi de 100% para os 3 SNPs. As
frequéncias dos alelos variantes foram de 22,0% a 28,8% na populacdo de
gestantes avaliada, e a distribuicdo genotipica dos 3 SNPs estava consistente com o
equilibrio de Hardy-Weingberg (Tabela 2).

As gestantes heterozigotas dos polimorfismos rs174561 e rs3834458 ingeriam
menores quantidades de LA que as gestantes homozigotas para o alelo de maior
frequéncia (p<0,05). Nao foram observadas diferencas na ingestdo de AA, ALA, EPA
e DHA entre os genotipos dos trés polimorfismos avaliados (Tabela 3).

A ingestdo de acidos graxos poli-insaturados (PUFAS) pelas gestantes nédo se
associou com a duracdo da gestacdo, mesmo apds ajuste para covariaveis
maternas e sexo da crianca (Tabela 4). Houve tendéncia de associacdo negativa
entre ingestdo de DHA, AA e LA com a duracdo da gestacdo, e tendéncia de
associacao positiva para a ingestdo de ALA e EPA, mas nédo foram estatisticamente
significantes. No entanto, ressalta-se que o coeficiente B para o DHA era muito
reduzido, com valor muito proOximo a zero, 0 que pode nao ter relevancia clinica
nesse caso.

Os polimorfismos dos genes FADS nas gestantes também né&o se associaram

com a duracdo da gestacdo (Tabela 5). Houve tendéncia de associacdo negativa
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entre os genotipos homozigotos de menor frequéncia e a duracdo da gestacao, sem
significancia estatistica.

Foi observada interacdo entre o SNP rs174575 e o consumo de PUFAS na
duracdo da gestacdo (Tabela 6). Em gestantes heterozigotas (CG), o consumo de
ALA se associou positivamente e o consumo de LA se associou negativamente com
a duragcdo da gestacdo (p < 0,05). Nao foi observada interacdo entre a ingestao
materna de PUFAS e genotipos maternos dos SNPs rs174561 e rs3834458 na

duracédo da gestacao (dados ndo mostrados).

DISCUSSAO

No presente estudo foi observada interacdo entre consumo alimentar de
PUFAS e gendtipos maternos do SNP rs174575 na duracdo da gestacdo, sem
efeitos para as variantes genéticas rs174561 e rs3834458. Nas gestantes
heterozigotas (CG) do SNP rs174575, ALA e LA influenciaram a duracdo da
gestacdo de maneiras opostas; enquanto ALA prolonga a gestacao, LA reduz sua
duracdo. Embora, isoladamente, o consumo alimentar e os polimorfismos dos genes
FADS investigados ndo tenham apresentado associacao estatistica com a duracéo
da gestacao, eles devem ser considerados, pois interagem e favorecem o resultado
obstétrico na medida em que modulam o tempo de gestacao.

Varios estudos avaliaram os efeitos dos PUFAS no resultado obstétrico, e
mostraram efeitos positivos para os PUFAS da série n-3 no aumento da duracéo da
gestacdo e na reducdo do risco de parto prematuro (Kar et al., 2016; Harris et al.,
2015; Christian et al., 2016; Chen et al., 2016; Carlson et al., 2013; Ramakrishnan et
al., 2010; Van Eijsden et al., 2008; Facchinetti et al., 2005, Smuts et al., 2003, Olsen
et al., 1991). Os LCPUFAs n-3, EPA e DHA, metabolizados a partir do acido graxo
essencial ALA, sdo 0os que mais se destacaram quanto aos beneficios a saude
materna e da crianca nesses estudos.

Dentre os mecanismos biolégicos envolvidos na duracdo da gestacao, foi
proposto que os LCPUFAs n-6, em especial o acido araquiddnico, promoveriam o
aumento da producdo de prostaglandinas da série 2, responsaveis pelo inicio do
trabalho de parto por favorecem o amadurecimento cervical e a contragao uterina.

Por outro lado, devido a competicdo enzimatica, os LCPUFASs n-3 inibem a producéo
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de eicosanoides derivados do acido araquidénico, aumentando as taxas de
prostaglandinas e tromboxanos da série impar, e prevenindo o parto prematuro
(Molto-Puigmarti et al., 2014; Olsen et al., 1986).

Atualmente, em virtude da existéncia de contradicbes nos estudos de
associacdo entre o perfii de LCPUFAs n-3 e n-6 e os resultados obstétricos
(Saccone et al., 2016; Stratakis et al., 2014; Dunstan et al., 2008), a influéncia de
fatores genéticos tem sido cada vez mais aceita. A interacdo gene-nutriente parece
explicar a variabilidade dos estudos de associacdo, ja que ambos influenciam as
concentragdes de LCPUFAs no organismo (Scholtz et al., 2015; Yeates et al., 2015;
Al-Hilal et al., 2013; Gillingham et al., 2013, Harslgfet al., 2013). Os efeitos da
interacdo gene-nutriente na saude humana tém sido observados mais claramente
nos individuos com o alelo de menor frequéncia (Mm ou mm), os quais apresentam
menor atividade das enzimas dessaturases, e, por isso, costumam se beneficiar da
maior ingestao ou suplementacéo de ALA (Hellstrand et al., 2014; Gillingham et al.,
2013; Hellstrand et al., 2012) e, principalmente, de DHA (Gonzalez-Casanova et al.,
2016; Scholtz et al., 2015; Molté-Puigmarti et al., 2014; Al-Hilal et al., 2013).

No presente estudo, o aumento da ingestdo de &cido a-linolénico (ALA)
favoreceu a ocorréncia de gestacdes mais extensas nas gestantes heterozigotas
(CG) do SNP rs174575, enquanto maior ingestdo de &cido linoleico (LA) reduziu o
tempo de gestacao. A possivel explicacdo seria que o ALA em maior concentracao
compete com o LA na primeira etapa do processo de elongacédo, favorecendo a
sintese de DHA e diminuindo o acumulo de acido araquiddnico (Park et al., 2016;
Hester et al, 2014; Nakamura e Nara, 2003; Los e Murata, 1998).
Consequentemente, € reduzida a capacidade de sintese de eicosanoides proé-
inflamatorios (Hester et al., 2014) e o risco de parto prematuro (Molt6-Puigmarti et
al., 2014; Olsen et al., 1986). Gilingham et al. (2013) em um ensaio clinico
randomizado crossover com 36 individuos hiperlipidémicos, mostraram que o
consumo de dieta rica em ALA, suplementada com 6leo de linhaca, estava
associado ao aumento de EPA em nos homozigotos para o alelo de menor
frequéncia dos SNPs rs174545, 174537, rs174561 (FADS1) e rs174583 (FADS2).

Outros estudos também ja mostraram efeitos benéficos do maior consumo de
ALA no risco cardiovascular por individuos que possuiam o alelo de menor
frequéncia (Hellstrand et al., 2014; Hellstrand et al., 2012). Em concordancia com a

tendéncia do presente estudo, Hellstrand et al. (2012), em uma coorte prospectiva
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na Suica com 4.635 individuos, mostraram que o aumento do consumo da relacéo
ALA/LA elevou as concentracdes de HDL em adultos que possuiam o alelo de
menor frequéncia do SNP rs174547 (TC e CC — gene FADS1), sem efeitos para os
homozigotos para o alelo de maior frequéncia (TT). Segundo Hellstrand et al.,
(2014), ainda ndo estd totalmente claro se a concentracdo de ALA é fator de
protecdo independente, ou se seu efeito € relativo a sua conversdo em LCPUFAs n-
3.

A interacdo gene-nutriente ndo foi observada nas homozigotas para o alelo de
menor frequéncia (GG) do SNP rs174575 no presente estudo. Uma das hipoteses
seria a de que as gestantes heterozigotas podem apresentar melhor atividade
enzimatica e maior taxa de conversdo de ALA em DHA que as gestantes
homozigotas para o alelo de menor frequéncia. Em acordo com essa hipotese, tem
sido observado que individuos heterozigotos apresentam concentracdes
intermediarias de substratos e produtos das dessaturases quando comparado com
0s outros genotipos (Gillingham et al., 2013). Provavelmente, nessas gestantes a
reducdo da atividade enzimatica ndo pode ser compensada pelo aumento do
fornecimento de substrato (ALA), as quais seriam mais beneficiadas pelo
fornecimento direto de DHA.

Também é possivel que a quantidade de PUFAS ingerida pelas gestantes
homozigotas para o alelo de menor frequéncia, mesmo os de cadeia longa DHA, AA
e EPA, ndo seria suficiente para promover efeitos claros na duracdo da gestacéao.
Nota-se que a maioria dos estudos encontrados avaliaram o efeito da
suplementacdo de DHA nos resultados obstétricos utilizando doses elevadas do
nutriente (300 a 600mg/dia) (Kar et al., 2016; Harris et al., 2015; Carlson et al.,
2013), superiores as recomendacfes de ingestdo de 200mg/dia de DHA para
gestantes (KOLETZKO et al.,, 2007), jA que o consumo de doses maiores de
nutrientes facilita a observacao dos efeitos nos desfechos.

Até o momento, foi encontrado apenas um trabalho que verificou a interacao
gene-nutriente na duragcédo da gestacéo, avaliando o SNP rs174556 (FADS1) (Molto-
Puigmarti et al., 2014). Os autores mostraram que o DHA se associou positivamente
com a duracdo da gestacado, e LA e AA se associaram negativamente. Além disso,
gestantes homozigotas para o alelo de menor frequéncia (TT) do SNP rs174556

possuiam gestagcbes menores. No entanto, ndo foi observada interacdo gene-
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nutriente na duracdo da gestacdo para essa variante genética (Molt6-puigmarti et al.,
2014).

Os resultados do presente estudo apontam para um interessante caminho, a
medida que se sugere a interacdo gene-nutriente no desenvolvimento de
determinados fenotipos, e a importancia de se considerar aspetos genéticos na
formulacdo de recomendacbes nutricionais. A luz dos atuais conhecimentos em
nutrigendmica, ndo se pode imaginar que todos os individuos apresentem a mesma
resposta a uma determinada quantidade de nutriente ingerido. Faz-se, nesse caso,
importante conhecer quais as variantes genéticas que realmente influenciam as
concentracbes de LCPUFAs, e que, assim, merecem atencao quanto ao consumo
alimentar. Algumas variantes podem nao resultar em diferencas expressivas na
atividade enzimatica, e ndo seriam variantes de real interesse.

N&do foram encontrados estudos que avaliassem a interagcdo entre 0s
polimorfismos selecionados no presente estudo (rs174575, rs174561, rs3834458) e
o consumo de PUFAS na duracdo da gestacdo, o que se configura como fator
relevante desse estudo. Também podem ser considerados pontos positivos o
desenvolvimento de um estudo de coorte prospectivo bem controlado e a qualidade
dos dados obtidos por meio de: a) padronizacéo da coleta de dados e da avaliagao
antropométrica; b) a coleta sanguinea realizada por profissional qualificado; c)
utilizacao de questionario de frequéncia alimentar nutriente-especifico desenvolvido
e validado para essa populacdo; e d) a avaliagdo da ingestdo de PUFAS pelo
consumo habitual das gestantes, uma vez que a maioria dos estudos de associagao
utiliza a ingestao de suplementos de DHA ou de 6leo de peixe. Dentre as limitagcdes,
pode-se citar o delineamento complexo do estudo, a amostra reduzida e a
necessidade de deslocamento das participantes para a coleta sanguinea.

Em conclusdo, o estudo mostrou que gestantes heterozigotas (CG) para o
SNP rs174575 podem se beneficiar da maior ingestdo de ALA no aumento do tempo
de gestacdo, enquanto a elevada ingestdo de LA exerce efeitos contrarios. Nao
foram observados efeitos dos SNPs rs174561 e rs3834458 ou da ingestdo de
PUFAS, isoladamente, na duracédo da gestacédo. Espera-se que o conhecimento das
variantes dos genes FADS envolvidos na modulacdo da duragcdo da gestacédo em
resposta a dieta seja relevante na salde publica, na medida em que permite a
identificacdo de populacdes de risco, e possibilita a tomada de decisdes no sentido

de otimizar o resultado obstétrico.
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TABELAS

Tabela 1 — Caracteristicas das gestantes e dos recém-nascidos da amostra (n =
250), Bahia, Brasil, 2016

Variavel Valor

Caracteristicas Maternas

Idade (anos) 27,24 £ 6,01
Cor

- Negras 105 (42%)

- Pardas 105 (42%)

- Brancas 25 (10%)

- Outros 15 (6%)
Escolaridade (anos) 4,62 + 1,53

-Ensino médio 208 (83,2%)

-Ensino fundamental 42 (16,8%)
Classe socioecondmica (n=244)

-A 2 (0,8%)

-B 39 (15,6%)

-C 155 (62%)

-D 46 (18,4%)

-E 2 (0.8%)
Tabagismo, sim:n&o 18 (7,2%) : 232 (92,8%)
Consumo de alcool, sim:néo 21 (8,4%) : 229 (91,6%)
Peso (KQg) 67,17 +12,82
Estatura (m) 1,61 + 0,06
IMC (kg/m2) 26,07 £ 5,01
IMC pré-gestacional (kg/m?) 24,17 £ 4,90
Primigesta (n=249) 106 (42,4%)
Numero de gestacdes 0,96 +1,14
Idade gestacional (semanas) (n=243) 19,79 +£7,18
Ingestdo de n-3 PUFA

- ALA (g/dia) 1,87 £0,87

- EPA (mg/dia) 65,58 + 73,12

Continua...
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continuacéo...

- DHA (mg/dia) 209,88 + 211,72
Ingestdo de n-6 PUFA

- LA (g/dia) 18,21 £ 8,77

- AA (mg/dia) 186,23 + 283,09

Caracteristicas da crianca ao nascer

Sexo, fem:masc 134 (53,6%) : 116 (46,4%)
Idade Gestacional (semanas) 38,60 + 1,96
Peso (g) 3324,06 + 494,60

IMC = indice de Massa Corporal. n-3 PUFA = Acidos graxos poli-insaturados da série dmega 3. ALA
= Acido a-linolénico (18:3; n-3). EPA = Acido Eicosapentaenoico (20:5; n-3). DHA = Acido docosa-
hexaenoico (22:6; n-3). n-6 PUFA = Acidos graxos poli-insaturados da série n-6. LA = Acido linoleico

(18:2; n-6). AA = Acido araquiddnico (20:4 n-6). Fem = feminino. Masc = masculino.
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Tabela 2 — Caracteristicas dos trés polimorfismos dos genes das dessaturases
(FADS) da amostra de gestantes (n = 250)

SNP Gene Alelo Genotipo MAF  HWE
M/m MM Mm mm % p1
cC CG GG
rs174575 FADS?2 CIG 28,8 0,445

124 (49,6%) 108 (43,2%) 18 (7,2%)

T TC cC
rsi7ase1 T ADSL qc . 220 0,463
intron1 154 (61,6%) 82 (32,8%) 14 (5,6%)
ani T TDel DelDel
rs3834458 MErgenico 147 (58,8% 238 0,727
(FADS2) 1070) 87 (34,8%) 16 (6,4%)

SNP = Polimorfismo de nucleotideo unico. MM = Homozigoto de maior frequéncia. Mm

Heterozigoto. Mm = homozigoto de menor frequéncia. MAF = Menor Frequéncia Alélica. HWE
Equilibrio de Hardy-Weingberg. Del = Dele¢éo.
1 Derivado do Teste Qui-quadrado do Equilibrio de Hardy-Weinberg



Tabela 3 — Ingestdo materna de acidos graxos poli-insaturados segundo polimorfismos dos genes das dessaturases (FADS) (n

= 250)

Ingestéo rs174575 rs174561 rs3834458

alimentar MM Mm mm P value* MM Mm mm P value* MM Mm mm P value
LA (9) 19,88 17,58 15,80 0,135 20,05 16,17° 16,67*° 0,022 20,14* 16,33 16,66*° 0,023
AA (mg) 187,41 186,76 174,94 0,985 184,51 182,20 228,79 0,845 188,60 177,43 212,38 0,892
ALA (g) 2,03 1,81 1,63 0,175 1,99 1,78 1,80 0,341 202 1,76 1,72 0,191
EPA (mg) 48,63 33,66 30,12 0,065 45,02 34,22 31,17 0,188 4595 3425 32,07 0,223
DHA (mg) 230,08 195,98 154,11 0,242 227,28 185,20 163,07 0,243 228,18 184,36  180,5 0,264

MM = Homozigoto de maior frequéncia. Mm = Heterozigoto. mm = homozigoto de menor frequéncia. LA: Acido linoleico (18:2; n-6). AA = Acido
araquidénico (20:4; n-6). ALA = Acido a-linolénico (18:3; n-3). EPA = Acido Eicosapentaenoico (20:5; n-3); DHA = Acido docosa-hexaenoico — (22:6; n-3).

* ANOVA One Way. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (p < 0,05).

€91
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Tabela 4 — Andlise de regressao linear multipla da associacdo entre ingestédo

materna de &cidos graxos poli-insaturados e duracdo da gestacao?! (n = 250)

Duracéao da gestacéao

Coeficiente B 95% IC P value
Ingestédo de ALA (g/dia) 0,07 -0,36; 0,50 0,755
Ingestdo de EPA (mg/dia) 0,002 -0,0016; 0,0066 0,238
Ingestdo de DHA (mg/dia) -0,000055 -0,0017; 0,0016 0,946
Ingestéo de LA (g/dia) -0,014 -0,06; 0,03 0,559
Ingestédo de AA (mg/dia) -0,001 -0,002; 0,0004 0,267

1Ajustado para variaveis maternas (idade, escolaridade, cor, IMC pré-gestacional, nUmero de
gestacdes, ingestao de bebida alcodlica e tabagismo durante a gestacao) e sexo da crianga.

ALA = Acido a-linolénico (18:3; n-3). EPA = Acido Eicosapentaenoico (20:5; n-3); DHA = Acido
docosa-hexaenoico — (22:6; n-3). LA: Acido linoleico (18:2; n-6). AA = Acido araquidénico (20:4; n-6).
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Tabela 5 - Andlise de regresséo linear multipla da associacdo entre polimorfismos

dos genes das dessaturases (FADS) em gestantes e duracdo da gestacao! (n = 250)

Duracéao da gestacao

Coeficiente B 95% IC P value

rs174575 (C/G) — FADS2

GGvs CC -0,17 -1,17; 0,83 0,742

CGvsCC 0,09 -0,43; 0,61 0,741
rs174561 (T/C) — FADS1

CCvsTT -0,67 -1,78; 0,45 0,242

TCvsTT 0,21 -0,33; 0,76 0,445
rs3834458 (T/Del) — FADS2

DelDelvs TT -0,95 -1,99; 0,09 0,072

TDelvs TT 0,29 -0,24; 0,82 0,282

1 Ajustado para varidveis maternas (ingestdo de ALA, ingestdao de EPA, ingestdo de DHA,
escolaridade, nimero de gestagfes, ingestdo de bebida alcodlica na gestacao, idade, tabagismo

durante a gestacgao, cor, IMC pré-gestacional) e sexo da crianca.



165

Tabela 6 — Interacdo gene-nutriente entre gendtipos maternos do SNP rs174575
(FADS?2) e ingestdo de PUFAs na duracao da gestacao!

Duracéao da gestacao

Coeficiente B 95% IC P value
rs174575; GG vs CC 3,06 -0,62; 6,73 0,102
rs174575; CG vs CC -0,05 -1,25; 1,15 0,938
Ingestédo de ALA -0,25 -0,75; 0,24 0,314
Ingestdo de EPA -0,004 -0,00;0,01 0,132
Ingestdo de DHA 0,0002 -0,002; 0,001 0,843
Ingestdo de LA -0,029 -0,027; 0,086 0,299
Ingestao de AA -0,001 -0,003; 0,000 0,088
Ingestdo de ALA x gendtipo (GG vs CC) -2,835 -8,067; 2,396 0,287
Ingestdo de ALA x gendtipo (CG vs CC) 1,378 0,439; 2,317 0,004
Ingestédo de EPA x gendtipo (GG vs CC) 0,004 -0,028; 0,035 0,821
Ingestdo de EPA x gendtipo (CG vs CC) -0,005 -0,014; 0,004 0,322
Ingestdo de DHA x gendtipo (GG vs CC) -0,0003 -0,016; 0,015 0,973
Ingestdo de DHA x gendtipo (CG vs CC) 0,001 -0,002; 0,005 0,483
Ingestdo de LA x gendtipo (GG vs CC) 0,04 -0,591; 0,678 0,893
Ingestdo de LA x gendtipo (CG vs CC) -0,14 -0,242; -0,041 0,006
Ingestdo de AA x gendtipo (GG vs CC) 0,003 -0,003; 0,010 0,271
Ingestédo de AA x gendtipo (CG vs CC) 0,00099 -0,001; 0,003 0,351

1 Coeficiente de regressao linear ajustado para variaveis maternas (idade, escolaridade, cor, IMC pré-
gestacional, nUmero de gestacdes, ingestdo de bebida alcodlica e tabagismo durante a gestacao) e
sexo da crianga,

ALA = Acido a-linolénico (18:3; n-3). EPA = Acido Eicosapentaenoico (20:5; n-3); DHA = Acido
docosa-hexaenoico — (22:6; n-3). LA: Acido linoleico (18:2; n-6). AA = Acido araquiddnico (20:4; n-6).
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FIGURAS
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Figura 1. Representacdo esquematica da rota metabdlica dos acidos graxos poli-
insaturados das séries 6mega-3 e 6mega-6 em humanos

* Forma ativa. ** Forma dietética.

LCPUFAs = Acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa.

Fonte: Lattka et al. (2010); Gonzalez-Casanova et al. (2016) — adaptado
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6.4 Manuscrito 4
CONSUMO DE ACIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS E POLIMORFISMOS

DOS GENES FADS1 E FADS2 EM GESTANTES: EXISTE INTERACAO GENE-
NUTRIENTE NO PESO AO NASCER?

RESUMO

A ingestdo e o status maternos de DHA tém sido associados positivamente com o
peso da criangca ao nascer. Considerando que essa relacdo parece ser modulada
por variantes nos genes FADS em gestantes, foi objetivo avaliar a interacdo entre os
polimorfismos dos genes FADS maternos e a ingestdo de acidos graxos poli-
insaturados (PUFAS) n-3 e n-6 durante a gestacdo na modulacdo do peso ao
nascer. Trés SNPs do agrupamento FADS (FADSL1: rs174561; FADS2: rs174575;
Intergénico — FADS2: rs3834458) foram genotipados em 250 gestantes de uma
coorte prospectiva brasileira, utilizando ensaios TagMan. Questionario de frequéncia
de alimentar foi utilizado para avaliar a ingestdo de PUFAS. A interacdo gene-
nutriente foi analisada por meio de regressao linear, ajustada para co-variaveis.
Gestantes heterozigotas dos polimorfismos rs174561 e rs3834455 apresentavam
menor ingestdo de LA. Houve tendéncia de associacao positiva entre ingestdo de
ALA e DHA e peso ao nascer, e tendéncia de associacdo negativa para EPA, LA e
AA. Ao contrario dos outros dois SNPs que apresentaram tendéncia negativa,
gestantes homozigotas para o alelo de menor frequéncia (DelDel) para o SNP
rs3834458 apresentaram tendéncia de associacao positiva com o peso ao nascer.
N&o foi observada interacdo gene-nutriente no peso da crianca ao nascer para 0S
trés polimorfismos avaliados. Os resultados indicam auséncia de interacdo gene-
nutriente no peso da crianca ao nascer, possivelmente como consequéncia da
insuficiente ingestdo de PUFAS pelas gestantes que carreavam o alelo de menor
frequéncia. Sugere-se que a influéncia dos genotipos FADS na percepcéo gustativa
e na preferéncia de alimentos fontes de lipideos seja investigada.

Palavras-chave: Gestantes. Polimorfismo genético. Acidos graxos insaturados.

Peso ao Nascer. Nutrigendmica.
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INTRODUCAO

O acido docosa-hexaenoico (DHA; 22:6n-3), principal acido graxo poli-
insaturado de cadeia longa (LCPUFA) da série 6mega 3 (n-3), desempenha
importante funcdo no periodo intrauterino, tendo sido associado com o
desenvolvimento cerebral e da retina (Innis, 2014; Innis, 2007), diminuicdo da
resisténcia insulinica fetal (Zhao et al., 2014), maior duracdo da gestacao (Christian
et al.,, 2016; Chen et al., 2016; Carlson et al., 2013) e maior crescimento somatico
(Kar et al., 2016; Harris et al., 2015; Carlson et al., 2013). Por outro lado, o &cido
araquidénico (AA; 20:4n-6), principal LCPUFA da série 6mega 6 (n-6), exerce efeitos
contrarios, influenciando negativamente a saude da crianca (Vidakovic et al., 2015;
Molté-Puigmarti et al., 2014; Bernard et al., 2013). Os acidos graxos das séries n-3 e
n-6 competem pelas mesmas enzimas no metabolismo de LCPUFAs (Park et al.,
2016; Hester et al., 2014; Nakamura e Nara, 2003; Los e Murata, 1998), o que
explica o aparente mecanismo de feedback negativo dose-dependente entre eles
(Scholtz et al., 2015).

Olsen et al. (1986) propuseram o efeito protetor do alto consumo materno de
alimentos ricos em DHA no peso ao nascer, o que foi confirmado por varios estudos
posteriores sobre ingestdo e/ou perfil maternos de DHA (Gould et al., 2016; Kar et
al., 2016; GUNARATNE et al., 2015; Harris e Baack, 2015; Molt6-Puigmarti et al.,
2014; Zhao et al., 2014; Carlson et al., 2013), mas com resultados contraditérios ou
insuficientes em outros (Harris et al.,, 2015; Saccone et al., 2015; Carlsen et al.,
2013; Heppe et al, 2011; Helland et al., 2001). Atualmente, sugere-se que
polimorfismos nos genes FADS poderiam modular essa relagéo, uma vez que esses
genes codificam as enzimas delta-5 e delta-6 dessaturases (Figura 1) (Gonzalez-
Casanova et al., 2016; Molto-Puigmarti et al., 2014). De modo geral, individuos
contendo um ou dois alelos de menor frequéncia apresentam baixa atividade das
dessaturases e, por consequéncia, menor conversdao dos acidos graxos poli-
insaturados (PUFASs) de 18C, &cido linoleico (LA) e acido alfa-linolénico (ALA), nos
seus produtos de 20C, AA e DHA, respectivamente (Wang et al., 2015; Tintle et al.,
2015; Glaser et al., 2011; Koletzko et al., 2011).

Estudos ja demonstraram que as variantes dos genes FADS e a ingestao de
PUFAS interagem e modulam o perfil de LCPUFAs no organismo (Scholtz et al.,
2015; Al-Hilal et al., 2013; Gillingham et al., 2013; Harslgf et al., 2013; Cormier et al.,
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2012; Hellstrand et al., 2012; Molté-Puigmarti et al.,, 2010) as concentracdes de
lipideos séricos (Hellstrand et al., 2012; Standl et al., 2012; Lu et al., 2010), o risco
de desenvolvimento de doencas cardiovasculares (Hellstrand et al., 2014) e o
qguociente de inteligéncia de criancas (Steer et a., 2013). Entretanto, pouco se sabe
sobre a modulacdo dos polimorfismos dos genes FADS em gestantes na relacéo
entre ingestdo materna de PUFAS e peso da crianca ao nascer (Gonzalez-
Casanova et al., 2016; Molt6-Puigmarti et al., 2014).

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a) a associacdo entre o
consumo de PUFAS durante a gestacdo e o peso da crianca ao nascer; b) a
associacdo entre polimorfismos maternos dos genes FADS e peso da crianca ao
nascer; e c) a interacdo entre o consumo de PUFAS durante a gestacdo e o0s
gendtipos maternos FADS (interacdo gene-nutriente) na modulacdo do peso da

crianca ao nascer.

MATERIAIS E METODOS

Populacéo de estudo

No periodo de agosto de 2013 a dezembro de 2014, as gestantes da coorte
do Nucleo de Investigacdo em Saude Materno Infantil (NISAMI) foram convidadas a
participar do presente estudo, cujas avaliacbes adicionais incluiram coleta
sanguinea e avaliacdo do consumo alimentar. A coorte de gestantes do NISAMI
(Ndcleo de Investigacdo em Saude Materno Infantil), desenvolvida entre 2009 e
2016, teve como objetivo avaliar fatores determinantes da salude de gestantes e
criancas da zona urbana de Santo Anténio de Jesus, Bahia, Brasil.

Foram incluidas gestantes com idade superior a 18 anos e idade gestacional
menor ou igual a 34 semanas no momento da coleta sanguinea, e excluidas as
mulheres com gestacdo multipla, HIV positivas, com doencas contagiosas,
imunoldgicas e metabdlicas, e as que consumiam dieta VEGAN.

A aprovacgao ética para o desenvolvimento do estudo foi obtido pelo Comité
de Etica em Pesquisa com Seres Humanos, da Universidade Federal do Reconcavo
da Bahia (UFRB), numero do parecer. 241.225 de 09/04/2013. Todas as
participantes foram informadas dos objetivos do estudo e assinaram o termo de

consentimento escrito.
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Coleta de dados

ApGs realizagdo de estudo piloto, a coleta de dados ocorreu em duas etapas
(Figura 2). A primeira etapa ocorreu durante a gestacdo nas unidades de saude,
com aplicacdo de questionario sociodemografico, de saude e obstétrico, e no
laboratério de andlises clinicas da cidade, onde foi realizada avaliagdo
antropométrica e coleta sanguinea. A segunda etapa ocorreu no Departamento de
Vigilancia Epidemiologica (VIEP) da Secretaria Municipal de Saude, onde foram
obtidos os dados ao nascer da crianca. Quando os dados da crianca ao nascer ndo

foram encontrados no VIEP, foram realizadas visitas domiciliares as gestantes.

Caracteristicas maternas e Ingestdo de PUFAS

Um questionario estruturado foi aplicado durante a gestacdo para obtencéo
das caracteristicas sociodemograficas, potenciais determinantes nado-genéticos e
possiveis fatores de confusdo do resultado obstétrico. As medidas antropométricas
maternas foram aferidas em triplicata, seguindo protocolos recomendados por Jelliffe
(1968).

Para determinacdo do consumo de &cidos graxos pela gestante, foi
construido e validado um Questionario de Frequéncia de Consumo (QFA)
semiquantitativo nutriente-especifico, contendo as principais fontes de PUFAS. Por
meio da estimativa da frequéncia de consumo e do niumero de por¢cbes consumidas
por vez, foi estimada a quantidade de alimento ingerido por dia, em gramas. Para 0s
calculos, foi utilizada a Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (TACO)
(NEPA — UNICAMP, 2011) ou a Tabela de Composi¢cao de Alimentos da USDA
(USDA, 2014), quando um alimento ou nutriente ndo era encontrado na TACO. A
estimativa de nutrientes das preparacbes foi realizada de acordo com cada

ingrediente presente, individualmente (Mirmiran et al., 2010).

Anadlises genéticas

A extragdo do DNA genbmico foi realizada no Laboratério de Genética
Humana da UFRB, no periodo maximo de até 72 horas ap0s a coleta sanguinea,
utilizando o buffy coat das amostras sanguineas. O DNA foi extraido, por meio do
uso do kit de extracdo da Qiagen®, FlexiGene® DNA Kit (250), e armazenado a -

20°C até o momento das analises.
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No Nucleo de Genética Humana e Molecular da Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES), Vitéria-ES, Brasil, as amostras foram genotipadas, utilizando
ensaios TagMan® pré-desenhados (rs174575 — FADS2; e rs174561 — FADS1) e
customizado (rs3834458 — FADSZ2), com as condi¢cdes de termociclagem indicadas
pelo fabricante. Os trés SNPs foram selecionados por estarem relacionados com as
concentracbes de LCPUFAs em criangas e gestantes (Koletzko et al., 2011; Molt6-
Puigmarti et al 2010; Rzehak et al., 2010; Xie e Innis, 2008).

Os seguintes primers e sondas foram utilizados para o SNP rs3834458:
Primers (5-3) foward AGAGCAGAGGTTCCGCAATT e reverse
GCCTTGGATTAGAGGGCTTTGAA e Sondas (5'-3) alelo T
VIC/TCAGACAATCTTAGAAAAG-NFQ e alelo Del
FAM/TCAGACAATCTTGAAAAG-NFQ. Controles negativos e positivos foram
incluidos em cada reacdo para controle de qualidade e avaliagdo da

reprodutibilidade da genotipagem.

Peso ao nascer

As medidas antropométricas da crianca ao nascer foram aferidas pela equipe
de enfermagem do Hospital Maternidade de Santo Antonio de Jesus, Bahia, Brasil,
apos treinamento realizado por profissionais do NISAMI. Para garantir a utilizacéo de
um instrumento com boa precisdo e acuracia, no hospital-maternidade foi utilizada
balanca eletrbnica pediatrica doada pelo NISAMI.

O peso da criangca ao nascer foi obtido no Departamento de Vigilancia
Epidemiolégica (VIEP) da Secretaria Municipal de Saude. Visitas domiciliares foram
realizadas ao final do estudo para aquelas gestantes cujos dados dos desfechos néo

foram encontrados no VIEP.

Analise estatistica

Os dados foram digitados no programa Epidata e os dados analisados no
software Stata versdo 14. Na analise exploratéria, as variaveis categoricas foram
apresentadas como frequéncias absoluta e relativa. As variaveis discretas e
continuas foram descritas como média £ DP. As variaveis que apresentaram dados
com distribuicdo assimétrica, avaliado pelo teste de Kolmogorov-Smirnov ou por

meio de graficos de disperséo e histograma, sofreram transformacé&o logaritmica.
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A frequéncia genotipica e a menor frequéncia alélica (MAF) foram calculadas.
Foram considerados raros SNPs que apresentem frequéncia alélica entre 1% e 5%
na populacdo, os quais devem ser excluidos a fim de evitar a diminuicdo do poder
das andlises estatisticas (Zeng et al., 2015; Ziegler et al., 2008). A distribuicdo dos
genotipos foi testada para o equilibrio de Hardy-Weinberg utilizando-se o teste qui-
quadrado (p > 0,05). Gestantes homozigotas para o alelo de maior frequéncia (MM)
foram codificadas como 1, as heterozigotas (Mm) 2, e as homozigotas para o alelo
de menor frequéncia (mm) como 3.

Anova one way foi utilizada para comparar as médias de consumo de PUFAS
segundo os genotipos. A associagdo entre o consumo de PUFAS e 0 peso ao
nascer foi analisada por meio da regressao linear multipla, ajustada para variaveis
maternas (idade, escolaridade, cor, IMC pré-gestacional, duracdo da gestacao,
namero de gestacgdes, ingestdo de bebida alcodlica e tabagismo durante a gestacao)
e sexo da crianca. Para avaliar a associacdo entre genétipos FADS e peso ao
nascer, cada SNP foi avaliado individualmente, ajustados para as mesmas variaveis
maternas e sexo da crianca. O gendtipo homozigoto de maior frequéncia foi utilizado
como referéncia.

Para avaliar a interagdo criaram-se termos produto gene-nutriente, para cada
gendtipo e cada PUFA, ajustando os modelos com e sem os termos produto. Foi o
usado o teste da razdo da verossimilhanca para comparar os modelos e decidir pela
significancia da interacéao.

O nivel de significancia utilizado nas analises foi de 5%.

RESULTADOS

Estao disponiveis para andlise dados de 250 gestantes, apds excluséo de 6
gestantes que ndo responderam ao questionario socioeconémico e 12 que nao
realizaram a avaliacdo do consumo alimentar. Trés gestantes sofreram aborto, e
também nao foram incluidas na amostra final. As gestantes eram, em sua maioria,
negras ou pardas, de classe média, ndo tabagistas e néo etilistas (Tabela 1).

Foram determinados os genotipos dos 3 polimorfismos (FADS1: rs174561; e
FADS2: rs174575, rs3834458) em 100% das gestantes, cujas frequéncias alélica e

genotipica estdo apresentadas na Tabela 2. As frequéncias dos alelos variantes
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foram de 22,0% a 28,8%, e a distribuicAo dos genotipos estava em equilibrio de
Hardy-Weingberg (Tabela 2).

A ingestdo de AA e de PUFAs n-3 ndo diferiu entre os genotipos para os trés
polimorfismos avaliados. No entanto, as gestantes heterozigotas para o0s
polimorfismos rs174561 e rs3834458 ingeriam menores quantidades de LA, quando
comparadas com as gestantes homozigotas para o alelo de maior frequéncia (p <
0,05) (Tabela 3).

A ingestdo de PUFAs pelas gestantes ndo se associou com peso ao hascer
na analise multivariada (Tabela 4). Houve tendéncia de associagdo positiva entre
ingestdo de ALA e DHA no peso ao nascer, e tendéncia de associacdo negativa
para EPA, LA e AA, mas sem significancia.

Também néo houve associacdo entre os SNPs investigados e peso ao nascer
(Tabela 5). Entretanto, mesmo sem significancia, houve tendéncia de associacao
negativa com peso ao nascer nas gestantes homozigotas para o alelo de menor
frequéncia dos SNPs rs174575 (GG) e rs174561 (CC); para o SNP rs3834458
(DelDel) essa tendéncia foi positiva.

N&o foi observada interacdo entre ingestdo materna de PUFAs e os
polimorfismos maternos dos genes FADS no peso da crianca ao nascer (dados nao

mostrados).

DISCUSSAO

No presente estudo, ndo houve interacdo entre os polimorfismos maternos
rs174575 (FADS2), rs174561 (FADS1) e rs3834458 (FADS2) e o consumo de
acidos graxos poli-insaturados na modulacdo do peso ao nascer. No entanto,
isoladamente, houve tendéncia de associacao positiva entre ingestao de ALA e DHA
no peso da crianca ao nascer, e associacdo negativa para EPA, LA e AA. Em geral,
as gestantes heterozigotas dos polimorfismos rs174561 e rs3834455 apresentaram
menor ingestdo de LA. Quanto aos gendtipos FADS, isoladamente, houve tendéncia
de associacdo negativa entre os homozigotos para o alelo de menor frequéncia dos
polimorfismos rs174575 (GG) e rs174561 (CC) no peso ao nascer, e positiva para o
rs3834458 (DelDel).
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Apesar de ndo apresentar significancia estatistica, a tendéncia demonstrada
com os resultados do consumo alimentar estd de acordo com a literatura, que
mostra que a ingestdo de PUFAS n-3, principalmente o DHA, é fator protetor do
resultado obstétrico (Gould et al., 2016; Kar et al.,, 2016; Gunaratne et al., 2015;
Harris e Baack, 2015; Harris et al., 2015; Molt6-Puigmarti et al., 2014; Zhao et al.,
2014; Carlson et al., 2013). Na gestacdo, o status materno de DHA (nivel de
ingestdo ou conteudo sanguineo) tem sido associado positivamente com o peso da
crianca ao nascer (Molt6-Puigmarti et al., 2014; Carlson et al., 2013), enquanto LA e
AA se associam negativamente (Meher et al., 2016, Molt6-Puigmarti et al., 2014; van
Eijsden et al., 2008).

Propde-se que o AA esteja relacionado com a ocorréncia de prematuridade, ja
que é utilizado na sintese de prostaglandinas da série 2, responsaveis pelo inicio do
trabalho de parto por favorecem o amadurecimento cervical e a contracao uterina.
Os LCPUFAs n-3 agiriam de forma contraria, prevenindo o parto prematuro, devido a
inibicdo da producdo de eicosanoides derivados do AA por competicdo enzimatica
(Molto-Puigmarti et al., 2014; Olsen et al.,, 1986). De acordo com essa teoria, 0
aumento do peso da crianga seria uma mera consequéncia da maior duracdo da
gestacdo. No entanto, outro mecanismo proposto sugere que 0s eicosanoides
originados dos LCPUFAs n-3 também poderiam favorecer o crescimento e o
desenvolvimento fetais pelo aumento do fornecimento sanguineo para o feto em
funcdo da reducdo da viscosidade sanguinea materna, por inibicdo da agregacao
plaguetaria, e a vasodilatacdo dos vasos sanguineos placentarios (Molt6-Puigmarti
et al.,, 2014; Van Wijngaarden et al., 2014; Olsen et al., 1991). A combinacdo dos
dois mecanismos parece explicar os efeitos do maior consumo materno de
LCPUFAs n-3 na melhoria do peso ao nascer.

Entretanto, a associacao positiva entre a ingestdo de PUFAS na gestacao, ou
0 consumo de peixes, e peso ao nascer ndo é unanimidade entre os estudos (Harris
et al., 2015; Saccone et al., 2015; Carlsen et al., 2013; Heppe et al., 2011; Helland
et al., 2001). Um estudo randomizado controlado comparou os efeitos da
suplementacdo de DHA e da educacao nutricional (para aumento do consumo de
DHA por meio de peixes e alimentos fortificados) nos desfechos gestacionais (Harris
et al., 2015). Tanto a educacédo nutricional quanto a suplementacdo com 600mg de

DHA aumentaram em 4 a 4,5 dias a duragao da gestagédo, comparados com 0 grupo
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controle (6leo de oliva), mas peso ao nascer, comprimento e circunferéncia cefélica
nao diferiram entre os grupos.

Alguns autores sugeriram que os resultados contraditérios sao reflexos de
variacfes genéticas no metabolismo de LCPUFAs (Gonzalez-Casanova et al., 2016;
Molté-Puigmarti et al., 2014; Lattka et al., 2013, Xie e Innis, 2008). Em geral, os
estudos mostraram que individuos que carreiam um ou dois alelos de menor
frequéncia de polimorfismos dos genes FADS1 e FADS2 apresentavam maiores
proporcdes dos substratos do metabolismo de LCPUFAs (LA, 18:2n-6; DGLA, 20:3n-
6 e ALA, 18:3n-3) e reducdo dos produtos da agédo das dessaturases (AA, 20:4n-6;
EPA, 20:5n-3; e DHA, 22:6n-3), provavelmente devido & menor atividade enzimatica
(Al-Hilal et al., 2013; LATTKA et al., 2013; Hong et al., 2013; Koletzko et al., 2011).
Esse perfil em gestantes pode resultar em menor disponibilidade de acidos graxos
poli-insaturados de cadeia longa para o feto (Barman et al., 2015; Lattka et al., 2013;
Xie e Innis, 2008).

No estudo de Hasrslof et al. (2013), com criancas de 9 meses a 3 anos de
idade, os genétipos FADS e o consumo de peixes eram responsaveis por 3% e
1,5%, respectivamente, da variacdo de DHA eritrocitario, sendo o aleitamento
materno o maior responsavel por essa variacdo (~20%). Apesar de pequena, a taxa
de variacdo explicada pelos genoétipos FADS € bastante relevante, ja que nesse
estudo foram analisados apenas quatro SNPs, enquanto outros ndo avaliados se
somariam a esses resultados. Ainda, destaca-se que a atividade das enzimas delta-
5 e delta-6 dessaturases é limitada no feto e na crianca menor de 6 meses
(Hanebutt et al., 2008), o que sugere a possibilidade de que niveis semelhantes
sejam observados em adultos.

Surpreendentemente no presente estudo, ao contrario dos SNPs rs174575
(FADS2) e rs174561 (FADS1), houve tendéncia de associacdo positiva entre o
gendtipo homozigoto para o alelo de menor frequéncia (DelDel) do polimorfismo
rs3834458 (FADS2) e peso ao nascer. Evidéncias sugeriram possivel aumento da
transcricdo em individuos homozigotos para o alelo de menor frequéncia dessa
variante geneética, provavelmente por facilitar a ligacdo do fator de transcricdo ELK1
(Nwankwo et al., 2003). Em acordo com essa hipétese, Steer et al. (2013) também
demonstraram associagcdo positiva entre o gendtipo homozigoto para o alelo de
menor frequéncia do SNP rs3834458 em gestantes e o coeficiente de inteligéncia de

criancas aos 8 anos de idade. Harslgf et al. (2013) excluiram o rs3834458 das
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analises, pois apresentava forte correlacdo (r = 0,98) com o rs1535 (FADS2), mas
demonstrou que a presenca do alelo de menor frequéncia do polimorfismo rs1535 foi
associada com o aumento na concentracdo de DHA em relacdo ao alelo de maior
frequéncia em homozigose. Entretanto, o perfil protetor associado ao alelo de menor
frequéncia ndo é consenso em todos os estudos encontrados com o polimorfismo
rs3834458, o que exige o desenvolvimento de mais estudos sobre o tema (Ding et
al., 2016; Schuchardt et al., 2016; Yeates et al., 2015; Molto-Puigmarti et al., 2013;
Azrad et al., 2012; Lattka et al., 2010a).

Apesar da evidente influéncia do consumo de PUFAs da série 6mega 3 e dos
polimorfismos dos genes FADS no perfil de LCPUFAs no organismo, no presente
estudo ndo foi observada interacdo gene-nutriente no peso ao nascer. E possivel
gue o consumo de PUFAs tenha sido insuficiente para alterar o peso ao nascer de
recém-nascidos de maes com esse genotipo, mesmo entre aquelas com maior
ingestao de DHA.

A baixa ingestdo de LA por gestantes heterozigotas no presente estudo pode
indicar alguma influéncia dos genétipos FADS na preferéncia por determinados
alimentos. Considerando a baixa tolerancia de certas populacbes ao consumo de
Oleo de peixe, foi proposta a possivel influéncia genética na sensibilidade gustativa e
no consumo de 6leo de peixes, embora o0 mecanismo ainda seja deconhecido
(Minihane, 2016).

Variacbes genéticas nos receptores das papilas gustativas explicam as
diferencas individuais de percepcao/sensibilidade e a aceitacdo dos sabores doce e
amargo, e, consequentemente, a escolha/preferéncia de determinados alimentos
(Reed e Xia, 2015; Feeney et al., 2011). Alguns autores tém sugerido que as papilas
gustativas seriam capazes de detectar os lipideos em razdo da presenca de
receptores de acidos graxos, dentre os quais as proteinas CD36 e GPR120.
Segundo esses autores, a percepcao gustativa das gorduras seria considerada um
sexto sabor, junto com o doce, o azedo, o amargo, o salgado e o umami (que
detecta determinadas proteinas e aminoacidos) (Loper et al.,, 2015; Reed e Xia,
2015).

As proteinas CD36 e GPR120 se expressam em varias células, incluindo
adipécitos, células endoteliais, macréfagos, masculo esquelético e plaguetas, além
das papilas gustativas. Quando os receptores estdo em menores quantidades na

membrana plasmatica ocorre reducdo do calcio intracelular, o que diminui o vigor da
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sinalizacdo dos receptores (Reed e Xia, 2015). Estudos mostraram que maiores
concentragbes de EPA aumentaram a expressdo de CD36 em cultura de
macrofagos (Babaahmadi Rezaei et al., 2013) e a maior ingestdo de DHA aumentou
a ativacdo de GPR120 em células de Kupfer (Della Corte et al., 2016). Nao foram
encontrados estudos que avaliassem a expressao de CD36 e GPR120 nas papilas
gustativas em resposta as concentragbes de LCPUFAs n-3. Entretanto,
considerando os resultados desses estudos, é possivel que baixas concentracdes
de LCPUFAs n-3 estejam associados com menor expressao de CD36 e GPR120 em
papilas gustativas, e na consequente menor aceitacdo de alimentos fontes de
lipideos.

Essa seria uma provavel explicacdo para a menor ingestdo de PUFAS por
gestantes carreadoras do alelo de menor frequéncia (Mm ou mm) para oS
polimorfismos dos genes FADS, as quais geralmente apresentam menores niveis
sanguineos de LCPUFAs n-3. Entretanto, o SNP rs3834458 (FADS2) apresenta
resultados heterogéneos em relacédo a concentracao sanguinea de DHA (Ding et al.,
2016; Schuchardt et al., 2016; Yeates et al., 2015; Harslgf et al., 2013; Steer et al.,
2013; Lattka et al., 2010b; Nwankwo et al., 2003), e pode n&o se enquadrar nessa
hipotese. Mais estudos sdo necessarios para se verificar a possivel influéncia dos
polimorfismos dos genes FADS na percepcdo gustativa e na preferéncia de
alimentos fontes lipideos.

Com relacdo a interacao entre polimorfismos dos genes FADS e ingestdo de
PUFAS nos resultados obstétricos, até o momento, foram encontrados apenas dois
estudos (Gonzalez-Casanova et al., 2016; Molt6-Puigmarti et al., 2014). Gonzalez-
Casanova et al. (2016) utilizaram amostras sanguineas de um estudo randomizado
duplo cego no México, realizado com 654 gestantes de 18 a 22 semanas
gestacionais, divididas em grupos placebo ou suplementadas com 400 mg/dia de
DHA. Foi mostrado que genoétipos dos SNPs rs174556 (FADS1), rs498793 (FADS2)
e 174455 (FADS3) ndo modificaram a associagdo entre suplementacdo de DHA e
peso ao nascer. No entanto, recém-nascidos de maes que carreavam um ou dois
alelos de menor frequéncia (TT e TC) do SNP rs174602 (FADS2) eram mais
pesados no grupo suplementado. Nao houve diferencas em recém-nascidos de
maes homozigotas para o alelo de maior frequéncia (CC).

O resultado do estudo de Gonzalez-Casanova et al. (2016) indica que

gestantes com um ou dois alelos de menor frequéncia do SNP rs174602 (FADS2)
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sao consideradas de risco para a concepcéao de criangas com baixo peso ao nascer.
Nesse caso, a suplementacdo com 400mg de DHA pode diminuir esse risco,
aumentando o peso das criancas ao nascer por compensar uma alteracdo
metabdlica geneticamente regulada, que culmina em menores concentracdes de
DHA no organismo. Provavelmente, as maes homozigotas para o alelo de maior
frequéncia nao apresentaram diferengcas no peso ao nascer de seus conceptos, pois
a melhor atividade enzimatica das dessaturases materna, com melhor taxa de
conversdo de ALA em DHA, implica na auséncia de necessidade de DHA externo
(suplementado).

Molto-Puigmarti et al. (2014) mostraram resultado diferente para o SNP
rs174556 (FADS1), que ndo apresentou interacdo gene-nutriente no estudo de
Gonzalez-Casanova et al. (2016). Gestantes homozigotas para o alelo de menor
frequéncia do SNP rs174556 concebiam criancas mais leves (-140g) que as
homozigotas para o alelo de maior frequéncia. Nas homozigotas para o alelo de
menor frequéncia o DHA se associava positivamente com peso ao hascer, enquanto
0 AA se associava negativamente. O gendétipo da crianca, avaliado pelo sangue do
corddo umbilical, ndo influenciou a interacdo gene-nutriente, o que ratifica a
importancia da alimentacdo e dos genoétipos maternos no status de LCPUFAs da
crianga.

Até onde sabemos, esse foi o primeiro estudo a verificar a interacéo entre 0s
polimorfismos maternos rs174575 (FADS2), rs174561 (FADS1) e rs3834458
(FADS2) e a ingestdo de PUFAS durante a gestacdo no peso ao nascer, 0 que se
configura um ponto forte do nosso estudo. Outros pontos fortes incluem a condugéo
de um estudo de coorte prospectivo bem controlado, a avaliacdo da ingestéao
habitual de PUFAs por meio de um questionario de frequéncia de consumo
desenvolvido especificamente para o estudo, e a qualidade dos dados coletados por
profissionais treinados e qualificados pelo NISAMI em todas as etapas do estudo,
desde o convite para participacéo, a aplicacdo dos questionarios socioecondmico e
de consumo, a coleta sanguinea, a realizacdo das andlises genéticas e a coleta dos
desfechos gestacionais. O insuficiente consumo de PUFAS por essas gestantes
dificultou a observacdo clara de causalidade em relacdo ao desfecho, entretanto,
permitiu a compreensdo de causa e efeito em niveis de consumo usuais nha

populacdo. Dentre outras limitacdes, pode-se citar o delineamento complexo do
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estudo, a amostra reduzida e a necessidade de deslocamento das participantes para
a coleta sanguinea.

Os resultados mostrados no estudo foram importantes. A tendéncia de
associacao positiva entre o genétipo homozigoto para o alelo de menor frequéncia
do rs3834458 (FADS2) e o0 peso ao nascer das criancas indica que esse SNP pode
agir como um fator protetor em relagéo a este desfecho. Parece clara a existéncia de
diversidade fenotipica nas variagbes dos genes FADS, o que impede a
generalizacdo do seu efeito no metabolismo de PUFAS. Segundo Steer et al. (2013),
parecem existir efeitos opostos dos SNPs localizados na regido promotora, como o
rs3834458, e dos situados nos intros (regido intrénica) do gene FADS2, o que exige
cautela na interpretacdo dos estudos. Conhecer o efeito de cada variante no
metabolismo de &cidos graxos facilita a identificacdo de individuos com risco e que
seriam beneficiadas pelo maior consumo de n3 PUFAS em geral, ou
especificamente de DHA, caso sejam geneticamente propensas a menor conversao
dos LCPUFAs.

Em concluséo, ndo foi observada interacdo gene-nutriente no peso da crianca
ao nascer para os trés SNPs avaliados, o que pode ter sido um reflexo da
insuficiente ingestdo de PUFAS pelas gestantes que carreavam o alelo de menor
frequéncia. Sugere-se que a influéncia dos polimorfismos dos genes FADS na
percepcao gustativa e na preferéncia de alimentos fontes lipideos seja investigada, a
fim de se compreender os determinantes do consumo de PUFAS em individuos
carreadores do alelo de menor frequéncia. Os genétipos homozigotos de menor
frequéncia apresentaram tendéncia de risco em relagdo ao peso ao nascer nos
SNPs rs174575 (GG) e rs174561 (CC), e protetor no SNP rs3834458 (DelDel),
entretanto, ndo houve associacdo estatistica. Mais estudos sdo necessarios para o
entendimento das interacbes gene-nutriente no metabolismo de LCPUFAs e dos
seus fendtipos em gestantes.
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TABELAS

Tabela 1 — Caracteristicas das gestantes e dos recém-nascidos da amostra (n =
250), Bahia, Brasil, 2016

Variavel Valor

Caracteristicas Maternas

Idade (anos) 27,24 £ 6,01
Cor
- Negras 105 (42%)
- Pardas 105 (42%)
- Brancas 25 (10%)
- Outros 15 (6%)
Escolaridade (anos) 4,62 + 1,53
-Ensino médio 208 (83,2%)
-Ensino fundamental 42 (16,8%)

Classe socioeconémica (n=244)

-A 2 (0,8%)

-B 39 (15,6%)

-C 155 (62%)

-D 46 (18,4%)

‘E 2 (0.8%)
Tabagismo, sim:n&o 18 (7,2%) : 232 (92,8%)
Consumo de alcool, sim:ndo 21 (8,4%) : 229 (91,6%)
Peso (Kg) 67,17 £12,82
Estatura (m) 1,61 + 0,06
IMC (kg/m2) 26,07 + 5,01

Continua...
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IMC pré-gestacional (kg/m?)
Primigesta (n=249)
Numero de gestacdes

Idade gestacional (semanas)
(n=243)

Ingestdo de n-3 PUFA
- ALA (g/dia)
- EPA (mg/dia)
- DHA (mg/dia)
Ingestdo de n-6 PUFA
- LA (g/dia)

- AA (mg/dia)

Caracteristicas da crianca ao nascer

Sexo, fem:masc

Idade Gestacional (semanas)

Peso (g)

24.,17+4,90
106 (42,4%)

0,96 +1,14

19,79 +£7,18

1,87 £ 0,87
65,58 + 73,12

209,88 + 211,72

18,21 £8,77

186,23 *+ 283,09

134 (53,6%) : 116 (46,4%)

38,60 + 1,96

3324,06 + 494,60

IMC = indice de Massa Corporal. n-3 PUFA = Acidos graxos poli-insaturados da série dmega 3. ALA

= Acido a-linolénico (18:3; n-3). EPA = Acido Eicosapentaenoico (20:5; n-3). DHA = Acido docosa-

hexaenoico (22:6; n-3). n-6 PUFA = Acidos graxos poli-insaturados da série n-6. LA = Acido linoleico

(18:2; n-6). AA = Acido araquiddnico (20:4 n-6). Fem = feminino. Masc = masculino.
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Tabela 2 — Caracteristicas dos trés polimorfismos dos genes das dessaturases

(FADS) da amostra de gestantes (n = 250)

Genotipo (%) MAF HWE
Gene/SNP
MM Mm mm % p?
FADS2
rs174575 CC (49,6) CG (43,2) GG (7,2) 28,8 0,44490
FADS1
rs174561 TT (61,6) TC (32,8) CC (5,6) 22,0 0,46273
Intergénico (FADS2)
rs3834458 TT (58,8) TDel (34,8) DelDel (6,4) 23,8 0,72693

SNP = Polimorfismo de nucleotideo unico. MM = Homozigoto de maior frequéncia. Mm

Heterozigoto. Mm = homozigoto de menor frequéncia. MAF = Menor Frequéncia Alélica. HWE

Equilibrio de Hardy-Weingberg. Del = Dele¢éo.
1 Derivado do Teste Qui-quadrado do Equilibrio de Hardy-Weinberg
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Tabela 3 - Ingestdo materna de acidos graxos poli-insaturados segundo
polimorfismos dos genes das dessaturases (FADS) na amostra de gestantes (n =
250)
Gen6tipo LA AA ALA EPA DHA
(9) (mg) (9) (mg) (mg)
FADS2 MM 19,88 187,41 2,03 48,63 230,08
rs174575 Mm 17,58 186,76 1,81 33,66 195,98
mm 15,80 174,94 1,63 30,12 154,11
P Value 0,135 0,985 0,175 0,065 0,242
FADS1 MM 20,052 184,51 1,99 45,02 227,28
rsl74561 Mm 16,17° 182,20 1,78 34,22 185,20
mm 16,67%° 228,79 1,80 31,17 163,07
P Value 0,022 0,845 0,341 0,188 0,243
FADS2! MM 20,14* 188,60 2,02 45,95 228,18
rs3834458 Mm 16,66° 177,43 1,76 34,25 184,36
mm 16,66*° 212,38 1,72 32,07 180,5
P Value 0,023 0,892 0,191 0,223 0,264

MM = Homozigoto de maior frequéncia. Mm = Heterozigoto. mm = homozigoto de menor frequéncia.
LA: Acido linoleico (18:2; n-6). AA = Acido araquiddnico (20:4; n-6). ALA = Acido a-linolénico (18:3; n-
3). EPA = Acido Eicosapentaenoico (20:5; n-3); DHA = Acido docosa-hexaenoico — (22:6; n-3).

1 Intergénico FADS2-FADS1

* ANOVA One Way. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo Teste de

Tukey (p < 0,05).
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Tabela 4 — Andlise de regressao linear multipla da associacdo entre ingestao

materna de &cidos graxos poli-insaturados e peso ao nascer! (n = 250)

Peso ao nascer

Coeficiente B (95% IC) P Value
Ingestédo de ALA (g/dia) 19,48 (-81,41; 120,37) 0,704
Ingestdo de EPA (mg/dia) -0,26 (-1,23; 0,71) 0,598
Ingestdo de DHA (mg/dia) 0,01 (-0,37; 0,39) 0,967
Ingestéo de LA (g/dia) -0,22 (-11,52; 11,08) 0,970
Ingestédo de AA (mg/dia) -0,03 (-0,27; 0,20) 0,794

1Ajustado para variaveis maternas (idade, escolaridade, cor, IMC pré-gestacional, nimero de
gestacdes, ingestdo de bebida alcodlica e tabagismo durante a gestacdo), duragdo da gestacao e
sexo da crianga.

ALA = Acido a-linolénico (18:3; n-3). EPA = Acido Eicosapentaenoico (20:5; n-3); DHA = Acido
docosa-hexaenoico — (22:6; n-3). LA: Acido linoleico (18:2; n-6). AA = Acido araquidénico (20:4; n-6).
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Tabela 5 — Andlise de regressao linear multipla da associagdo entre polimorfismos

dos genes das dessaturases (FADS) em gestantes e peso ao nascer! (n = 250)

Peso ao nascer

Coeficiente B (95% IC) P Value

rs174575 (C/G) — FADS2

GGvs CC -200,92 (-434,48; 32,63) 0,091

CGvsCC 69,40 (-51,77; 190,57) 0,260
rs174561 (T/C) — FADS1

CCvsTT -73,86 (-338,64; 190,92) 0,583

TCvsTT 47,67 (-81,27; 176,61) 0,467
rs3834458 (T/Del) — FADS2

DelDelvs TT 14,91 (-234,52; 264,34) 0,906

TDelvs TT -7,15 (-134,23; 119,94) 0,912

1 Ajustado para variaveis maternas (ingestdo de ALA, ingestdo de EPA, ingestdo de DHA,
escolaridade, niamero de gesta¢fes, ingestdo de bebida alcodlica na gestacdo, idade, tabagismo

durante a gestacéo, cor, IMC pré-gestacional), duracdo da gestacao e sexo da crianga.
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FIGURAS
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Figura 1. Representacdo esquematica da rota metabdlica dos acidos graxos
poli-insaturados das séries 6mega-3 e 6mega-6 em humanos

* Forma ativa. ** Forma dietética.

PUFAs = Acidos graxos poli-insaturados. LCPUFAs = Acidos graxos poli-insaturados de cadeia
longa. LA = Acido Linoleico. ALA = Acido a-Linolénico. AA = Acido Araquidénico. EPA = Acido
Eicosapentaenoico. DHA = Acido Docosa-hexaenoico.

Fonte: Lattka et al. (2010b); Gonzalez-Casanova et al. (2016) — adaptado.
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Figura 2: Fluxograma do desenho do estudo e da adesdo na pesquisa conduzida
com gestantes adultas atendidas no servi¢o publico de saude pré-natal de Santo
Antbnio de Jesus, Bahia, Brasil, 2016

* Perdas: Desistiu de participar; ndo compareceu a coleta sanguinea; atingiu mais de 34SG no
momento da coleta sanguinea; mudou de cidade; aborto; gestacdo mudltipla (confirmado em

Ultrassonografia).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O baixo peso ao nascer e a prematuridade podem afetar de modo desfavoravel o
crescimento e o desenvolvimento da crianca, e repercutir na sua saude em longo
prazo, na vida adulta. Assim, o conhecimento de marcadores genéticos do baixo
peso ao nascer e da prematuridade favorece a identificacdo de grupos de risco na
gestacao, e permite a adequada adocdo de medidas preventivas ou que minimizem
os desfechos desfavoraveis. Estudos de interagdo gene-nutriente sdo
particularmente importantes nesse sentido, j& que possibilitam compreender o

padrdo de consumo mais adequado em fung¢édo do genaétipo apresentado.

Na atualidade, varias sédo as discussdes sobre a necessidade de se adotar padrdes
de ingestéo alimentar individuais, considerando a variabilidade genética. Apesar de
ainda apresentarem alto custo, a acessibilidade as andlises genéticas vem
aumentando nos ultimos anos. O conhecimento de alguns SNPs que influenciam no
metabolismo energético e de nutrientes ja tem permitido a elaboracdo de planos
alimentares especificos a necessidade individual, na reducéo do risco de doencas e

no aumento do rendimento fisico.

Os polimorfismos dos genes das dessaturases (FADS) foram relacionados, na
literatura, com alteracdes nas concentracdes de &acidos graxos poli-insaturados
(PUFAs) bmega 3 e 6mega 6 em gestantes, e parecem afetar os desfechos
gestacionais. No entanto, algumas variantes genéticas podem nédo resultar em
diferencas expressivas no perfil de acidos graxos, e ndo seriam de real interesse.
N&o foram encontrados estudos que avaliaram a interacdo gene-nutriente nos
desfechos gestacionais em gestantes com o0s SNPs rs174575, rs174561 e

rs3834458, sendo esse um ponto forte do estudo.

Em relacdo as concentracbes plasmaticas de acidos graxos poli-insaturados
(PUFAs) da série mega 3 nas gestantes do presente estudo, foi observada
interacdo gene-nutriente dos polimorfismos rs174561 (FADS1) e rs3834458
(FADS2). Para esses polimorfismos, nas gestantes homozigotas para o alelo de
menor frequéncia, geralmente caracterizadas por menor atividade das dessaturases,

0 aumento do consumo de acido a-linolénico (ALA, 18:3 n-3) parece nao favorecer a
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conversdo dos &cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa, &cido
eicosapentaendico (EPA) e &cido docosa-hexaenoico (DHA) e promove acumulo
plasmatico de ALA. Provavelmente, em gestantes com esse genotipo, o maior
consumo de alimentos fontes de DHA seja mais recomendado. A maior ingestdo da
relacdo acido a-linolénico/4cido linoleico (LA/ALA) também resultou em acumulo de
ALA nas gestantes homozigotas para o alelo de menor frequéncia dos polimorfismos
rs174561 e rs3834455 e, adicionalmente, promoveu reducédo do EPA plasmatico no
segundo tercil de ingestdo de gestantes que carreavam o alelo de menor frequéncia
do polimorfismo rs174575. E possivel que a maior ingestdo de ALA e a menor
ingestdo de LA sejam benéficos para gestantes que carreiam o alelo de menor
frequéncia, homozigotas ou heterozigotas, dos polimorfismos rs174575, rs174561 e
rs3834455.

No presente estudo, foi identificado que o SNP rs174575 (FADS2) interage com o
consumo de PUFAS na modulagdo da duracdo da gestacdo. Mulheres
hetereozigotas do SNP rs174575 com baixa ingestdo de ALA e alta de acido
linoleico (LA, 18:2 n-6) podem ser consideradas de risco, jA que a duracdo da
gestacdo foi menor. O aumento da ingestdo materna de ALA e a reducao da
ingestdo de LA pode prolongar a gestacdo em mulheres com esse genoétipo. E
possivel que a as alteracfes nos mecanismos de transcricdo génica e conversao

enzimatica nesse gendtipo seja compensada pelo aumento da ingestdo de ALA.

A auséncia de resultados significativos na maioria das analises de interacdo gene-
nutriente no presente estudo pode ser resultado da insuficiente ingestdao de PUFAS
pelas gestantes que carreavam o alelo de menor frequéncia, que, em decorréncia da
limitada conversdo de LCPUFAs, provavelmente necessitariam ingerir maiores
guantidades. Nessa perspectiva, 0os estudos com suplementacdo sao importantes
para determinacéo de causalidade, mas nao consideram os efeitos do nutriente em
sua ingestdo habitual. E importante que se investigue a viabilidade de se obter os
beneficios do nutriente estudado pela alimentacdo habitual, por meio de mudancas
no habito alimentar, ou determinar se apenas niveis muito elevados do nutriente,
obtidos por meio de suplementacdo, seriam capazes de mostrar os efeitos

desejaveis.
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Esse foi o primeiro estudo a sugerir uma provavel influéncia dos polimorfismos dos
genes FADS na aceitacdo de alimentos fontes de PUFAS. Ja se sabe que
determinadas variantes genéticas podem interferir na quantidade e na atividade de
receptores nas papilas gustativas. E possivel que baixas concentracbes de
LCPUFAs da série 6mega 3, caracteristico de individuos carreadores do alelo de
menor frequéncia dos SNPs dos genes FADS, possam reduzir a quantidade de
receptores de lipideos nas papilas gustativas e alterar a aceitacdo desses alimentos.
Sugere-se que novos estudos sejam conduzidos para conhecimento dos
determinantes da percepc¢do gustativa e da preferéncia de alimentos fontes de
PUFAs em individuos carreadores do alelo de menor frequéncia dos polimorfismos

dos genes das dessaturases.

Considerando seu uso limitado atualmente, espera-se que as analises genéticas
sejam ampliadas e que os marcadores moleculares sejam utilizados com maior
frequéncia na deteccao precoce de riscos obstétricos em gestantes, visando a salde
Otima da mée e da crianca e a tomada de decisdes em saude publica. Na nutricdo, o
panorama atual conduz a ideia de que sera possivel a prescricdo rotineira de dietas
individualizadas, segundo variantes genéticas. Espera-se, assim, que as aplicacdes
que envolvam nutricdo e genética possam melhorar a saude materno-infantil e o

resultado obstétrico.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Influéncia dos polimorfismos dos genes FADS no perfil materno de acidos graxos de
cadeia longa e no resultado obstétrico

Pesquisador: Gisele Queiroz Carvalho

Area Tematica: Area 1. Genética Humana.
(Trata-se de pesquisa envolvendo genética humana ndo contemplada acima.);

Versdo: 2

CAAE: 11499413.6.0000.0058

Instituigao Proponente: Universidade Federal do Recdncavo da Bahia - UFRB

Patrocinador Principal: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico ({(CNPq))

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 241225
Data da Relatoria: 09/04/2013

Apresentagio do Projeto:

"Introducdo: O status materno de acidos graxos de cadeia longa das séries dmega 3 e 6, além de afetar a
saude da mulher, pode trazer implicagdes no crescimento e no desenvolvimento fetal e infantil. O perfil
plasmatico de acidos graxos pode ser influenciado pela alimentag&o ou por fatores genéticos e metabadlicos.
Apesar de poucos estudos desenvolvidos com gestantes, estudos sugerem que as variagGes geneticas nos
genes FADS1 e FADS2 influenciam os niveis de acidos graxos da familia dmega 3 e 6 no plasma materno e

na leite materna.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario: Avaliar o impacto do perfil de acidos graxos de cadeia longa e dos polimorfismos do grupo

FADS na ocorréncia de prematuridade e baixo peso ao nascer.

Objetivos secundarios: Avaliar a incidéncia de inadequacdo do perfil de acidos graxos de cadeia longa do
plasma entre as gestantes; Avaliar a associacdo entre o perfil de acidos graxos de cadeia longa do plasma
materno, baixo peso ao nascer e duragdo da gestacdo; Avaliar a influéncia dos polimorfismos de nicleo
unico (SNP) dos genes dos grupos FADS no perfil plasmatico de acidos graxos de cadeia longa de

gestantes, bem como sua

Endereco: SiN

Bairro: SiN CEP: 44.380-000

UF: BA Municipio: CRUZ DAS ALMAS

Telefone: (75)3621-1293 Fax: (75)3621-9767 E-mail: secgab@ufrb.edu.br
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relacdo com o resultado obstétrico

Avaliagdao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos para as participantes sdo minimos, estando relacionados apenas a coleta de sangue. Todas as
medidas serdo tomadas para garantir a seguranca e a saude das participantes. A coleta sera realizada par
um tecnico laboratorista treinado, sendo utilizados apenas materiais descartaveis para tal procedimento.
Fatores ambientais e genéticos, nos periodos pré-gestacional e durante a gestacdo, podem ser
determinantes na saude da crianca e da mae. As alteracdes na nutricdo materna podem influenciar o
resultado obstétrico, no que diz respeito & duragdo da gestacdo e ao crescimento fetal. Dentre os fatores
nutricionais relevantes para o crescimento fetal esta o status materno de acidos graxos de cadeia longa das
séries dmega 3 e 6. A literatura

tem demonstrado que a o perfil inadequado de acidos graxos de cadeia longa (dmega 3 e dmega 6) se
relacionam com o resultado obstétrico desfavoravel. Esse € um campo de pesquisa interessante e pouco
explorado no Brasil, particularmente, no Recdoncavo Bahiano O estudo também pretende avaliar a relagdo
entre os diferentes alelos dos genes das dessaturases no perfil plasmatico de acidos graxos de cadeia longa
em gestantes, bem como sua influéncia no resultado obstétrico. Isso porque, o estado de salide de um
individuo é resultado de interacdes entre o genoma e fatores ambientais, que modulam e afetam a
expressdo de proteinas diversas e a liberacdo celular de diferentes neurotransmissores,

hormdnios, prostaglandinas e interleucinas. Esta linguagem celular atua alterando a expressao génica em
diversos locais, modificando a sintese proteica e a fungdo de muitos orgaos e sistemas (Vaguero, 2008). Um
marco no estudo das variaveis genéticas foi o desenvolvimento do projeto Genoma. A partir de entdo, foi
possivel avaliar a presenca de polimorfismos de uma série de genes e sua relagcdo com as alteragdes
metabdlicas e

fisiologicas individuais.Os estudos com polimorfismos permitem o diagnostico precoce de fatores de risco
para o desenvolvimento de doencas. Os fatores ambientais, dentre eles a alimentacdo, podem ser
considerados fatores protetores ou de risco, dependendo do tipo de palimorfismo presente.

Assim, espera-se que, em gestantes, a utilizacdo de marcadores moleculares seja atil na prevencao do
desenvolvimento de complicactes durante a gestacdo, parto e puerpério, alem de auxiliar na garantia de
condigdes favoraveis para a sugerem que as variacdes genéticas nos genes FADS1 e FADS2 influenciam
os niveis de acidos graxos da familia 6mega 3 e 6 no plasma matermo e no leite materno. Os estudos sdo
importantes, tendo em vista que as variacdes genéticas podem influenciar na transferéncia materna de
acidos graxos essenciais durante a gestacdo e o aleitamento materno (Xie e Innis, 2008). Parece claro que,

apos analise dos resultados desses
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202

UNIVERSIDADE FEDERAL DO
RECONCAVO DA BAHIA - gzmﬂ“" mo
UFRB

estudos, a combinacdo entre o gendtipo FADS da mae e da crianca, associado com as caracteristicas da
dieta materna, pode ser um ponto chave no

desenvolvimento e na salde da crianca (Molto-Puigmarti et al., 2010). Koletzko et al. (2011) também
discutiram sobre a necessidade de mais estudos que avaliem a associagdo entre os gendtipos FADS, nivels
de DHA, e desenvolvimento infantil, a fim de se verificar a relevancia biolégica dos niveis de acidos graxos
gene-dependentes. Outros fatores ainda precisam ser estudados a luz dos novos conhecimentos
relacionados com o campo da genética no perfil materno e infantil de acidos graxos de cadeia longa, dentre
eles a duracdo da gestacdo e a correlagdo com a perda fetal/nimero de abortos. Espera-se que novaos
estudos sejam conduzidos de modo a permitir melhor conhecimento nesse campo, considerando,
ainda, os fatores relacionados com o perfil genético de populagcfes especificas. Ainda s&o escassos os

estudos genéticos com a populac&o brasileira, em especial, a populacdo gestante do Recéncavo da Bahia.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:
O estudo se mostra relevante, pois busca ;Avaliar o impacto do perfil de acidos graxos de cadeia longa e
dos polimorfismos do grupo FADS na ocorréncia de prematuridade e baixo peso ao nascer./, tematica

importante e que suscita discussdes.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
O projeto encontra-se em acordo com a Res. 196/96 CNS52012.

Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

O projeto encontra-se em acordo com a Res. 196/96 CNS2012.

Situagdo do Parecer:

Aprovado
Mecessita Apreciagiao da CONEP:
Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Endereco: S/N

Bairro: S/N CEP: 44 3280-000

UF: BA Municipio: CRUZ DAS ALMAS

Telefone: (75)3621-1293 Fax: (79)3621-9767 E-mail: secgab@ufrb.edu.br
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CRUZ DAS ALMAS, 09 de Abril de 2013

Assinador por:
Cintia Mota Cardeal
(Coordenador)
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APENDICE A

N° do Questiondrio
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia

Questionrio sobre fatores maternos de risco e desfechos gestacionais | | | |

Meu nome é . Estamos fazendo nm acompanhamento de todas as mulheres gravidas até o 1° ano de vida do neném. Isso é feito para saber
melhor como a Sra. e seu neném estdo durante a gravidez. Convide-a para participar da pesquisa e responder o questiondrio. Em case afirmativo,
apresenite o termo de consentimento livre e esclarecido, e se necessdrio leia para a gestante e colele assinatura ou impressdo digital, Se a gestante
ndo aceitar participar, agradeca a atencio e encerre. Se a gestante aceitar participar, apresente o TCLE e pegue a assinatura (em dunas vias, uma

fica com ela)/digital. LEMBRE-SE, se a gestante estiver no 1° trimestre de gestacio agendar a visita domiciliar.

Hordrio de Inicio:

PRONTUARIO N* SIS-PRENATAL N°

Gostariamos de preencher um cadastro com seu endereco, pois sera necessiario entrar em contato novamente.

Nome:

Endere¢o completo:

Bairro:

Como se chega la?

Telefone de contato: Apelido:

Qual ¢ o nome de sua mae?

Nome:

Endereco completo:

Bairro:

Como se chega la?

Telefone de contato: Apelido:

Se tiver companheiro, por favor informe:

Nome:

Endereco completo:

Bairro:

Como se chega la?

Telefone de contato: Apelido:

O nome completo de outro parente ou amigo (a) sua? Alguém que, no caso da Sra. se mudar, possa nos dar informacoes
e noticias suas?

Nome:

Endereco completo:

Bairro:

Como se chega la?

Telefone de contato: Apelido:




205

CONTROLE DE VISITAS
UNIDADE BASICA DE SAUDE
VISITAS DATA HORA ENTREVISTADOR

1 /201
2 /201
3 /1201
Caracteristicas sécio-demograficas

1. A SENHORA ESTA COM QUANTAS SEMANAS GESTACIONAIS: semanas

(TRIMESTRE DA ATUAL GESTACAQ: | 1° [12° (139

DUM: (verificar e confirmar com o cartio da gestante) NSA (99)

ENTREVISTADOR: Lembre-se, se a gestante estiver no 1° trimestre de gestacdo agendar a visita domiciliar. Por favor, reforne ao controle de visitas
e agende!

2. QUAL A SUA DATA DE NASCIMENTO? (se a gestante nio souber, precisa verificar algum documento)
Dia Més  Ano

3. QUAL E SUA IDADE? Anos 4. QUAL A IDADE DO PAI DO BEBE? Anos [ Ndo Sabe (88)

5. A SENHORA PLANEJOU ESTA GRAVIDEZ? Sim (1) Nio (2)

6. A SENHORA ESTAVA USANDO ALGUM METODO ANTICONCEPCIONAL? Sim (1) Nio (2)

7. SE SIM, QUAL? (ler as alternativas) Pilula/comprimido (1) Injecdo hormonal (2) (| Pilula do dia seguinte (3)

DIU (4) Diafragma (5) Coito Interrompido (6) Laqueadura (7) Vasectomia (8) || Tabelinha (9) [ Preservativo (10)
| NSA (99)

8. A SENHORA ESTUDOU/ESTUDA? Sim (1) Nao (2) (pule para questao 10)
9. ATE QUE ANO DA ESCOLA A SENHORA COMPLETOU?  Total de anos de estudo: NSA (99)

-1. Nio sabe ler nem escrever -2. Ensino fundamental incompleto -3. Ensino fundamental completo
-4. Ensino médio incompleto -5. Ensino médio completo -6. Superior incompleto
-7. Superior completo -8. Pos-graduacio -9. Nio sabe NSA (99)

10. ASENHORAE ...... (ler as alternativas)
solteira (1) [ casada (2) (pule para o item 12) [ mora com companheiro (3) (pule para o item 12) [ divorciada (4) [ vitva (5)
separada (6)

11. TEM COMPANHEIRO: [ sim (1) | ndo (2) || NSA (99)

13. OCUPACAO/PROFISSAO DO COMPANHEIRO: NSA (99)

14. SITUACAO EMPREGOQ: © ativa (1) desempregada (2) do lar (3) estudante (4) aposentada (5)
licen¢a maternidade/tratamento (6) NSA (99)
15. ULTIMA PROFISSAO EXERCIDA: NSA (99)
16. COMO A SENHORA SE DESLOCA/DESLOCAVA PARA O TRABALHO?
apé(l) bicicleta (2) veiculo (3) outro (4)  Especificar:
17. NO MES PASSADO, QUANTO GANHARAM™* TODAS AS PESSOAS QUE MORAM NA SUA CASA? NSA (99)

18. RENDA FAMILIAR (ler as alternativas) _ < ISM (1) _ 1-2SM(2) _ 24SM(3) _ 5-7SM(4) _ =8 SM(5) _ NSA (99)
19. QUANTAS PESSOAS MORAM NA SUA CASA. INCLUINDO A SENHORA?

Saldrio Minimo: R$ 724.00
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20. QUAL E A RELIGIAO DA SENHORA?

Catolica (1) [ Protestante (2) ' Espirita (3) [ Religides de matrizes africanas/brasileiras (4) [ Sem religido (5) Outras (6)

Nio Sabe (88)

ENTREVISTADOR:MARQUE A COLUNA CORRESPONDENTE A QUANTIDADE DE ITENS QUE TEM NO

DOMICILIO.
POSSE DE ITENS QUANTIDADE DE ITENS

1. Televisdo a cores 0 1 2 3 4
2. Radio 0 1 2 3 4
3. Banheiro (com vaso sanitario e descarga) 0 4 5 6 7
4. Automével (ndo considerar se for para uso profissional/meio de renda) 0 4 7 9 9
5. Empregada mensalista (que trabalham pelo menos cinco dias por semana) 0 3 4 4 4
6. Maquina de lavar (nfo considerar tanquinho, se responder assim) 0 2 2 2 2
7.DVD 0 2 2 2 2
8. Geladeira 0 4 4 4 4
9 0 2 2 2 2

. Freezer (aparelho independente ou parte da geladeira)

Grau de instrucfio da pessoa com maior renda

Analfabeto/primario incompleto/Até 3 série do ensino fundamental
Primdrio completo/Ginasial incompleto/Ate 4° série do ensino fundamental
Ginasial completo/Colegial incompleto/Fundamental completo

Colegial completo/Superior incompleto/Médio completo

Superior completo

Deve ser preenchido pelo digitador:

Total de pontos: ( ) Classe A () Classe B( ) Classe C( ) Classe D( ) Classe E( )
Obs: Classe A 35-45 Classe B 23-34 Classe C 14-22 Classe 8 -13 Classe E 0-7

00| (12 = |

21. EM SUA OPINIAO COMO E QUE A SENHORA DEFINIRIA A COR DA SUA PELE? (ler as alternativas)
-1 Amarela -2 Branca -3 Parda -4 Preta -5 Indigena Nio sabe (88)

22. A SENHORA FUMA OU JA FUMOU?

Sim (1) (ler alternativas) Sim, mas parei (2) (pula p/ questio 23) Nio , nunca fumou (3) (pule p/questao 24)

Situacdo da fumante

A Sra. fumava antes da gravidez e continua fumando (1) Quantos cigarros por dia? NSA (99)
Fuma a quanto tempo? NSA (99)
A Sra. ndo fumava antes da gravidez e passou a fumar na gestagdo | Quantos cigarros por dia? NSA (99)

(2)  (Pule p/ questio 24) NSA (99)

23. A SENHORA FUMAVA ANTES DA GRAVIDEZ E PAROU? [ sim (1) [ ndo (2) | NSA (99)
Por quanto tempo fumou? NSA (99)

A quanto tempo deixou de fumar? NSA (99)
24. A SENHORA TOMA OU TOMOU ALGUMA VEZ BEBIDA ALCOOLICA? (ler as alternativas)

sim (1) nio (2) sim, mas parei (3)
25. SE SIM, MAS PAREL QUANDO PAROU? (ler as alternativas)
Parou ha mais de 6 meses (1) Parou ha 6 meses ou menos (2) NSA (99)
26. SE SIM: NO ULTIMO MES, QUANTAS VEZES A SENHORA BEBEU? (ler as alternativas)

nenhuma vez (1) || menos de uma vez/sem (2) uma vez/sem (3) mais de uma vez/sem (4) todos os dias (4) || NSA (99)

27. OUTRAS DROGAS? Sim (1) Niao (2) NSA (99) Se sim, especificar o tipo: NSA (99)

(se ndo pular p/ questdo 30)
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28. Voce usou durante a gestagdo? sim (1) ndo (2) [ NSA (99)
29. Quanto tempo, durante a gestacdo? || Raramente (0) 2 a 3dias /sem. (2) [/ 1 dia/sem. (1) "I todo dia ou quase todo dia (3) [INSA (99)

30. A SENHORA RECEBE ALGUM BENEFICIO/AUXILIO DO GOVERNO? || Sim (1) | Nao (2) (se nao pular p/ questao 34)
31. SE SIM. QUAL? NSA (99) 32. HA QUANTO TEMPO? N#o sabe(88) | NSA (99)
33. DATA DO INICIO DO RECEBIMENTO: / Naio sabe (88) | NSA (99)

INFORMACOES NUTRICIONAIS ;
Agora vou fazer algumas perguntas sobre seu peso e alimentacéio — VERIFIQUE O CARTA0 DA GESTANTE

34. QUAL ERA O SEU PESO ANTES DE FICAR GRAVIDA? (anotarem Kg) | |||
35. A SENHORA FOI PESADA HOJE? || Sim (1) [ Nio (2) (se ndo pular p/ questio 41)

36. SE SIM, QUAL O PESO? (anotaremkg) | || || NSA(99)

37. A SENHORA FOI PESADA EM TODAS AS CONSULTAS ANTERIORES? 'Isim (1) [l ndo(2) NSA (99)
38. NAS CONSULTAS DE PRE-NATAL, FALARAM PARA SENHORA COMO ESTAVA O SEU GANHO DE PESO?

ndo falaram nada (1) [ disseram que estava com baixo peso (2) [ disseram que estava com peso adequado (3)

[,/ | [ Nio sabe (88)

disseram que estava com sobrepeso (4) | disseram que estava com obesidade (5)
39. QUALE A SUA ALTURA? (anotar em metros) ||l |Jl_| (verificar o cartio da gestante) || Nio sabe (88)
ENTREVISTADOR: PARA AS QUESTOES 44 E 45 PODEM TER RESPOSTAS MULTIPLAS
40. NESTA USF A SENHORA RECEBEU ALGUMA ORIENTACAO ALIMENTAR E NUTRICIONAL? (ler as alternativas)

sim (1) ndo (2). SE SIM, QUEM? | Nutricionista (1) Enfermeiro (2) Médico (3) Outro (5) NSA (99)
41. NESTA USF A SENHORA RECEBEU ALGUMA ORIENTACAO SOBRE ALEITAMENTO MATERNO?
sim (1) ndo (2). SE SIM, QUEM? | | Nutricionista (1) Enfermeiro (2) Médico (3) QOutro (5) NSA (99)

INFORMACOES GINECOLOGIC O-OBSTETRICA
Agora vou fazer algumas perguntas sobre sua HISTORIA OBSTETRICA ANTERIOR

42. QUANDO FOI A SUA PRIMEIRA MENSTRUACAO? MENARCA: ANOS [ Néo sabe (88)
43. SEM CONTAR COM ESTA GRAVIDEZ, QUANTAS VEZES A SENHORA FICOU GRAVIDA? | ||

44. A SENHORA JA TEVE ALGUM ABORTO OU PERDEU O NENEM ANTES DE NASCER? sim (1) [ ndo (2) (pular para
questio 49) NSA (99)

45. SE SIM, QUANTOS? | ||| NSA (99) 46. A SRA. TIROU OU FOINATURAL? | | |TIROU [ NSA (99)
| |_|NATURAL [ NSA (99)

47. TEVE HEMORRAGIA NO ULTIMO ABORTO? sim (1) niio (2) [ NSA (99)

48. TOMOU TRANSFUSAO DE SANGUE NO ULTIMO ABORTO? sim (1) ndo (2) L NSA (99)

49. QUANTOS FILHOS NASCERAM? vivos mortos NSA (99)

50. NUMERO DE PARTOS:  VAGINAIS  CESARIANAS | NSA (99)

51. ADATA DO NASCIMENTODOULTIMOFILHO  / /"I menos dedois anos (1) [ mais de dois anos (2) [
NSA (99)

52. A SRA. AMAMENTOU NO PEITO O ULTIMO BEBE? sim(1) [ ndo(2) | NSA (99) 53.SE SIM. ATE QUE MES

[ ]| |meses [ NSA (99)
54. ALGUM DE SEUS FILHOS TEVE PROBLEMAS RESPIRATORIOS? 1 sim (1) | ndo (2) || NSA (99) (se nio pular p/

questio 56)

55. SE SIM, QUANTOS?| || | [ NSA (99)

56. ALGUM RECEM-NASCIDO NASCEU COM MENOS DE 2.500G? sim(1) _ ndo(2) _ NSA (99)
57. ALGUM FILHO NASCEU PREMATURO? sim(1) | ndo(2) | NSA(99)
58. A SENHORA TEVE ALGUMA GRAVIDEZ DE GEMELAR? sim(1) ' ndo(2)  NSA (99)

59. ONDE A SENHORA TEVE SEU ULTIMO BEBE (local do iiltimo parto)? NSA (99)
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60. A SENHORA FEZ AS CONSULTAS DEPOIS DO PARTO? sim(1) | ndo(2) _ NSA (99)

61. A SENHORA TEVE ALGUMA HEMORRAGIA NO ULTIMO PARTO? sim(1)  ndo(2) | NSA(99)

62. A SENHORA RECEBEU ALGUM SANGUE NO ULTIMO PARTO? (transfusao de sangue) | sim (1) | ndo (2) | NSA (99)
63. A SENHORA TEVE ANEMIA NA ULTIMA GRAVIDEZ? sim(1) ndo(2) | NSA (99) (se niao pular p/ questao 65)
64. SE SIM, FEZ TRATAMENTO? sim(1)  ndo(2) | NSA (99)

INFORMACOES GINECOLOGICO-OBSTETRICA
Agora vou fazer algumas perguntas sobre sua HISTORIA OBSTETRICA DA ATUAL GRAVIDEZ

65. IDADE GESTACIONAL (DUM):  /  /  (verificar e confirmar com o cartao da gestante) | NSA (99)

66. VOCE TEM FEITO PRE-NATAL NESSA GRAVIDEZ (ATUAL)? sim(1) " ndo (2)

67. COM QUANTOS MESES DE GRAVIDEZ FEZ A 1* CONSULTA ? NSA (99)

68. QUANTAS CONSULTAS DE PRE-NATAL A SENHORA JA REALIZOU NESTA GESTACAQ? _____consultas

09. A SENHORA REALIZOU ALGUMA USG sim (1) ndo (2)

70. SE SIM., QUANTAS? NSA (99)

71. IDADE GESTACIONAL DA USG, DE PRIMEIRO TRIMESTRE: _ SEMANAS DIAS [ NSA (99)

72. ADATA DA PRIMEIRA USG / / (L01° 029 113%) INSA(99)

72. A SENHORA TEM ALGUM DESSES PROBLEMAS? (ler as alternativas)

ANEMIA sim(1) [ndo(2) ASMA sim(1) [ ndo(2) TUBERCULOSE I sim (1) ! ndo (2)
PNEUMONIA sim(1) "' ndo(2) DIABETES 'sim(1) | nio(2) HIPERTENSAO Isim (1) I niio (2)
DOENCA RENAL sim (1) [ ndo(2) DIFICULDADE DE ADAPTAR VISAO ANOITE [Isim (1) | ndo(2)
INFECCAO NA URINA  [Isim (1) Inio(2) HEMORRAGIA/SANGRAMENTO sim (1) | nio (2)

ALTERACAO GLICEMICA | sim(1) | ndo(2) OUTROS Isim(1) [ nio(2)
73. A SENHORA PRECISOU FICAR INTERNADA POR ALGUM DOS MOTIVOS CITADOS? ' sim (1) | ndo (2)

74. NESTA GESTACAO, A SENHORA ESTA COM ALGUM SINTOMA/QUEIXA? sim (1) (ler as alternativas) ndo (2)

nauseas/enjoo (1) vomitos (2) dor (3) febre (4) gases (5) azia (6) inflamagéo (7)
prisdo de ventre (8) dor de cabega (9) Colica abdominal (10) Diarreia Falta de apetite(11) outras (12)
75. SE OUTRAS, QUAIS? NSA (99)

76. EM GERAL, COMO TEM SIDO A SAUDE DA SENHORA NOS ULTIMOS 15 DIAS? (ler as alternativas)
Excelente (1) | Muito boa (2) [ Boa (3) Ruim (4) [ Muito ruim (5)

77. A SENHORA ESTA TOMANDO ALGUMA VITAMINA? sim (1) ndo (2)

78. A SENHORA TOMOU A VACINA ANTI-TETANICA sim (1) ndo (2)

79. SE SIM, QUANTAS DOSES?  Primeira (1) Segunda (2) Terceira (3) Reforco (4)

EXAMES LABORATORIAIS
Agora vamos verificar alguinas informagées no prontudrio da paciente
Exames Data Resultado Data Resultado
Hemoglobina:
(mg/dL)

Glicemia: (mg/dL)

80.USA SUPLEMENTO ALIMENTAR? ( )Sim ( ) Nao SE SIM, QUAL? RESPOSTA:

EXPOSICAO SOLAR )
Agora vamos fazer algumas perguntas sobre a sua exposi¢io solar NESTA GESTACAO

81.COM QUE FREQUENCIA A SENHORIA TOMA SOL?

4-6x por semana (0) 3-4x por semana(1) 1-3x por semana (2) Pouca exposicio solar (3) OQutra (4)




209

82 QUAL (QUAIS) A(S) PARTE (S) DO CORPO QUE EXPOE AO SOL?
todo (1) membros superiores, membros inferiores e rosto (2) rosto € méos (3) NSA (99)

83.QUAL(IS) O(S) HORARIO(S) E A DURACAO DA EXPOSICAO SOLAR?

Manha Horario de exposicao Duracio

Tarde Horario de exposicao Duracao

84. USAFILTRO SOLAR? | sim(1) Info (2)
85. SE SIM QUAL O FATOR DE PROTECAO?
86. ESTACAO DO ANO QUE USA FILTO SOLAR:

todas estacdes (1) Verdo (2) Inverno(3)  loutra(4): NSA (99)

87. COM QUE FREQUENCIA A SENHORA CONSTUMA USAR ROUPAS FECHADAS DURANTE O DIA ( Manhi e Tarde)?
ENTREVISTADOR: roupas longas cobrem a maior parte do corpo (blusas de manga longa, calcas)

3-4x por semana (1) 1-3x por semana(2) 1 x por semana (3) nunca (4)
Outra(5):

88..A SENHORA UTILIZA OUTROS MEIOS FISICOS DE PROTECAO SOLAR? (Exemplo: bonés, chapéu, sombreiros)

Sim (1) [ Néo (2) SIM SE QUAL?

ANTROPOMETRIA
Ao final da entrevista vocé deve pesar e medir a altura da gestante

ENTREVISTADOR: Realizar afericao de altura e peso duas vezes, caso haja discrepincia realizar a terceira medida.
125. Peso 1 126. Altural

127.Peso 2 128. Altura 2

129. Peso 3 130. Almura 3

FINALILZE ENTREVISTA, AGRADECENDO A COLABORACAO E MENCIONANDO QUE AS INFORMACOES PRESTADAS

AJUDARAO A COMPREENDER MELHOR A SAUDE MATERNO-INFANTIL NA CIDADE DE SANTO ANTONIO DE JESUS.

Hordrio de término: :

ANOTACOES




RECORDATORIO ALIMENTAR DE 24 HORAS

Nome: Data de aplica¢do: / /
Data de referéncia (dia do consumo): / / Dia da semana: ( ) Tipico ( ) Atipico Entrevistador:
HORARIO | LOCAL PREPARACAO ALIMENTO QTD MEDIDA GRAMAS
CASEIRA
Agua: Nome do Pai: Nome da mae:

~

4 301dNddV

1T¢



QUESTIONARIO DE FREQUENCIA DE CONSUMO ALIMENTAR (QFCA)

Visita domiciliar:

>

J A31dN3dV

Nome: No Data:
Peso: Estatura: Cartio do 5US: Entrevistador:
FREQUENCIA DE CONSUMO
GRUPDOS DE ALIMENTOS QTDE CONSUMIDA POR VEZ DIARIO SEMAMNAL MEMSA RN
2 3 = 4X 1 2 3 4 5 G 2 3
LEITES E DERIVADOS

Leite { )integral { )desnatado { ) copo duplofregueijao (200mL)

{ ) semi-desnatado ! 2 colheres de sopa ch (25g)
Estrato soluvel de soja { ) copo duplofregueijao {Z200mL)
logurte { }integral { Jdesnatado { ) copo duplofregueijao (200mL)

{ ) semi-desnatado
Cueijo branco { ) minas { ) coalho { ) fatia media (30g)
Cueijo amarelo [ ) minas padrao { )fatia meédia (20g)
{ Jprato( ) mussarela | ) requeijdo em bamra
CARMNES E OVOS
Owo { )agalinha { ) codoma (10g) { ) pato { yunidade (S0g)
{ Jfito ( Jcozido ( Mrelhado ({ Jassado
Carne de boi sem osso { ) bife M/ 4 colheres de sopa
{ )frito { Jeoomido ( Jgrelhado ( Jassado moida / 2 pedacos médios (100g)
Carne de boi com ogso [ mocotd / rabo { ) pedago médio (60g)
{ )frito { Jecozmido ( Jrelhado ( Jassado
Carne de porco { ) bife médio / 2 pedagos
{ Jfrito { )ecozmido { Jgrelhado { )Jassado médios (100g)
Frango ( )compele { )lsem pele { ) bife medio { 2 pedacos
{ Jfrte { Jecozmido ( JMgrelhado  ( Jassado médios (100g)
Peixes e frutos do mar
Salmaoc ( )cru { ) filé M [ posta P (120qg)
{ Jfrte { Jecozmido ( JMgrelhado  ( Jassado
Sardinha { Jenlatada ({ Mresca { ) filé M [ posta P (120qg)
{ Jfrite { Jecozmido ({ Jgrelhado ( Jassado
Camarao { }10unid. P (120g)
{ Jfrte { Jecozmido ( JMgrelhado  ( Jassado
Outros: Tipolespéacie: { )fileé M posta P (120g)
{ Jfrito { )cozido { Jgrelhado { Jassado
Owitros: Tipo/especie: { ) file M [ posta P (120g)
{ )frto { Jecozido ( Jgrelhado ( Jassado
Embuticlos

[ ) =alsicha i ) linguicaljosefina { ) unidade/gomod S fatias (S0g)
{ )salame | ) presunto [ ) mortadela { ) fatias (15g)
Carme de hamburguer { yunidade (55g)

A4



GRUPOS DE ALIMENTOS

QTDE CONSUMIDA POR VEZ

FREQUEMNCIA DE CONSUMO

DMARIO

SEMAMNAL

MENSAL

= 4%

1 2 3 4 5

]

Came conservada n

o sal

Bacalhau
{ ifrito { Jecomido ( Mrelhado ( Jassado

{  )pedago P/ 4 colheres de
sopa ch (B0g)

Solizertao (carne seca, charque)
{ Jfrito { )Jeomido ({ lgrelhado  ( Jassado

{ )1 pedago médio /2 colheres
de sopa desfiada (70g)

Baconitoucinho

Visceras { )Intestinofiripa { ) lingua ( )intestino
{ Yigadof{ )rim/( jcoracdo/ ( )bacol ( ) pdncreas
{ Jfrito { Jcomido ( Wrelhado ( Jassado

{ ) fatia media (15g)
{ unidade / fatia / bife {100g)

OLEOS E GORDURAS

Azeite de oliva { ) colher de sopa (BmlL)
Azeite de dendé { ) colher de sopa (BmlL)

Cleo vegetal { girasol { ) colher de sopa (BmL)

{ Jsoja ( Jmiho ( Jalgoddoc ( jcanola

Manteiga { ) colher de cha ! ponta de faca
Marca: (Bg)

Margarina [ ) colher de cha ! ponta de faca
{ Jintegral { )Ligth Marca: (Bg)

Maionese { )colher de soparasa (17g)

{ Jintegral { )Ligth Marca:

Requeijao cremoso
{ Jintegral { )Ligth Marca:

i

{ ) colher de sopa rasa (159)

Creme de leite
{ )integral { )Ligth Marca:

i

{ ) colher de soparasa (159)

Frituras

omente a frequencia

Vegetais refogados (folhas / legumes)

Latas de oleo

) latas { més

5

Somente a frequéncia

-

L

{ ) residentesicomensais

PETISCOS E ENLATADOS

Salgadinhos de pacote (ex: cheetos, batata)

) Pacote (50g)

Salgadinhos de bar
{ Jesfihal( )Jcoxinha/({ )empada/( )pastel
{ Jassado /( )frito

{ Junidade G (100g)

Pizza Sabor

} Fatia media (100g)

Acarajé
{ Jecompleto [ )

{ ) Unidade M (230g)

Refrigerante [ Jcola | ) guarana( |

[ ) copo duplofrequeijao (200mL)

MASSASICEREAIS E FELJAO

Biscoito doce
Tipo:

{ Junidade (5g)

€T¢



GRUPOS DE ALIMENTOS

GQTDE CONSUMIDA POR VEZ

FREQUENCIA DE CONSUMO

MARIO

SEMAMNAL

MENSAL

1 2 3 4 5

Pao { Francés ( ) Doce

} 1 unidade (50q )

Bizcoito salgado Tipo:

Junidade (6g)

Biscoito recheado Tipo:

Junidade {13g)

Bolos Tipo: ) fatia media (B0g)

Cuscuz Tipo: ) fatia M / col de sopa ch (120g)
Beiju Tipo:

Mingau Tipo: ) concha média cheia ! copo

mericano cheio (165g)

Aipim Cozido( ) Frito( )

i
L
i
L1
{ Junidade M (60g)
(
a
(

) pedago M (60g)

Produtos integrai

Arroz integral cozido

jeolher de sopa cheia (20g)

Macarmrao integral cozido

Biscoito integral  Tipo:
{ Jcom castanhas/ ( ) sem castanhas

{ Jcolher de sopa cheia (25g)
{ )unidade (6g)

{ JMWormal /{ ) Ligth

Paes integrais ( ) Frances { JFoma Tipo: 11 unidades 2 fatias (S0g )
{ )com castanhaz/! ( )sem castanhas

{ JMWormal /{ ) Ligth

LEGUMINOSAS E OLEAGINOSAS

Lentilha cozida

) colher de sopa cheia (18g)

Grao de hico cozido

) colher de sopa cheia (22g)

T

Sojacozida ( )ograos ( )PTHN texturizada

) colher de sopa cheia (229)

Feijac cozido

Carioguinha  ( )comcame () sem came {  )colher de sopa cheia (17q)
Preto [ )comcame ([ ) sem came {  )ecolher de sopa cheia (17g)
Fradinho { )ecomecame { )sem came {  )colher de sopa cheia (17g)
Branco [ )Jcomcame ( )sem came {  )colher de sopa cheia (17q)
Verde { Jcomcame ( )sem came {  )colher de sopa cheia (17g)
Andu [ )comcame ( )sem came {  )colher de sopa cheia (17q)
Feijoada {  )colher de sopa cheia (17g)

Oleaginosas | sementes

Castanha de caju

) ¥ copo P f 26 unid. (65g)

Castanha do Para/Brasil { )unidade (4g)

MNozes { )unidade (3g)
Amendoas { )Junidade (2 5g)
Linhaga { ) colher de =opa (159)

v1¢



GRUPOS DE ALIMENTOS

QATDE COMSUMIDA POR VEZ

FREQUENCIA DE COMSUMO

DIARID

SEMAMNAL

=4X 1 1 2 3 4 5 G

RN

Gergelim { ) colher de sopa (1549)

Chia { ) colher de sopa (15g)

Amendoim { joru { Jcozido ( fomado | () Y copo P descascado § copd casca
(65g)

Licuri { Junidade (39)

VEGETAIS

Folhosos { Jeru ( )cozido ( Jrefogado | ( ) folha M colher de sopa rasa (20g)

{ Jcouve( Jagrdo | Jnicula( )

{ )alface { 1 folha M/ colher de sopa rasa (10g)

Bananadaterma ( Jonu { Jcozido { Mrta | () unidade P (200g)

Batata-doce { Jcru | )cozide ([ Jfrta { ) pedaco M/ % unidade (B0g)

Jaca { 14 bagos (120g)

Fruta-pao { jcru | ) cozZido [ frita { ) pedaco medio / 1xic cha (100g)

Abacate (cru) { ) colher de sopa ch picado{45qg)

TEMPEROS E CONDIMENTOS

Mostarda { jcolher de sopa rasa (11g)

Catchup ( jcolher de sopa rasa (119)

Leite de coco { colher de sopa rasa (10g)

Molho para =salada (industrializado) { Jcolher de soparasa (11g)

Azeitona ( ) Unidades (4g)

ACUCARES E DOCES

Sorvets!/ Picolé  { )Cremoso () Fruta { ) Bola média / unidade (80q)

Chocolate { ) Barma pequena / 4 guadradinhos

{ )aoleite { )YAmargo ( ) Meio Amargo | (30g)

{ )Comfrutas ( ) Com castanhas Bombom: gtde:

BEBIDAS

Café [ ) xicara de café { 50mL)

Cappuccinoe em po () lght () integral { )colher de sopa rasa (10g)

{ ) Chocolate - po ()} Achocolatado - po

{  )colher de sopa rasa (10g)

COMIDAS REGIOMAIS

Caruru () colher de sopa cheia (259)
Vatapa () colher de sopa cheia (259)
Mariscada () colher de sopa cheia (259)

Suplementos | Medicamentos

Mome | Marca

Quantidade consumida / di

&

Drata Inicio'Fim do consumo

Dleo de peixe [ figado de bacalhau

Polivitaminico / mineral

Cutro:

Cutro:

GT¢
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APENDICE D

TEEMO DE CONSENTIMENTO LIVREE ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidada a participar como voluntaria da pesquisa: “Influéncia dos polimorfismos dos genes
FADS no perfil materno de acidos graxes de cadeia longa e no resultade obstétrico™. Este estudo tem como
finalidade ¢ conhecimento de informagdes genéticas e do perfil de acidos graxos no samgue matermo, os quais podem
influenciar no crescimento e desenvolvimento da crianca ao nascer. Espera-se que este estudo auxilie no conhecimento
sobre os fatores que podem influenciar no crescimento e desenvelvimento da crianga ao nascer.

0Oz procedimentos que serdo adotados na pesquisa sdo resumidos em: aplicagio de questionarios para obtengio de
dados socioecondmicos e de estilo de wida; aplicacio de inguérito dietético; avaliagio antropométrica, por metodos nio
invasivos, da mie (peso. estatwra, circunferéncias abdominal) e da crianga apds o nascimento (peso. comprimento,
circunferéncia cefalica); realizacio de exames laboratoriais para anilise genética e do perfil de acidos graxos de cadeia
longa Para a realizagio dos exames laboratoriats serfdo coletados aproxmimadamente 10 mL de sangne da veia do brago. O
sangue coletado serd armazenado até o térmuno da pesquisa, para garantir a existéncia de amostra caso haja necessidade
de repetir algnmas avaliagdes que possam conter erros, inconsisténcias, ou discordincias. Apos finalizadas as atividades,
o material sera descartado.

As avaliagdes ocomreriio em dois momentos: o primeiro durante a gestacio (até a 30° semana gestaciomal), nas
umdades de safde ou clinicas, quando serdo realizadas as avaliagdes antropométricas, biogquimicas e genéticas, e aplicado
wm questionario contendo informacdes sociceconémicas e demograficas, estado nutricional, consumo de medicamentos, e
consume de alimentes. O segindo momento ocorrera apos o parto, na matermidade ou em wisitas domiciliares. Nessa
etapa serdo avaliadas as informagdes referentes ao recém-nascido (perinatal) e avaliacio antropométrica da mie.

Os resultados dos exames laboratoriais e os dados de sadde e nutricio da participante serdo
disponibilizados individualmente, em até um més apos cada uma das duas etapas, no ambulatorio de nutricio
materno infantil da UFEB. localizado no CENTROSAT. A entregue dos resultados sera feita apos agendamento
do dia e horario.

A populagio de estndo serd constituida por nmilheres clinicamente sandavels, residentes e domiciliadas na zona
wbana, com dezoito anos ou mais de idade, com idade gestacional menor ou ignal a 30 semanas no momento da primeira
emtrevista, inscritas em servigos de pré-natal do SUS e privado. Serdo excluidas as mmlheres com gestagdo nmltipla, as
HIV positivas e as sem confirmagio ultra-sonografica da idade gestacional.

Nao havera nenhum tipo de intervencio que possa causar danos a satde da crianca ou da gestante. A participagio
& voluntaria, e a gestante tem o direito de abandonar o estndo a qualquer momento sem justificativa. Em relacdo acs
beneficios relacionados a participagio, os resultados dos exames laboratorials serdo disponibilizados em via impressa e a
equipe de sande da familia e as gestantes. Nos casos de deficiéncia nuiricionais, a gestante sera encaminhada para
profissional medico da rede basica e mutricionista do Nucleo de Apoio a Sande da Familia e acompanhadas pela equipe de
estudo.

0= riscos para as participantes podem estar relacionados a coleta de sangue, a presenca de desconforto ou
constrangimentos em fiungdo da aplicagio do questionario, do tempo necessario para sua aplicaco, a realizacio do exame
fisico, e a o entendimento sobre o resultado da informacdo genética. Para mininizar os riscos, todas as medidas serdo
tomadas para garantir a seguranca e a sadde das participantes. A coleta sanguinea serd realizada por wm técmico
laboratorista treinado, sendo uvtilizados apenas materiais descartiveis para tal procedimento. Para a aplicacio dos
questicndrios e a realizacio dos exames fisicos, os alunos responsaveds por essa etapa serdo treinados, a fim de que as
atividades sejam mais Adgeis/eficientes. e que se evitem expressdes, gestos ou atimdes que causem possivels
constrangimentos as participantes. Amda as mformacdes obtidas serdo respunardadas. sendo informadas apenas a
paciente. Além disso, os resultados das analises geméticas serdo mformados em linguagem simples e acessivel, e
explicada por profissional com ampla experiéncia nesse assunto em especial. Quando necessario. as participantes poderio
ser encaminhadas para acompanhamento medico especifico.

A gealizacio desse estudo também propiciara beneficios as gestantes e as criangas, pois possibilitara o
conhecimento, pela gestante, do sew estado de sande geral, alimentacio e nuinigio durante a gravidez, bem como da
crianga ao nascer. Também possibilitara que a gestante identifique possivels alteragdes genéticas que podem imterferir na
sande da crianga.

0Oz dados obtidos estarfio disponiveis para a equipe envelvida na pesquisa e poderio ser publicados com a
finalidade de divulgacio das informagdes cientificas obtidas, nio sendo divelgada a identidade dos voluntarios.
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Informames também que os materiais wtilizados para a coleta de dados, serfo guardados durante cinco anos pelas
pescquisadoras-responsaveds.

0= pesquisadores envolvidos com o referido projeto sdo Prof®. Gisele Queiroz Carvalho e Djanilson Barbosa dos
Santos, e com eles poderel manter contato pelo endereco e o telefone:
Endereco: Universidade Federal do Feconcavo da Bahia — Centro de Ciéncias da Sande
Avenida Carlos Amaral, n® 1015. Bairre: Caueiro CEP:44570-000 Santo Antémio de Jesus - BA
Fone: (75) 3632- 4508,

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFRB
Endereco: Fua B Barbosa, 710, Campus Universitario, Centro, Cruz das Almas. CEP 44 380-000.

Telefone: (75) 3621-6850 E-mail: eticaempesouisa/aufib.edu br

De posse de todas as informacgdes necessarias, concordo em participar do projeto, manifesto men livre consentimento em
participar, estando totalmente ciente de que ndo ha nenhum wvalor econdmico, a receber ow a pagar, por nunha

participagdo.

Santo Antdnio de Jesus, de de 20 .

Voluntario

Djanilson Barbosa dos Santos Giszele Queiroz Carvalho
Prof. Adjunto da UFEB Nutricionizta: CEN 4163



