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APRESENTACAO

Esta dissertagdao possui uma Introducio, que fornece um embasamento cientifico sobre o
tema desenvolvido nos dois manuscritos, seguida da Justificativa ¢ Objetivos. A Metodologia,
aborda os aspectos comuns aos dois manuscritos, juntamente com a descricdo da andlise
estatistica de cada um deles.

Em seguida, apresentam-se os dois Manuscritos que compdem esta dissertagdo, ambos
em portugués e em formato para submissdao. O Manuscrito 1, ja foi aceito para publicagdo no
Jornal de Pediatria e 0 Manuscrito 2 sera submetido para publicagdao apds a avaliacdo e aprovacao
pela banca.

Nas Consideragoes Finais, juntamente com as Conclusdes encontram-se as principais
contribuicdes do presente estudo a area de conhecimento.

No final de cada artigo encontra-se as referéncias bibliograficas utilizadas em cada um e
nas Referéncias Bibliograficas no final da dissertacao estdo os trabalhos citados na Introdugao,
Metodologia e nos dois manuscritos. Por fim, seguem os Apéndices e Anexos referentes ao
projeto de pesquisa.

O projeto de pesquisa referente a esta dissertacdo de mestrado foi aprovado pela
Secretaria Municipal de Saude de Ribeirdo Preto e pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro

de Saude-Escola da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, USP.



RESUMO

Nishimura RY. Influéncia do teor de acidos graxos, na dieta ao longo da gestacdo, na composi¢ao
do leite humano maduro [Dissertacao de Mestrado]. Ribeirdao Preto: Universidade de Sao Paulo,

Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto, 2013.

Os acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa sdo de grande importancia para o crescimento
e o desenvolvimento infantil. Suas concentracdes variam amplamente no leite materno, em
partes, devido a variabilidade do teor de 4cidos graxos da dieta materna. Entretanto a relagao
entre os acidos graxos da dieta, durante a gestacdo, e seus teores no leite materno maduro ainda
nao foi elucidada. O presente estudo tem como objetivo avaliar a composicao de acidos graxos
poli-insaturados do leite materno maduro de mulheres residentes em area distante da costa
litoranea do Brasil (Manuscrito 1) e investigar a associa¢ao entre a composi¢ao de acidos graxos
poli-insaturados da dieta materna, em distintos periodos da gestacao e no periodo pds-parto, na
composi¢ao destes no leite humano maduro (Manuscrito 2). A presente pesquisa integra as
atividades de um estudo prospectivo, conduzido entre 103 gestantes saudaveis, com idade entre
18 e 35 anos, usuarias do Sistema Unico de Saude do municipio de Ribeirdo Preto, SP. O
consumo alimentar materno, durante a gestacao e apds o parto, foi avaliado por meio de trés
inquéritos recordatorios de 24 horas, ao longo da gestacdo, e dois inquéritos recordatorios de 24
horas, no puerpério. As mulheres com dados completos de consumo alimentar durante a gestagao,
que tiveram parto a termo e praticavam aleitamento materno exclusivo ou predominante a partir
da 5% semana pés-parto, foram convidadas a participar do presente estudo. Amostras de 5-10ml
de leite materno maduro foram obtidas por meio de ordenha manual, ¢ a dosagem do teor de
acidos graxos se deu por meio de cromatografia gasosa. Para investigacao da influéncia do
consumo alimentar de cada trimestre gestacional e no periodo pos-parto na composigao de acidos
graxos poli-insaturados do leite materno maduro, foram utilizados modelos de regressao linear
ajustados pelo IMC pos-parto e deatenuados. O Manuscrito 1 descreve a composicao de acidos
graxos poli-insaturados do leite materno maduro de mulheres residentes em area distante da costa
litordnea do Brasil. Observaram-se baixo teor de acido docosa-hexaenoico (0,09%) e alta

concentragdo de &cidos graxos trans (2,05%), no leite humano das mulheres avaliadas. O



Manuscrito 2 descreve a associagao direta entre o teor dos acidos eicosapentaenoico [f= 1,87
(95% IC: 0,54; 3,28)] e docosa-hexaenoico [B= 0,46 (95% IC 0,21; 0,71)] da dieta materna do
terceiro trimeste gestacional e o teor destes no leite humano maduro, assim como a relagao direta
entre a razdo n3/n6 da dieta [B= 0,09 (95% IC 0,02; 0,17)] do segundo e terceiro trimestres
gestacionais e no periodo pos-parto com a propor¢ao verificada no leite materno. Os resultados
indicam um baixo teor de 4cido docosa-hexaenoico entre as mulheres avaliadas e uma alta
concentragdo de acidos graxos trans no leite materno. O teor de DHA e EPA da dieta materna, no
final do periodo gestacional, pode influenciar a composi¢cdo de acidos graxos de leite materno
maduro. Ainda, a razdo n-3/n-6 de acidos graxos da dieta materna, no final da gestacao e no
periodo pds-parto, também pode influenciar na composicao de acidos graxos do leite materno. Os
dados sugerem a relevancia de medidas de intervengdo para promog¢ao do consumo de alimentos

ricos em n-3, no terceiro trimestre gestacional.

Palavras-chave: leite materno, gestacao, consumo alimentar, acidos graxos, lactagao.



ABSTRACT

Nishimura RY. Influence of the dietary fatty acids content during pregnancy in the composition
of mature breast milk [Dissertacdo de Mestrado]. Ribeirdo Preto: Universidade de Sao Paulo,

Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto, 2013.

Long-chain polyunsaturated fatty acids play a relevant role on child development and growth.
Their content in breast milk vary widely, partially due to the variability of fatty acids content on
maternal dietary intake. However little is known about the relationship between maternal dietary
intake during pregnancy and the fatty acids content of breast milk. The aim of the present study
was to assess the polyunsaturated fatty acids composition of mature breast milk of women living
far from the Brazilian coast (Manuscript 1) and to evaluate the influence of the food intake in
different periods of pregnancy and postpartum on the polyunsaturated fatty acids composition of
mature breast milk (Manuscript 2). This research integrates the activities of a prospective study
conducted among 103 healthy pregnant women, aged 18 to 35 years old, users of the Public
Health System in Ribeirdo Preto, SP. The maternal dietary intake was evaluated by three 24/hour
dietary recalls during pregnacy and two 24/hour dietary recalls at the postpartum period. Women
with complete data of the dietary intake during pregnancy, who delivered at term, and were
exclusively or predominantly breastfeeding their babies after the 5™ week postpartum were
invited to participate of the present study. Samples of 5 to 10ml of mature breast milk were
obtained by manual expression to determine the fatty acids content by gas chromatography.
Linear regression models were applied to assess the influence of dietary intake on fatty acids
content of mature breast milk, at each trimester of pregnancy and at postpartum period, adjusted
by postpartum BMI and deattenuated. The Manuscript 1 describes the polyunsaturated fatty acids
composition of mature breast milk of women living far from the Brazilian coast. Among the
samples evaluated, low content of docosahexaenoic acid (0,09%) and high level trans fatty
(2,05%) acid were found. The Manuscript 2 describes a positive association between the
eicosapentaenoic acid [B= 1.87 (95% IC: 0.54, 3.28)] and docosahexaenoic acid [B= 0.46 (95%
IC 0.21, 0.71)] content of the maternal diet at the third trimester of pregnancy. Moreover, a

positive association between the n-3/n-6 dietary ratio [B= 0.09 (95% IC 0.02, 0.17)] at the second



and third trimesters of pregnancy and at the postpartum period with the content of these fatty
acids in human milk. Low docosahexaenoic acid and high trans fatty acid levels in mature breast
milk were found. DHA and EPA content of the maternal diet during late pregnancy might
influence the content of these fatty acids on mature breast milk. Moreover, the dietary ratio of n-
3/n-6 fatty acids on late pregnancy and post-partum period also influences the fatty acid
composition of breast milk. The data suggest the relevance of intervention strategies to promote

the intake of food rich in n-3 on late pregnancy.

Keywords: breast milk, pregnancy, dietary intake, fatty acids, lactation.
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1. INTRODUCAO

O leite materno ¢ o melhor alimento a ser oferecido para a crianga, nos primeiros
meses de vida. Sua oferta s6 ndo ¢ recomendada em maes infectadas pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e outras condigdes temporarias (Ministério da Satde, 2004).
Além de fornecer os nutrientes necessarios ao bebé, atua no desenvolvimento do sistema
imunologico (Field, 2005) e na prevengao de doengas na infancia e na vida adulta (Robinson;
Fall, 2012; Boccolini et al., 2011). Dada a importancia do leite materno, a Organizagao
Mundial da Satde (OMS) assim como o Ministério da Saude preconizam que a crianga seja
amamentada de forma exclusiva até os seis meses de idade, sendo a amamentagao continuada
até os dois anos de vida ou mais, associada a outros alimentos (OMS, 2001; Ministério da
Saude, 2006).

A maturacao do leite materno ocorre em trés fases: o colostro ¢ secretado em menor
volume (2-20 ml por mamada) nos 5 primeiros dias ap6s o parto, ¢ espesso e amarelado, rico
em proteinas, sais mineirais e vitaminas lipossoluveis; o leite de transicdo ¢ secretado em
maior volume (30ml por mamada) e rico em lipidios e carboidratos; e o leite maduro,
secretado a partir do primeiro més pos-parto, possui em adequado teor todos os nutrientes
necessarios ao bebé¢ até o sexto més de vida (Calil; Falcao, 2003; Ballard; Morrow, 2013).

O leite materno maduro € constituido de proteinas, carboidratos, lipidios, vitaminas e
agua, cada 100ml de leite fornece aproximadamente 70kcal (da Silva et al., 2007), sendo que
os lipidios fornecem cerca de 40 a 55% das calorias totais deste alimento, além de prover

nutrientes essenciais como vitaminas lipossoluveis e acidos graxos poli-insaturados (Innis,

2003).

1.1 CLASSIFICACAO DOS ACIDOS GRAXOS

Os acidos graxos podem ser definidos de acordo com o tamanho da cadeia de
hidrocarbonos, o grau de insaturagdo, numero e posicdo destas insaturagdes e a da
classificagdo dos isdmeros das duplas ligagdes (Vance; Vance, 2008).

Os acidos graxos saturados nao possuem dupla(s) ligacdo(des)/ insaturagdes na cadeia

de carbonos, o acido palmitico ¢ um dos mais abundantes e pode ser encontrado em todos os
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organismos. Os dacidos graxos insaturados possuem uma ou mais duplas ligagdes entre
carbonos, denominando-se como monoinsaturados ou poli-insaturados (AGPI),
respectivamente (Curi et al., 2009).

As duplas ligagdes podem ter isomeros cis ou trans. Na configuragdo cis, 0os a&tomos
de hidrogénio ligados aos carbonos da dupla ligacdo estdo do mesmo lado na cadeia
carbonica, proporcionando uma conformacao curva ao acido graxo. Enquanto na configuragao
trans, os atomos de hidrogénio ligados aos carbonos da dupla ligacao estdo em lados opostos
na cadeia carboOnica, conferindo uma forma linear, tornando sua conformacao semelhante ao
acido graxo saturado. A configuragdo cis ¢ a forma predominante em que se encontram os
acidos graxos insaturados, ja os trans estdo presentes principalmente em alimentos que
sofreram a hidrogenacao de gorduras insaturadas, como margarinas, biscoitos, batatas fritas
(fast food), sorvetes, produtos de panificadora entre outros (Chiara et al., 2003). As carnes ¢
laticinios contém o acido linoleico conjugado (CLA) o qual possui duas duplas ligacdes,
sendo uma na configuragdo cis e outra trans. Estes acidos graxos sdo produzidos de forma
natural por ruminantes (Curi et al., 2002).

Pode-se, ainda, classificar os adcidos graxos como essenciais € ndo essenciais, sendo os
essenciais aqueles que nao sao produzidos pelo organismo, e portanto devem ser obtidos
através da dieta ou suplementacdo. Dentre os 4cidos graxos essenciais existem duas
subclasses: o n-3 (6mega 3) e o n-6 (Omega 6) que sdo aqueles em que a primeira dupla
ligacdo esta localizada entre o terceiro e quarto carbono e entre o sexto e sétimo carbono,

respectivamente, a partir da extremidade oposta a carboxila (Curi et al., 2002).

1.2 PAPEL DOS ACIDOS GRAXOS NO DESENVOLVIMENTO INFANTIL

Os lipidios do leite materno sao compostos por acidos graxos saturados e insaturados
(Connor, 2000), sendo que os saturados € monoinsaturados sao sintetizados no organismo,
enquanto os AGPIs, como o acido graxo linoleico (LA, 18:2 n-6) e a-linolénico (ALA, 18:3
n-3), sdo essenciais (Innis, 2004).

Os acidos graxos essenciais (AGE) sdo precursores dos acidos graxos poli-insaturados
de cadeia longa (AGPI-CL), como o acido araquidonico (ARA, 20:4 n-6), acido docosa-
hexaenoico (DHA, 22:6 n-3) e acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3) que possuem um

papel importante no desenvolvimento infantil (Koletzko et al., 2001).
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O acido docosa-hexaenoico, encontrado em grande concentragdo na retina € na massa
cinzenta do cérebro, corresponde a 3-5% do peso seco nestes tecidos (Innis, 2003; Innis,
2005) e possui grande relevancia no desenvolvimento neuronal e visual infantil (Innis, 2007).
O pico de velocidade do crescimento do cérebro humano ocorre no ultimo trimestre
gestacional e nos primeiros meses de vida, sugerindo maior vulnerabilidade a deficiéncia do
DHA nesses periodos (Innis, 1991; Georgieff; Innis, 2005).

O 4acido araquidonico exerce um papel importante no crescimento infantil, sendo um
precursor dos eicosanoides, que por sua vez estdo envolvidos em mecanismos fisioldgicos
como o sistema imunologico e inflamatdrio (Innis, 2003; Innis, 2005; Innis, 2007; Das, 2006;
Calder et al., 2006; Schwab; Serhan, 2006), também possui um papel critico na sinalizagao
(Innis; Hansen, 1996; Mantzioris et al., 1994; Ponder; Innis, 1992) e divisao celular (Herrera,
2002). Ainda, o DHA e o ARA sdo importantes componentes estruturais das membranas
lipidicas do sistema nervoso central (Innis, 2003).

Hé evidéncias de que o DHA e EPA exercam uma fun¢do importante no sistema
imunologico (Miles et al., 2011; Calder et al., 2010), uma vez que estes suprimem a sintese e
liberacao de fator de necrose tumoral o (TNF-a), atuando como reguladores enddgenos
negativos da inflamacao (Calder, 2001; De Caterina; Basta, 2001).

Dessa forma fica explicita a importancia do teor adequado desses acidos graxos na
dieta materna, dado que estes contribuem para o fornecimento de quantidades adequadas dos
acidos graxos de cadeia longa para o leite materno e assim auxiliam no desenvolvimento e
crescimento infantil.

Em contrapartida, os acidos graxos trans estdo inversamente correlacionados ao peso
ao nascer, em criancas nascidas a termo ou pré-termo (Larque et al., 2001), podem interferir
nas vias de dessaturagdo dos acidos graxos essenciais para os acidos graxos poli-insaturados
de cadeia longa e prejudicam a sintese de eicosanoides ¢ a fung¢do das membranas em
decorréncia da conversdo em acidos graxos isoméricos nao usuais de cadeia longa n-6 ¢ n-3

(Tinoco et al., 2008; Innis, 2006).

1.3 DETERMINANTES DO TEOR DE ACIDOS GRAXOS NO LEITE
MATERNO
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A composicao de acidos graxos do leite materno pode ser influenciada por alguns
fatores como: maturagao do leite (Chen et al.,, 1997; Luukkainen et al., 1994; Genzel-
Boroviczeny et al., 1997; Rueda et al., 1998), idade gestacional (Luukkainen et al., 1994;
Genzel-Boroviczeny et al., 1997), estado nutricional materno (Marin et al., 2005; Maikela et
al., 2012) e dieta materna (Rocquelin et al., 1998; Harzer et al., 1984).

Estudos prospectivos demonstram que, ao longo da maturacao do leite, o teor de LA e
ALA aumenta, enquanto o teor de AGPI-CL tende a diminuir durante o primeiro més, apds o
parto (Chen et al., 1997; Luukkainen et al., 1994; Genzel-Boroviczeny et al., 1997; Rueda et
al., 1998).

A idade gestacional no parto também influencia o teor de &cidos graxos no leite. O
leite materno de maes de criangas nascidas pré-termo possui maiores teores de AGPI-CL
(Luukkainen et al., 1994) e 4acidos graxos de cadeia média e intermediaria (Genzel-
Boroviczeny et al., 1997), quando comparado ao leite de maes que tiveram o parto a termo.

Um estudo prospectivo, realizado com 144 mulheres finlandesas, verificou que o leite
maduro de mulheres com sobrepeso possui maior teor de acidos graxos saturados, maior razao
n-6/n-3, menor teor de n-3 e menor razdo de insaturados/saturados, quando comparado ao
leite de mulheres eutréficas (Mékeld et al., 2012). Marin e colaboradores, 2005, observaram
maior teor de LA, total n-6 e total de poli-insaturados no leite de mulheres argentinas com
sobrepeso, quando comparado ao leite de eutrdficas, indicando que o estado nutricional

materno também influencia o teor de acidos graxos do leite (Marin et al., 2005).

1.4 INFLUENCIA DA DIETA MATERNA NA COMPOSICAO DE ACIDOS
GRAXOS NO LEITE HUMANO

A composi¢do de teor dos acidos graxos no leite materno varia amplamente, em
especial o teor de DHA. Concentragdes de DHA no leite humano, verificadas em estudos
prévios, variaram entre 0,09% (Schmeits et al.,1999) e 1,1% (Wang et al., 2000). Os
discrepantes teores dos AGPI-CL n-3, no leite de mulheres de diferentes paises, podem estar
relacionados a disponibilidade dos alimentos fontes destes acidos graxos, especialmente
peixes gordurosos, como sardinha e salmao.

Estudos prévios verificaram que o leite de mulheres de paises com dieta tipica

ocidental (rico em alimentos fontes de gordura saturada e poli-insaturadas n-6) possui
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menores teores de AGPI-CL n-3, quando comparado ao teor no leite de mulheres com
consumo mais frequente de peixes, como no Japao (Wang et al., 2000) e Suécia (Xiang et al.,
2005).

O teor de trans no leite materno também estd associado ao teor deste acido graxo da
dieta materna. Mulheres de paises como Estados Unidos e Canada, que apresentam um alto
consumo de alimentos industralizados, possuem teores mais elevados de frans no leite (7,2%
e 5,3%, respectivamente) quando comparado ao teor em leite de mulheres no Brasil (2,19%)
(Tinoco et al., 2007), Africa (1,2%) (Koletzko et al., 1991) e Franga (2%) (Chardigny et al.,
1995).

Ensaios clinicos controlados aleatorizados demonstraram que o consumo de peixes
gordurosos e o uso de suplementos de AGPI-CL n-3 no puerpério resultaram em um impacto
positivo no teor de EPA e DHA no leite materno (Fidler et al., 2000; Jensen et al., 2000;
Makrides et al., 1996).

A suplementacdo durante o periodo pds-parto, de diferentes fontes de DHA (alga, ovo
ou 6leo marinho) em 24 mulheres americanas, ocasionou um aumento de 32-91% no teor de
DHA no leite materno (Jensen et al., 2000).

Estudos sugerem que a dieta na gestacao também interfere no teor de acidos graxos do
leite humano, em especial no teor de AGPI-CL n-3. Um ensaio clinico controlado
aleatorizado, conduzido com 123 mulheres do Reino Unido, verificou que apo6s a ingestao de
duas porg¢des de salmdo por semana, a partir da 20? semana gestacional até o parto, o teor de
EPA e DHA foi 80% e 90% maior, respectivamente, em relacdo ao grupo controle (Urwin et
al., 2012).

Estudos recentes sugerem uma relagdo direta entre o uso de suplemento de n-3 no
segundo e terceiro trimestres gestacionais no seu teor, no leite materno maduro (Dunstan et
al., 2007; Imhoff-Kunsch et al., 2011). Entretanto, os resultados do impacto do uso do
suplemento durante a gestagdo na concentragdo de EPA e 4cido a-linolénico sao
inconsistentes (Dunstan et al., 2007; Imhoff-Kunsch et al., 2011).

A suplementacdo do ARA realizada por longo periodo (> 8 semanas no pos-parto ou
desde o segundo trimestre gestacional até a 12° semana poOs-parto) também resulta em um
aumento deste acido graxo no leite materno (van Goor et al., 2009; Weseler et al., 2008).

Entretanto, um estudo utilizando is6topos marcados em seis lactantes alemas estimou
que apenas 30% do teor do 4cido graxo linoleico do leite materno ¢ decorrente do consumo
alimentar, sugerindo que o estoque materno e/ou a dieta ao longo da gestacdo sejam fatores

preditores da composi¢ao lipidica do leite materno maduro (Demmelmair et al., 1998).
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Diversos ensaios clinicos controlados aleatorizados foram conduzidos, utilizando a
suplementagdo de AGPI-CL n-3 e n-6 no periodo gestacional ou pds-parto, demonstrando
efeitos distintos no teor de acidos graxos do leite materno (Dunstan et al., 2007; Imhoff-
Kunsch et al., 2011; Jensen et al., 2000; Makrides et al., 1996; van Goor et al., 2009; Weseler
et al., 2008; Smit et al., 2000). Porém sao escassos os estudos realizados que verificaram a
influéncia dos acidos graxos da dieta durante a gestagdo na composi¢ao lipidica do leite
materno. Nestes, somente a dieta no terceiro trimestre gestacional foi avaliada (Peng et al.,
2009; Mikela et al., 2012).

A influéncia do teor de 4cidos graxos da dieta materna em relacdo ao leite humano
pode variar segundo o periodo gestacional, visto que ha diferengas na velocidade do
transporte dos acidos graxos através da placenta e no metabolismo materno e fetal em cada
estagio gestacional (Haggarty, 2004).

Dessa forma, sao fundamentais investigacdes sobre a relagdo da dieta materna ao
longo do periodo gestacional e a composicao de acidos graxos poli-insaturados do leite

materno.
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2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Dada a relevancia da oferta adequada dos acidos graxos poli-insaturados para o
adequado desenvolvimento infantil e visto que o teor destes acidos graxos no leite humano
sofrem influéncia da dieta materna e de seus estoques corporais, estudos que visem a elucidar
esta relagdo sao de grande importancia.

Sugere-se que o leite humano de mulheres residentes em distintas regides geograficas
do pais, com acesso diferenciado aos alimentos fontes de AGPI-CL n-3, possa variar quanto
ao teor destes acidos graxos. Ainda, em 2006, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
através da Resolu¢do RDC n°360/2003, tornou obrigatoria a declara¢do do teor de frans nos
rotulos dos alimentos. O que pode ter influenciado as industrias alimenticias a produzirem
alimentos com redu¢dao nos teores de tranms, levando a um menor consumo materno e a
concentracdo no leite humano. Porém nenhum estudo brasileiro foi conduzido apos essa
medida.

Também sdo escassos os estudos que investigaram a influéncia da dieta materna, ao
longo da gestagdo, na composicao de acidos graxos do leite materno maduro.

As hipoteses do presente estudo sao de que o teor de EPA e DHA no leite de mulheres
que residem distante da costa seja inferior ao verificado em estudos conduzidos entre
mulheres que habitam em regido litoranea, devido ao distinto acesso ao consumo de peixes.
Também espera-se que o teor de acidos graxos trans no leite das mulheres seja inferior ao
observado em estudos conduzidos previamente a Resolugdo RDC n°360/2003, dado que
grande parte dos produtos industrializados no pais declara isen¢ao de acidos graxos trans nos
rotulos de alimentos, apds esta medida legislativa.

Outra hipotese testada ¢ de que existam diferentes associagdes entre o teor de acidos
graxos da dieta materna de distintos trimestres gestacionais com o teor de acidos graxos no
leite materno maduro, dada que a velocidade do transporte de acidos graxos pela placenta e a

formagao de estoques corporais maternos em cada periodo gestacional sdo varidveis.
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3. OBJETIVOS

- Avaliar a composi¢do de acidos graxos do leite humano maduro de mulheres
residentes em area distante da costa litoranea do Brasil.
Manuscrito 1: Composicdo de acidos graxos do leite materno em mulheres

residentes em area distante da costa litoranea do Brasil

- Verificar a influéncia do consumo alimentar materno, em diferentes periodos da
gestacdo e no periodo pos-parto, na composi¢ao de acidos graxos poli-insaturados no leite
humano maduro.

Manuscrito 2: A influéncia da composicao de acidos graxos poli-insaturados na

dieta, ao longo da gestacio, na composicao do leite materno maduro
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4. CASUISTICA E METODOS:

4.1 Populacdo e delineamento do estudo

O presente estudo integra as atividades do projeto de pesquisa “Desenvolvimento,
validacdo e reprodutibilidade de um questionario quantitativo de frequéncia alimentar para
gestantes”, desenvolvido com o objetivo de avaliar a precisdo do questionario na avaliagdo de
consumo alimentar habitual de gestantes usuarias de Unidades Basicas de Saude de Ribeirdo
Preto, SP.

A amostra do estudo foi de conveniéncia, sendo composta por 103 gestantes adultas,
atendidas em Unidades Basicas de Saude do municipio de Ribeirdao Preto, SP. A coleta de
dados foi realizada em cinco Unidades Bésicas de Saude (UBS), segundo a localizagdo e
demanda: UBDS "Dr. ftalo Baruffi" - Castelo Branco (regido leste), UBS "Waldemar
Barnsley Pessoa" - Parque Ribeirdo Preto (regido sul), Centro de Satde-Escola (CSE) Dr.
Edgard Ache - Ipiranga (regido oeste), UBDS "Dr. Marco Antonio Sahao" - Vila Virginia
(regido sul) e UBS “Wilma Delphina de O. Garotti” (regido central).

Os critérios de inclusdo do estudo prospectivo foram: Indice de Massa Corporal
(IMC) pré-gestacional entre 18,5 e 24,9 Kg/m? (OMS, 2003), idade entre 18 anos € 35 anos ¢
auséncia de diabetes gestacional, cardiopatias, nefropatias ou hipertensao arterial (Apéndice
A).

Cada individuo participou de trés avaliagdes durante a gestacdo (uma em cada
trimestre gestacional), sendo estas realizadas no momento da consulta de pré-natal na UBS
frequentada pela gestante ou em visita domiciliar. As entrevistas foram realizadas por
nutricionistas previamente treinados. Os dados obtidos em cada avaliagdo foram:

e 1° trimestre (até 14 semana gestacional): obten¢do de dados demograficos, de estilo
de vida e socioecondmicos, afericdo do peso e altura e obtengdo do inquérito
recordatorio de 24 horas (IR24h).

* 2° trimestre (entre a 14" e 24" semana gestacional): afericdo do peso e obtenc¢do do
IR24h.

* 3° trimestre (a partir da 24" semana gestacional): afericio do peso e obten¢do do

IR24h.
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Um segundo IR24h foi obtido de uma subamostra de 30 gestantes por meio de contato
telefonico, em cada trimestre gestacional, para fins de corre¢do da variabilidade
intraindividual.

Das 103 gestantes avaliadas no estudo prospectivo, entre setembro de 2009 e maio de
2010, 75 possuiam trés IR24h obtidos ao longo da gestagdo, sendo convidadas a participar do
presente estudo, entre maio de 2010 e margo de 2011.

Os critérios de inclusao do presente estudo foram: maes que tiveram parto a termo (a
partir de 37" semana gestacional) e que praticavam aleitamento materno predominante
(ingestao de leite materno e outros liquidos a base de dgua) ou exclusivo (ingestdo somente de
leite materno, sem nenhum outro alimento liquido ou so6lido), a partir da quinta semana pos-
parto (Apéndice C).

No periodo pos-parto, aquelas que se enquadraram nos critérios e aceitaram participar
do presente estudo, foi agendada uma visita domiciliar ou no posto de satude, na qual foram
obtidas informacdes referentes ao parto e aos dados da mae e do bebé, também se obteve um
IR24h e foi entregue a mae um recipiente para que ela pudesse coletar o leite posteriormente.

Foi agendado um dia para que o leite fosse coletado pela propria mae em domicilio,
mantendo este em freezer/congelador até ser transportado e congelado no mesmo dia, no
Laboratorio de Nutricao e Metabolismo.

Com o minimo de uma semana apds a obtencdo do primeiro IR24h no periodo pos-
parto, foi obtido um segundo IR24h por meio de contato telefonico.

Na Figura 1, encontra-se o fluxograma da coleta de dados do estudo.

As participantes concordaram em participar de ambos os estudos. mediante a
assinatura dos Termos de Consentimento apds receberem informacdes sobre os estudos
(Apéndices E e F).

A execugdo do estudo prospectivo, assim como do presente estudo, foi aprovada pela
Secretaria Municipal de Saude de Ribeirdo Preto (Anexos A e B) e pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Centro de Saude-Escola da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto, USP
(Anexos C e D).
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GCStaCaO Pc’)s-parto Entre 62 ¢ 162

1° trimestre | 2° trimestre 3° trimestre 5*a 14* semana pds-parto semana pos-part
___
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1* entrevista 2¢ entrevista 3= entrevista 4 entrevista 5% entrevista Coleta do leite 6 entrevista
1 1 1 1 1
Triagem Peso Peso | Triagem Caracteristicas IR24h
Questionario IR24h IR24h maternas ¢ do bebé
socioecondémico ¢ estilo Peso materno
de vida IR24h
Peso
Altura
IR24h

Figura 1. Fluxograma da coleta de dados. Ribeirao Preto, 2009-2011.

4.2 Caracteristicas demogrdficas, socioeconomicas e de estilo de vida

Dados de idade, escolaridade, cor de pele, condi¢do socioecondmica, estilo de vida e
presenca de morbidades foram obtidos por meio de questiondrio estruturado na primeira
avaliacdo do estudo (Apéndice B). Para a classificagdo econdmica, utilizou-se o Critério de
Classificacdo Econdmica Brasil (CCEB), que permite estratificar a populagdo em oito classes
econdmicas, baseando-se nas respostas do entrevistado quanto a posse de bens, presenca de
empregada mensalista e grau de instrucdo do chefe da familia. A classificagdo em pontos

permite inferir-se sobre a renda familiar média (Associagdo Brasileira de Empresa de Pesquisas,

2008).

4.3 Caracteristicas maternas e do bebé

Informagdes sobre idade gestacional no parto, tipo de parto, pratica do aleitamento
materno exclusiva ou predominante e oferta de alimentos ao bebé foram obtidas por meio de
questionario estruturado aplicado em contato telefonico e durante a visita domiciliar ou na
UBS frequentada pela participante (Apéndices C e D) .

Informagao e dados antropométricos do bebé como: peso € comprimento ao nascer €
nas consultas de puericultura, foram obtidos preferencialmente do cartdo da crianga ou

questionados a mae.
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4.4 Avaliacdo do estado nutricional materno

O dado de peso pré-gestacional foi obtido por autorrelato ou o peso registrado em
prontudrio obtido na primeira consulta de pré-natal.

O peso em cada trimestre gestacional e no pos-parto foi aferido por meio de balanga
eletronica digital (Plenna, modelo MEA 07700, Sao Paulo, Brasil), com capacidade de 150kg
e graduacdo de 100g. Dados de altura foram obtidos na primeira avaliagdo, utilizando-se
régua antropométrica de balanga antropométrica (Cauduro, modelo 101PL, Cachoeira do Sul-
RS, Brasil).

Para avaliacao do estado nutricional, foi calculado o IMC, na qual foram empregadas
as medidas de peso e estatura aferidas nas gestantes. Os critérios do Institute of Medicine
(Institute of Medicine, 2009) foram empregados para a avaliagao da adequagao de ganho de
peso gestacional. E o critério utilizado para classificagdo do estado nutricional pré-gestacional
e no pos-parto foi o proposto pela OMS (World Health Organization, 2003).

Para o célculo da idade gestacional, foi empregada preferencialmente a data da ultima
menstruacdo registrada em prontudrio, posteriormente comparada aos dados da
ultrassonografia realizada até a vigésima semana gestacional.

O ganho de peso, durante a gestacdao, foi calculado pelo peso obtido na ultima

entrevista do estudo prospectivo (terceiro trimestre) subtraido do peso pré-gestacional.

4.5 Estimativa de dcidos graxos pelos inquéritos recordatorios de 24 horas

Para avaliacdo do consumo alimentar, foi obtido um IR24h em cada trimestre
gestacional, e em subamostra de 30 mulheres um segundo recordatério foi coletado por
telefone, para fins de correcdo da variabilidade intraindividual. Os IR24h suplementares
foram obtidos por contato telefonico (Fox et al., 1992).

No pos-parto, foram obtidos dois IR24h, sendo um no momento da visita domiciliar e

o segundo por contato telefonico, com pelo menos uma semana de diferenca entre os 2IR24h.
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A obtencao dos inquéritos recordatorios foi realizada por meio da técnica de
“passagens multiplas”. Este método consiste no levantamento do consumo de alimentos em
trés fases: listagem rapida, descri¢ao detalhada e revisdo. Na primeira etapa, o entrevistado
deve listar, ndo necessariamente em ordem cronoldgica e sem interrupgdes do entrevistador,
todos os alimentos consumidos no dia anterior. Na segunda etapa, devem ser obtidas
informacodes sobre alimentos inicialmente omitidos, ou outros que devem ser adicionados ao
inquérito recordatorio assim como as quantidades de todos os alimentos citados, e por ultimo
devem ser checadas com o entrevistado todas as informacdes obtidas, com o objetivo de
completar o relato (Johnson et al., 1998).

A codificacdo do tamanho das por¢des (transformagdao de medidas caseiras referidas
em médias de consumo), assim como a digitacao dos IR24h, foi realizada por um nutricionista
treinado. Para a padronizagdo da equivaléncia de medidas caseiras em gramas de consumo,
foram empregados manuais de receitas e medidas caseiras desenvolvidos no Brasil (Fisberg;
Slater, 2002; Pinheiro et al., 2005; Tomita; Cardoso, 2000).

Para a analise da Composi¢ao Nutricional dos recordatodrios, foi utilizado o Programa
NutWin® (NutWin Software, Programa de Apoio a Nutrigdo, Versao 1.5, Escola Paulista de
Medicina, Sao Paulo, Brasil, 2002), empregando a Tabela de Composicao Quimica dos
Alimentos-TACO (Nucleo de Estudos e Pesquisa em Alimentagdo, 2006) e na auséncia de
dados sobre a composi¢cao quimica de algum alimento foi utilizada a tabela da United States

Department of Agriculture - USDA (United States Department of Agriculture, 2001).

4.6 Determinacdo de dcidos graxos do leite materno

Amostras de 5-10ml de leite materno maduro posterior foram obtidas por ordenha
manual, imediatamente apds a primeira mamada do bebé e antes do desjejum da mae. As
amostras foram imediatamente congeladas a -20C e armazenadas a -80°C em tubos estéreis
até andlise.

O teor de acidos graxos do leite foi determinado no laboratério de Nutricdo e
Metabolismo da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. Para esta analise, aliquotas de
0,8ml foram utilizadas para a extracdo da gordura através do método de Bligh e Dyer e

metiladas com hidroxido de potassio em metanol a 0,5M (Bligh; Dyer, 1959).
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Os ésteres metilicos de acidos graxos do leite humano foram determinados por
cromatografia gasosa, utilizando o cromatografo gasoso SHIMADZU, GC-2014 (Shimadzu
Europe, Duisburg, Germany) equipado com autoinjetor AOC-20i (Shimadzu Europe,
Duisburg, Germany), com coluna capilar de polietileno glicol — Supelcowax 10 (30 metros de
comprimento, 0,25mm de diametro interno; 0,25um de espessura do filme; Supelco Inc.,
Bellefonte, PA). O gas hélio foi utilizado como gas de arraste, com fluxo de 1,0ml/min. O ar
sintético foi utilizado para a ionizacdo em chama com deteccdo a 280°C. As injecoes de 1ul
de amostras foram realizadas em modo split. As temperaturas do injetor ¢ do detector foram
de 250°C.

O padrao para identificagdo utilizado foi composto por um mix de ésteres metilicos de
acidos graxos da Supelco (Supelco 37 Component FAME Mix; Supelco Inc., Bellefonte, PA)
com adi¢ao dos padrdes de 9c,11t-CLA e 10t,12¢c-CLA. A coluna utilizada separa os isomeros
de CLA em quatro grupos: cis,trans; trans,cis; cis,cis, trans,trans. Desta forma o &cido
linoleico 10t, 12¢c-CLA pode ter co-eluido com o 7t, 9c-CLA. A quantificacao foi feita por
normalizag¢do de area, e os resultados estdo apresentados em porcentagem por peso. Exemplo

de um cromatograma de leite humano coletado e tabela para sua interpretacao (Apéndice G).

4.7 Analise dos dados

No Manuscrito 1, foram obtidos a média e o desvio-padrao (DP) para variaveis
continuas e frequéncia de variaveis categoricas.

No Manuscrito 2, utilizaram-se modelos de regressao linear empregando-se o teor de
acidos graxos do leite materno como variavel dependente e os acidos graxos da dieta materna
como as variaveis independentes. Modelos lineares univariados e multiplos ajustados pelo
IMC pos-parto e deatenuados foram explorados.

Para a deatenuagdo, que consiste na corre¢ao do coeficiente de regressao linear pelo
erro da variabilidade intra e interpessoal, foi utilizada a formula: b, = b, [1 + (o intra/ ©
inter)/n° IR24h] (Beaton et al., 1979).

Onde b ¢ o verdadeiro coeficiente de regressdo, b, ¢ o coeficiente de regressao
observado e as varidncias intra e interindividual foram obtidas através das andlises de

variancia ANOVA.
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As variaveis independentes testadas em relacdo ao teor de acidos graxos no leite,
foram: idade, renda familiar, anos de estudo, classe econdmica, cor de pele, consumo de
bebida alcoolica, tabagismo, atividade fisica, IMC pré-gestacional, IMC pds-parto, semana
gestacional no parto, ganho de peso gestacional, peso e comprimento ao nascer do bebé,
porém destas somente o IMC pds-parto foi significante e, portanto, ajustado aos modelos.

O numero de dias, entre a obtencdo dos IR24h na gestacdo e no pds-parto, e a coleta
do leite também foram testados no modelo de regressdo linear, porém ndo houve
significancia.

Também foram calculados a média e o desvio-padrao da estimativa de acidos graxos da dieta
em cada trimestre gestacional e no periodo pds-parto € no leite materno maduro e para
variaveis continuas e frequéncia de variaveis categoricas.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa SPSS

(SPSS Software, Versao 17.0, SPSS Inc. Woking, Surrey, UK).



31

5. MANUSCRITO 1

Composicao de acidos graxos do leite materno em mulheres residentes em area distante
da costa litoranea do Brasil
Fatty acid content in breast milk of Brazilian women living far from the coast of Brazil

Teor de acidos graxos do leite materno maduro
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6. MANUSCRITO 2

A influéncia da composicio de acidos graxos poli-insaturados na dieta ao longo da
gestacido na composicao do leite materno maduro
Influence of the dietary polyunsaturated fatty acids composition during pregnancy in

the composition of mature breast milk.

Renata Y. Nishimura', Patricia Barbieiri', Gabriela S. F. de Castr03, Alceu A. Jordao Junior4,

Gleici da Silva Castro Perdona’, Daniela S. Sartorelli’
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(FMRP) da Universidade de Sdo Paulo (USP). *Pos-Graduagdo em Satide na Comunidade da
FMRP, USP. 3P()S-Gradua(;ﬁo em Clinica Médica da FMRP, USP. 4Departmento de Clinica
Médica da FMRP, USP. > Departmento de Medicina Social da FMRP, USP.



33

Resumo

Objetivo: verificar a influéncia do consumo alimentar materno em diferentes periodos da
gestagdo na composicao de acidos graxos poli-insaturados, no leite humano maduro.
Métodos: Um estudo prospectivo foi conduzido entre 45 gestantes, com idade entre 18-35
anos, que tiveram parto a termo e praticavam aleitamento materno exclusivo ou
predominante. Amostras de leite materno maduro foram coletadas a partir da 5* semana pos-
parto por meio de ordenha manual, e a composi¢ao de acidos graxos do leite foi determinada
por cromatografia gasosa. O consumo alimentar, durante a gestacao, foi estimado através de
trés inquéritos recordatorios de 24 horas (IR24h), um em cada trimestre gestacional, e dois
IR24h no periodo pds-parto. Modelos de regressao linear foram utilizados para verificar a
associacao entre a estimativa de acidos graxos da dieta materna em cada trimestre gestacional
e o teor de acidos graxos do leite humano maduro.

Resultados: verificou-se associagdo positiva entre o teor de EPA (B= 1,873; 1C=0,543; 3,283)
e DHA (B= 0,464; 1C=0,212; 0,714) da dieta materna no terceiro trimestre gestacional e entre
a razao n3/n6 (B= 0,093; 1C=0,016; 0,170) na dieta do segundo e terceiro trimestres
gestacionais, assim como no periodo pos-parto, com o teor destes acidos graxos no leite
materno maduro.

Conclusdes: o teor de DHA e EPA da dieta materna, durante o final do periodo gestacional,
podem influenciar na composi¢ao de acidos graxos de leite materno maduro. Ainda, a razao
n-3/n-6 de acidos graxos, da dieta no final da gestagdo e no periodo pds-parto, pode também

influenciar na composicao de acidos graxos do leite materno.
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Abstract

Objective: to evaluate the influence of the food intake in different periods of pregnancy in the
composition of polyunsaturated fatty acids of mature breast milk.

Methods: Prospective study conducted among 45 pregnant women, aged 18-35 years who
delivered at term, and were exclusively or predominantly breastfeeding their babies. Samples
of mature breast milk were collected after the 5™ week post partum by manual expression and
the fatty acid composition of the milk was determined by gas chromatography. Food intake
during pregnancy was evaluated by three food recalls (24hR), one in each trimester of
pregnancy and by two 24hR at the post-partum period. Linear regression models were used to
verify the association between the content of human milk fatty acids and the maternal dietary
fatty acids in each trimester of pregnancy.

Results: a positive association between EPA (B= 1.873; 1C=0.543, 3.283) and DHA (B=
0.464; 1C=0.212, 0.714) content of the maternal diet from the third trimester of pregnancy and
the diet ratio n-3/n-6 (B= 0.093; 1C=0.016, 0.170) of the second and third trimesters of
pregnancy and in the post-partum period with the amount of these fatty acids in mature breast
milk were found.

Conclusion: DHA and EPA content of the maternal diet during late pregnancy might
influence the content of these fatty acids on mature breast milk. Moreover, the dietary ratio of
n-3/n-6 fatty acids on late pregnancy and post-partum period on fatty acid composition of

breast milk.

Key words: mature breast milk, food intake, fatty acids, pregnancy, n-3, n-6
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Introducio

Os 4cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (AGPI-CL), como o 4cido docosa-
hexaenoico (DHA, 22:6n-3), acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) e 4cido
araquidonico (ARA, 20:4n-6), sdao de grande importdncia no crescimento e
desenvolvimento infantil (1). O teor desses acidos graxos no leite humano, em especial o
DHA, varia amplamente (2, 3), possivelmente em decorréncia da diversidade do consumo
alimentar e do teor desses acidos graxos da dieta materna, em distintas regioes.

Ensaios clinicos sugerem que consumo de peixes gordurosos € o uso de suplementos
de oleo de peixe no puerpério estdo associados a um aumento do teor de EPA ¢ DHA no
leite materno. Entretanto, em estudos que empregaram is6topos marcados, verificou-se
que apenas 30% da variabilidade do teor de acidos graxos poli-insaturados (AGPI) do
leite materno ¢ explicada pela dieta no puerpério (4).

Ensaios clinicos aleatorizados controlados sugerem uma relacao direta entre o uso de
suplemento de n-3 no segundo e terceiro trimestres gestacionais no seu teor, no leite
materno maduro (5, 6). Entretanto, os resultados do impacto do uso do suplemento,
durante a gestacao na concentracao de EPA e acido a-linolénico (ALA), sdo controversos
(5, 6).

Diversos estudos foram conduzidos utilizando a suplementacao de n-3 e n-6 AGPI-CL
no periodo gestacional ou pods-parto, demonstrando distintos efeitos no teor de acidos
graxos do leite materno (5-11). Sao escassos os estudos que verificaram a influéncia dos
acidos graxos da dieta, durante a gestacdo, na composi¢do lipidica do leite materno.
Nestes, a avaliagao do consumo alimentar foi restrita ao terceiro trimestre de gestacao (12,
13).

A relagdo entre os acidos graxos da dieta materna e o teor destes no leite humano
poderdo diferir segundo o periodo de exposicao, dadas as oscilacdes na velocidade do
transporte destes pela placenta e no metabolismo materno em cada estagio da gravidez
(14). Entretanto, esta hipotese ndo foi testada em estudos prévios. O objetivo do presente
estudo ¢ verificar a influéncia do consumo alimentar, em diferentes periodos da gestacgao,

na composi¢ao de acidos graxos poli-insaturados no leite materno maduro.
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Materiais e Métodos
Populagao de estudo

Um estudo prospectivo foi conduzido entre 103 gestantes, usudrias de Unidades
Basicas de Saude de Ribeirao Preto, com idade entre 18 e 35 anos, eutroficas no periodo pré-
gestacional e com auséncia de doencas que alterem o consumo alimentar habitual (diabetes
mellitus, hipertensdo arterial), com o objetivo de testar a acuracia de um questiondrio
quantitativo de frequéncia alimentar. Destas, 75 possuiam trés inquéritos recordatorios de 24
horas (IR24h) ao longo da gestagao, sendo convidadas a participar do presente estudo.

Os critérios de inclusdo do presente estudo foram: mulheres que praticavam o
aleitamento exclusivo (ingestao somente de leite materno, sem nenhum outro alimento liquido
ou s60lido), ou predominante (ingestdo de leite materno e outros liquidos a base de agua) a
partir da 5% semana pds-parto e maes que tiveram o parto a termo (a partir da 37* semana
gestacional).

O estudo foi aprovado pela Secretaria Municipal de Saude de Ribeirdo Preto e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Satde-Escola da FMRP, USP
(Protocolo n° 378/CEP-CSE/FMRP-USP).

Caracteristicas sociodemogradficas e estilo de vida

Para obtencdo de dados sobre idade, escolaridade, posse de bens e cor da pele foi
utilizado um questiondrio estruturado aplicado na primeira entrevista do estudo prospectivo
(primeiro trimestre). A classificagdo econdmica foi feita de acordo com o Critério de

Classificacao Econdmica Brasil (CCEB) (15).

Avaliagdo do estado nutricional e idade gestacional

Para avaliacdo do estado nutricional, foi utilizado o peso aferido em cada trimestre
gestacional no momento da consulta de pré-natal e no pods-parto empregando-se balanga
eletronica digital (Plenna, modelo MEA 07700, Sao Paulo-SP, Brasil), com capacidade de
150kg e graduacao de 100g. A altura foi aferida empregando-se a régua de balanca
antropométrica (Cauduro, modelo 101PL, Cachoeira do Sul-RS, Brasil).

O ganho de peso gestacional foi calculado pela diferenca entre o peso obtido na ultima
coleta de dados do estudo prospectivo (terceiro trimestre) e o peso pré-gestacional (relatado

pela gestante).
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Para o calculo da idade gestacional foi empregada preferencialmente a data da ultima
menstruacdo registrada em prontudrio, posteriormente comparada aos dados da

ultrassonografia realizada até a vigésima semana gestacional.

Estimativa do teor de acidos graxos da dieta

A avaliagdo do consumo alimentar foi realizada através de trés inquéritos
recordatorios de 24 horas ao longo da gestagdao e dois IR24h no periodo pos-parto. Em uma
subamostra de gestantes, um segundo IR24h foi obtido em cada trimestre gestacional para
corregdo da variabilidade intraindividual. Os IR24h foram obtidos por nutricionistas
treinados, empregando-se a técnica dos passos multiplos (16).

Para a analise do teor de acidos graxos dos recordatorios, foi utilizado o Programa
NutWin® (NutWin Software, Programa de Apoio a Nutrigdo, Versao 1.5, Escola Paulista de
Medicina, Sao Paulo, Brasil, 2002), empregando a Tabela de Composicao Quimica dos
Alimentos-TACO (17) e, na auséncia de dados sobre a composicao de acidos graxos de algum

alimento, foi utilizada a tabela da USDA (18).

Determinagdo dos dacidos graxos do leite materno

Amostras (5-10 ml) de leite materno maduro posterior (a partir da 5* semana pds-
parto) foram obtidas por meio de visita domiciliar por ordenha manual pela propria mulher,
pela manha, imediatamente apos a primeira mamada do bebé e antes do desjejum da mae. O
leite foi armazenado a -80°C at¢ analise.

O teor de acidos graxos do leite foi determinado no laboratério de Nutricdo e
Metabolismo da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. Os acidos graxos foram extraidos
de acordo com o método proposto por Bligh e Dyer (19). Para essa analise, foram utilizados
800ul de leite aos quais se acrescentou metanol e cloroférmio (v/v, 1:1). Apds a extragao
lipidica, a fase contendo cloroférmio foi evaporada em corrente de nitrogénio, € os acidos
graxos foram metilados com hidroxido de potdssio em metanol (0,5M) e removidos com
hexano. Foi injetado 1ul de ésteres metilicos de 4cidos graxos no cromatdgrafo gasoso
SHIMADZU, GC-2014 (Shimadzu Europe, Duisburg, Germany) equipado com autoinjetor
AOC-20i (Shimadzu Europe, Duisburg, Germany) e separado com coluna capilar de

polietileno glicol — Supelcowax 10 (30m, 25mm X 0,25um; Supelco Inc., Bellefonte, PA).

O gés de arraste utilizado foi o gas hélio a 1,0ml/min. O ar sintético foi utilizado para

a ionizacao em chama com detec¢do a 280°C. As injecdes foram realizadas em modo split. As
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temperaturas do injetor e do detector foram de 250°C. A temperatura inicial da coluna foi de
100°C mantida por 1 minuto, seguida de um aumento de 13°C por minuto até 195°C mantida
por 5 minutos e posteriormente elevada a 240°C, na taxa de 15°C por minutos e mantida nessa

temperatura por 30 minutos.

O padrao para identificagdo utilizado foi composto por um mix de ésteres metilicos de
acidos graxos da Supelco (Supelco 37 Component FAME Mix; Supelco Inc., Bellefonte, PA)
com adicao dos padrdes de 9c,11t-CLA e 10t,12¢c-CLA. A quantificacao foi feita por

normalizagdo de area, e os resultados estdo apresentados em porcentagem por peso.

Analise dos dados

Modelos de regressao linear foram utilizados, empregando-se o teor de acidos graxos
do leite materno como variavel dependente e acido graxos da dieta materna em cada trimestre
gestacional e no puerpério como variaveis independentes. Modelos lineares univariados e
multiplos ajustados pelo IMC pos-parto e deatenuados foram explorados.

Para a deatenuagdo, que consiste na corre¢ao do coeficiente de regressao linear pelo
erro da variabilidade intra e interpessoal, foi utilizada a formula: b, = b, [1 + (o intra/ ©
inter)/n® IR24h] (20).

Onde b ¢ o verdadeiro coeficiente de regressdo, b, ¢ o coeficiente de regressao
observado e as varidncias intra e interindividual foram obtidas através das andlises de
varidncia ANOVA.

As variaveis de confusdo testadas nos modelos, empregando-se o teor de acidos
graxos no leite como variavel dependente, foram: idade, renda familiar, anos de estudo, classe
econdmica, cor da pele, consumo de bebida alcoolica, tabagismo, pratica de atividade fisica,
IMC pré-gestacional, IMC pos-parto, semana gestacional no parto, ganho de peso gestacional,
peso e comprimento ao nascer do bebé. Porém, apenas o IMC pods-parto estava diretamente
relacionado com o teor de 4cidos graxos do leite, sendo empregado como variavel de ajuste
no modelo final.

O niimero de dias, entre a obtengdo dos IR24h na gestagdao e no periodo pos-parto, € a
coleta do leite, também, foram testados no modelo de regressdo linear, porém ndo houve
associagao.

As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa SPSS (SPSS

Software, Versao 17.0, SPSS Inc. Woking, Surrey, UK).



39

Resultados

No total, 75 mulheres completaram o estudo prospectivo, das quais 20 foram
excluidas: 18 ndo estavam em aleitamento materno exclusivo ou predominante e duas
desenvolveram diabetes gestacional. Dentre as mulheres elegiveis, duas se recusaram a
participar do estudo, duas mulheres ndo foram localizadas, cinco mudaram de cidade e uma
mulher ndo completou os IR24h no puerpério, totalizando-se 45 mulheres incluidas no
presente estudo. As mulheres foram avaliadas no 1° trimestre (em média com 11 semanas
gestacionais); 2° trimestre (em média com 23 semanas gestacionais); 3° trimestre (em média
com 30 semanas gestacionais). A média de semanas em que as amostras de leite foram
coletadas apds o parto foi de 6,4 semanas (minimo de 5 semanas e maximo de 12 semanas).

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas demograficas, socioecondmicas, de estado
nutricional e aleitamento materno das participantes do estudo, sendo a maioria de cor de pele
branca, casada, com a escolaridade correspondente a 8 ou mais anos de estudo, de classe
economica C, D eE.

A média e o desvio-padrao da estimativa de acidos graxos da dieta, em cada trimestre
gestacional e no periodo pos-parto, e da composi¢ao destes no leite materno maduro estdo
apresentados na Tabela 2.

Os coeficientes de regressdo 3 (IC 95%) da relacdo entre os acidos graxos da dieta em
cada trimestre gestacional e no periodo pds-parto com o teor de acidos graxos do leite estdo
apresentados na Tabela 3. Apds ajuste pelo IMC pos-parto e deatenuagdo dos coeficientes de
regressdo, verificou-se associacao positiva entre o teor de EPA e DHA da dieta no terceiro
trimestre gestacional e o teor destes acidos graxos no leite maduro. Verificou-se que 25 e 33%
do teor de EPA e DHA, respectivamente, do leite materno foi explicado pelo modelo testado.
Observou-se associagdo positiva entre a razado n3/n6 na dieta do segundo e terceiro trimestres
gestacionais, assim como no periodo pos-parto, com o teor no leite materno. Entretanto, os
modelos explicaram apenas 22, 15 e 12% da razdo n-3/n-6 no leite da dieta do segundo,
terceiro trimestres gestacionais € no puerpério, respectivamente. Nao houve associacao entre a
estimativa de outros acidos graxos da dieta, ao longo da gestacdo e no periodo pos-parto, com

a composi¢ao de acidos graxos do leite materno.
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Discussio

Este estudo foi inédito ao investigar a influéncia do teor de acidos graxos da dieta, em
distintos periodos da gestacao, no teor de acidos graxos no leite materno maduro.

Os dados demonstram que o teor de EPA e DHA da dieta, no terceiro trimestre
gestacional, esta diretamente relacionado com o teor destes acidos graxos no leite materno
maduro, entretanto nao houve associagao entre o teor de EPA e DHA da dieta no inicio da
gestagdo, assim como no periodo pds-parto, com a composicdo do leite. Observou-se,
também, associacdo direta entre a razdo n3/n6 da dieta no segundo e terceiro trimestres
gestacionais e no periodo pos-parto com a composicao do leite.

Os resultados do presente estudo sugerem que os estoques corporais maternos de
acidos graxos possuem maior influéncia na composi¢ao do leite materno do que a dieta no
puerpério. Além disso, apenas a dieta no terceiro trimestre gestacional esteve relacionada com
o teor de EPA e DHA do leite materno. Uma possivel explicagcdo seria o maior ganho de peso
e aumento dos estoques de gordura corporal, verificados no terceiro trimestre de gestagao
(21).

O teor de EPA e DHA da dieta do terceiro trimestre gestacional explicou 25% e 33%,
respectivamente, da variabilidade destes acidos graxos no leite materno, sugerindo que
existem outros determinantes que contribuam para a variabilidade destes acidos graxos.
Estudos prévios sugerem que o grau de maturagao do leite, idade gestacional no parto (22) e
estado nutricional da lactante (13, 23) sejam preditores da composi¢do dos acidos graxos do
leite materno. Para minimizar os possiveis vieses, a amostra do presente estudo foi composta
por mulheres eutroficas no periodo pré-gestacional e que tiveram parto a termo, além disto, o
leite materno maduro foi empregado. Dentre as variaveis de confusdo investigadas, apenas o
IMC pés-parto esteve associado a composicao de acidos graxos do leite, sendo portanto
empregado como variavel de ajuste nos modelos.

Um fator que também pode ter influenciado os resultados ¢ a existéncia da competi¢ao
entre o 4cido linoleico (LA) e ALA pela enzima A°® desaturase, responsavel pela conversio
destes em ARA e AGPI-CL n-3 (EPA e DHA) respectivamente (24), uma vez que a dieta da
populagdo brasileira ¢ rica em LA (25), devido ao amplo consumo de 6leos vegetais. A
sintese enddgena dos AGPI-CL n-3 pode ter sofrido uma interferéncia, levando a um menor
teor de DHA e EPA do leite humano.

Em concordancia com esses achados, Peng e colaboradores, 2009, verificaram que
mulheres residentes na area costeira da China com dieta rica em AGPI-CL n-3 apresentaram

maior teor de DHA no leite de transicdo, quando comparadas com as chinesas residentes no
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interior do pais. Entretanto o teor de EPA foi semelhante no leite materno das mulheres, nas
distintas regioes (12).

Ensaios clinicos randomizados verificaram um aumento do teor de DHA no leite
materno apods a suplementagao de DHA ou 6leo de peixe durante a gestagdo, assim como no
pos-parto (5-8). Entretanto, o efeito do uso de suplementos no teor de EPA e ALA ¢
controverso (5, 6). Tal inconsisténcia nos achados poderia ser atribuida ao tipo de suplemento
administrado (capsulas de DHA derivado de algas ou de 6leo de peixes) e/ou a quantidade
suplementada (2g ou 400mg).

No presente estudo, ndo houve associagao entre o teor de acidos graxos n-6 (LA e
ARA) da dieta materna e a composi¢ao de acidos graxos do leite. Entretanto, verifica-se uma
relagdo direta entre a razdo n3/n-6 da dieta no segundo e terceiro trimestres gestacionais,
assim como no periodo pds-parto com a composi¢do do leite. Os dleos vegetais sdo as
principais fontes de n-6 da dieta, cuja estimativa acurada ¢ de dificil obtencdo devido a
dificuldade no relato da quantidade deste alimento adicionado ao preparo dos alimentos e
tempero das saladas, resultando em maior erro de medida, o que poderia ter atenuado as
associagoes.

Estudos prévios feitos com is6topos marcados verificaram uma pequena contribui¢ao
da dieta materna durante o puerpério (30% do LA e 10% do ARA) no leite materno (26),
sugerindo que estes acidos graxos da dieta ndo chegam de forma direta as glandulas mamarias
ap6s a absor¢do intestinal, mas que sdo temporariamente estocados no organismo €
posteriormente liberados na circulagdo, sendo os estoques maternos a principal fonte dos n-6,
em especial do ARA (26).

Ensaios clinicos aleatorizados controlados demonstraram que a suplementagao de
ARA alongo prazo (> 8 semanas) no pos-parto ou desde o segundo trimestre gestacional até a
12* semana pos-parto, associada ou ndo a suplementagio de DHA e EPA, levou a um
aumento de ARA no leite materno (9, 10). Entretanto, a suplementacao de ARA a curto prazo
(1 semana) no periodo pos-parto ndo teve efeito no teor de ARA do leite materno (11).
Sugerindo que o ARA da dieta somente influencia o leite materno apdés uma
suplementagao/oferta prolongada deste acido graxo, uma vez que estes passam a constituir os
estoques corporais.

Nao houve associacdo entre o teor de trans da dieta materna e a composicao do leite,
contrastando com os dados de estudos prévios (27, 28). Uma possivel explicagao ¢ que, para a
estimativa do teor de trans dos alimentos, empregaram-se valores médios determinados por

tabelas de composicao quimica de alimentos inespecificos para este dcido graxo. Sabe-se que
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o teor de trans nos alimentos pode variar segundo a marca, o que nao foi especificado na
obtencao de dados do consumo alimentar materno. Além disso, no Brasil existe uma
fragilidade na declaragdo do teor de trans no rétulo dos alimentos (29), o que dificulta a
estimativa do consumo real deste acido graxo, podendo dessa forma ter interferido nos
resultados.

Dentre as limitagdes do estudo, destaca-se o nimero reduzido de IR24h obtido em
cada periodo, o que poderd ter atenuado as associagdes. Além disso, um pequeno tamanho
amostral foi empregado. Os modelos empregados explicaram pequena propor¢do da
variabilidade da composi¢do de acidos graxos do leite, sugerindo a existéncia de outros
fatores preditores que nao foram considerados nos modelos de regressao linear.

O presente estudo demonstrou que o DHA ¢ o EPA da dieta materna, durante o
terceiro trimestre, € a razao n3/n6 da dieta do segundo e terceiro trimestres gestacionais € no
periodo pods-parto estdo associados ao teor destes no leite materno maduro. Nao houve
associacao de outros acidos graxos da dieta materna com o leite. Dada a importancia dos
AGPI-CL n-3 no adequado desenvolvimento infantil, os resultados sdo relevantes para o
planejamento de intervengdes que visem a melhoria da disponibilidade destes acidos graxos
no leite materno, sendo que o consumo de alimentos fontes de n-3 deva ser incentivado,

principalmente durante o terceiro trimestre gestacional.
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Tabela 1. Caracteristicas maternas e tipo de aleitamento em mulheres residentes em Ribeirdo

Preto, SP, Brasil, 2010 (n=45).

Caracteristicas Média Desvio-padrao

Idade 25 4,48

IMC (pré-gestacional) 21,94 1,79

IMC (p6s-parto) 23,98 2,42

Cor da pele Numero %
Branca 23 51,11
Parda/mulata 16 35,55
Outras 6 13,33

Escolaridade (anos de

estudo)
Até 4 anos 2 4,44
De 4 a 8 anos 11 24,44
Mais de 8 anos 32 71,11

Classe econdomica

AeB 5 11,11
C,DeE 32 88,88
Em aleitamento exclusivo 23 51,11

Em aleitamento predominante 22 48,88




