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RESUMO

Introducdo: Nos Ultimos vinte anos, estudos clinicos e experimentais demonstraram que
as variacbes do ambiente materno (como o0 estresse precoce) associado a deficiéncia
nutricional podem influenciar na satde do individuo.

Obijetivo clinico: Determinar o impacto da interagcdo entre o consumo alimentar das

gestantes com o crescimento intrauterino em uma coorte de nascimentos.

Objetivo experimental: Avaliar se o estresse neonatal, como a separa¢do materna,

interage com a deficiéncia nutricional de &cidos graxos (AG) poliinsaturados dmega-3
ao longo da vida em aspectos metabdlicos em ratos adultos.

Metodologia clinica: Trata-se de uma coorte envolvendo o recrutamento de nascimentos

ocorridos nos hospitais de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil. Maes de diferentes
historicos clinicos (hipertensdo-GHAS, diabetes-GDM, tabagismo-GTAB, criangas com
restricdo de crescimento intrauterino por raz&do idiopatica-GRCIU e controles-GCON)
foram convidadas a participar 24 horas ap6s o nascimento da crianga. Foram utilizadas
as variaveis da entrevista do pds-parto (sociodemograficas e antropométricas das maes e
dos recém-nascidos-RNs) e domiciliar aos 7 dias de vida da crianca (questionario de
frequéncia alimentar). A coorte estd em andamento para outros acompanhamentos (15
dias e 1, 3 e 6 meses de vida da crianca). O tamanho da amostra final constitui-se de, no
minimo, 20 pares mae-RNs por grupo e 150 individuos no total.

Metodologia experimental: Os filhotes de ratos foram randomizados em: Grupo

Separacdo Materna (GSM) e Grupo Néao-Manipulado (GNM), sendo filhotes separados
removidos de suas maes durante 3 horas diarias do dia 1° ao 10° pos-natal (DPN) e
colocados em incubadora a 32°C. No DPN 35, os machos foram subdivididos em dois

grupos de acordo com dieta adequada ou deficiente em AG poliinsaturados émega-3,



nas subsequentes 15 semanas de vida. O peso corporal e o consumo alimentar dos ratos
eram mensurados semanalmente e ao final do tratamento as amostras de tecidos foram
coletadas.

Resultados clinicos: Entre Setembro de 2011 a Julho de 2013, 255 puérperas foram

elegiveis para o estudo, sendo que 218 (14,5%) aceitaram participar e 182 (16,5%)
apresentavam dados completos para analise. Ao comparar-se as puérperas elegiveis com
as recusas (n=37) ndo houve diferencas significativas entre qualquer varidvel,
entretanto, as puérperas do seguimento apresentaram média de idade superior em
relacdo as perdas (p=0,010). O GHAS apresentou média de idade superior em relagcdo ao
GTAB e GRCIU (p=0,007), ja o GRCIU apresentou peso pré-gestacional inferior em
comparagdo ao GDM (p=0,022) e GHAS (p=0,003). Apenas 0 GHAS apresentou peso
pré-gestacional e ganho de peso gestacional superior ao GCON (p=0,002; p=0,018). Os
valores de peso ao nascer do GRCIU foram inferiores em comparacdo aos demais
grupos e 0 peso ao nascer do GDM foi superior ao GTAB (p<0,001). O comprimento ao
nascer do GRCIU foi diferente de todos os outros (p<0,001), exceto o0 GHAS. A média
do perimetro cefalico do GRCIU foi significativamente diferente dos demais grupos
(p<0,001). N&o houve diferenca entre o consumo de macronutrientes e o perfil de AG
entre as maes dos diferentes grupos. Todavia, o consumo do AG 20:4 n-6 foi maior no
GHAS e a razdo n-6/n-3 menor no GDM em relacdo ao GCON. Observou-se que nédo
houve associacdo entre o consumo alimentar das gestantes e 0 peso ao nascer.

Resultados experimental: Ratos do GSM apresentaram consumo alimentar maior

(p=0,047) e ganharam mais peso (p=0,012), porém, o conteudo de neuropeptideo Y néo
variou entre 0s grupos. Ratos do GSM também apresentaram maior deposicdo de
gordura abdominal (p<0,001) e triglicerideos plasmaticos (p=0,018), quando

comparados ao GNM. Interacdo entre estresse neonatal e deficiéncia de AG



poliinsaturados 6mega-3 foi encontrada com insulina plasmatica (p=0,033), indice de
HOMA (p=0,049), leptina (p=0,01) e expressdo de PEPCK hepaética (p=0,05), no qual a
vulnerabilidade metabodlica no GSM foi agravada com a dieta inadequada em AG
poliinsaturados 6mega-3. Houve associacdes entre alteragdes especificas no perfil de
AG periféricos (p<0,05).

Conclus@es: Assim, os achados clinicos sugerem que, a curto prazo, o consumo de AG
das gestantes ndo influenciou o peso ao nascer dos RNs entre os diferentes ambientes
intrauterinos, porém o GHAS possuiu maior consumo de AA e o0 GDM menor relagdo
n-6/n-3. Os achados experimentais sugerem que as variagdes no ambiente neonatal
interagem, a longo prazo, com a deficiéncia dietética de n-3 PUFAs, alterando a
vulnerabilidade metabdlica de ratos adultos.

Palavras-chaves: Pesquisa Translacional; Lipidios; Acidos Graxos Omega-3; Peso ao

Nascer; Estresse Metabolico.



ABSTRACT

Introduction: In the last twenty years, clinical and experimental studies have shown that
perinatal events (how early stress) associated with nutritional deficiency may influence
in the individual health.

Clinical objective: To assess the impact of interaction between the food consumption

with the infant intrauterine growth in the birth cohort.

Experimental objective: To assess whether an early stressful event such as maternal

separation interacts with the nutritional availability of Omega-3 polyunsaturated fatty
acids during the life course on metabolic aspects.

Clinical methods: This is a cohort involving the recruitment of births in hospitals in

Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil. Mothers from different clinical backgrounds
(hypertensive-GHAS, diabetics-GDM, smokers-GTAB, having an intrauterine growth
restriction for idiopathic reasons-GIUGR, and controls-GCON) were be invited twenty-
four hours after the child birth. It was used data in postpartum interview (economic,
social and anthropometric measures) and in home visit interview at 7 days of life (food
frequency questionnaire). The cohort is ongoing and there are still the interviews: 15
days and 1, 3 and 6 month of life. The sample size consists in 20 mother-child pairs per
group and 150 pairs in total.

Experimental methods: Litters rats were randomized into: maternal separated group

(GMS) and non-handled group (GNH). The GMS was removed from their dam for 3
hours per day on days 1° to 10° postnatal (PND) and put in an incubator at 32°C. On
PND 35, males were subdivided into two groups diets that were adequate or deficient in

n-3 PUFAs, and this intervention was applied during the subsequent 15 weeks.



Animal’s body weight and food consumption were measured weekly, and at the end of
the treatment samples of tissues were collected.

Clinical results: From September 2011 to July 2013, 255 postpartum women were

eligible, 218 (14.5%) agreed to participate and 182 (16.5%) had complete data for
analysis. Comparing with the women eligible, refusals (n=37) have no significant
differences between the variables, however, these mothers showed more average age
(p=0.010) than lost. The GHAS had a mean age higher than the GTAB and GIUGR
(p=0,007). The GRCIU presented prepregnancy weight lower compared to GDM
(p=0,022) and GHAS (p=0.003). Only GHAS presented prepregnancy weigh and
gestational weight gain above the GCON (p=0.002; p=0.018). The values of GRCIU
birth weight were lower compared to the other groups and the birth weight of GDM was
higher than GTAB (p<0.001). The birth length of GRCIU was different from all others
(p<0.001), except in GHAS. The average of GIUGR head circumference was
significantly different from the other groups (p<0.001). There was no statistically
significant difference between macronutrient intake and fatty acid profile (AG) among
mothers of different groups. However, consumption AG 20:4 n-6 was higher in GHAS
and the ratio of n-6/n-3 is lower in GDM compared GCON. We observed no association
between dietary intake of pregnant women and birth weight.

Experimental results: MS was associated with increased food intake (p=0.047) and

weight gain (p=0.012), but no differences were found in the NPY hypothalamic content
between the groups. MS rats had also increased deposition of abdominal fat (p<0.001)
and plasma triglycerides (p=0.018) when compared to the GNH. Interactions between
early life stress and n-3 PUFAs deficiency were found in plasma insulin (p=0.033),
HOMA index (p=0.049), leptin (p=0.010) and liver PEPCK expression (p=0.05), in

which the metabolic vulnerability in the GMS was aggravated by the n-3 PUFAs



deficient diet exposure. This was associated with specific alterations in the peripheral
fatty acid profile (p<0.05).

Conclusions: Thus, the clinical findings suggest that in the short term, AG consumption
pregnant women did not influence intrauterine growth of children from different
intrauterine environments, but the GHAS have more consumption of AA and GDM
lower ratio n-6/n-3. Experimental findings suggest interacts variations in neonatal
environment in the long term, with n-3 PUFAs deficient diet exposure, increasing the
metabolic vulnerability in adult rats.

Key Words: Translational Medical Research; Lipids; Fatty Acids, Omega-3; Birth

Weight; Stress, Physiological.
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1. INTRODUCAO

Diversas pesquisas tém demonstrado que eventos perinatais podem ter impacto
na satde do individuo, programando doencas como a obesidade, dislipidemia, diabetes
e hipertensao, entre outras (Barker et al., 2002; Gluckman & Hanson, 2004b; Gluckman
& Hanson, 2008). Assim, com a ideia original desenvolvida por Barker et al., (Barker et
al., 2002) surge a linha de pesquisa DOHaD: “Origem Desenvolvimentista da Salde e
da Doenca” (Developmental Origins of Health and Disease) com a afirmativa de que
agravos sofridos em fases precoces podem afetar o individuo de maneira persistente ao
longo da vida. Este ramo do conhecimento aborda conceitos envolvidos na consolidagéo
da pesquisa translacional utilizando para isso estudos clinicos, experimentais e
genéticos (Silveira et al., 2007). Dessa forma, este trabalho pretendeu responder as
hipbteses formuladas por meio de um estudo clinico prospectivo e um experimental,
envolvendo aspectos de estresse e deficiéncia nutricional.

Sabe-se que os componentes lipidicos, especialmente os acidos graxos (AG),
desempenham importantes funcdes na estrutura das membranas celulares e nos
processos metabolicos (Connor, 2000). Em relagdo as suas subdivisdes, os AG podem
ser classificados conforme o tamanho de suas cadeias carbénicas (curta, média ou
longa) ou ainda quanto a localizacdo da primeira insaturagédo a partir do terminal metil:
saturados, monoinsaturados ou poliinsaturados (Youdim et al., 2000).

Especial atencdo tem se evidenciado na literatura sobre a funcdo dos AG
poliinsaturados (familias de AG da série 6mega-3 e dmega-6) na saude fetal, pois alguns
dos seus constituintes desempenham importantes fungbes para o0 adequado
neurodesenvolvimento, nutricdo e crescimento infantil (Connor, 2000; Rombaldi

Bernardi et al., 2012).
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Aliado as consequéncias das deficiéncias nutricionais, outro fator estudado e
explorado neste trabalho foi o estresse materno e suas interagdes influenciando as
consequéncias a curto (estudo clinico) e a longo prazo (estudo experimental) nas
populagdes distintas.

Sobre os estudos clinicos prospectivos, poucas coortes de nascimentos foram
desenhadas apds o estabelecimento do conceito do DOHaD (Shea et al., 2007; Rifas-
Shiman et al., 2009; Cardoso & Brisa, 2010; Jaddoe et al., 2010; van Eijsden et al.,
2011; Vrijheid et al., 2012). Entretanto, muitos estudos tém demonstrado que o fenétipo
materno no qual o feto é desenvolvido, influenciado por fatores como: comportamento,
metabolismo, utilizacdo de drogas e doengas da mée, é influente em determinar os
padrdes de saude infantil (Glatt et al., 2000; Franke et al., 2005; Farkas et al., 2006;
Desai et al., 2007; Dode & Gonzalez, 2010; Maniam & Morris, 2010; Ayres et al.,
2011; Purcell et al., 2011; Bernardi et al., 2012).

Na parte experimental, 0 modelo “separagdo maternal” tem sido utilizado para
avaliar as consequéncias bioldgicas ao longo da vida (Clarke et al., 2009). Evidenciam-
se, nos animais submetidos ao modelo, alteracfes cronicas na interacdo mae-filhote, as
quais podem influenciar o desenvolvimento do filhote e mediar mudancas a longo prazo
nos adultos (Plotsky & Meaney, 1993). Portanto, 0 estresse ou a exposicdo ao excesso
de glicocorticoides em fases sensiveis ao desenvolvimento, como os periodos fetais ou
neonatais, constituem-se importantes fatores de risco para o desenvolvimento de
doencas cronicas como a obesidade, diabetes melitus (DM) tipo 2 e doencas
cardiovasculares ao longo da vida (Vanitallie, 2002; Gluckman & Hanson, 2004b;

Seckl, 2004).
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Dessa forma, considerando os efeitos da separacdo materna, este modelo
experimental torna-se interessante para avaliar 0 estresse ambiental precoce e propiciar
a investigacdo dos efeitos a longo prazo de intervengdes neonatais.

Portanto, este trabalho, com intuito de explorar o tema nos aspectos clinicos e
experimentais foi subdividido nas se¢des: material e métodos, resultados (tabelas e
figuras) e discussdo. Assim, 0 objetivo da parte clinica consistiu-se em determinar o
impacto da interacdo entre o consumo alimentar das gestantes com o0 crescimento
intrauterino em uma coorte de nascimentos (“Impacto das Variacbes do Ambiente
Perinatal sobre a Salude do Recém-Nascido nos Primeiros Seis Meses de Vida” -
IVAPSA) de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil. Por outro lado, o objetivo da
parte experimental constituiu-se em determinar se o estresse neonatal, como a separagéo
materna, interage com a deficiéncia nutricional de AG poliinsaturados 6mega-3 (n-3

PUFAS) ao longo da vida em aspectos metabdlicos em ratos machos adultos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 ORIGEM DESENVOLVIMENTISTA DA SAUDE E DA DOENCA (DOHaD)

2.1.1 Conceitos

Nos ultimos vinte anos, varios estudos tém demonstrado que eventos perinatais
podem impactar na saude dos individuos, tornando-os biologicamente diferentes, de
forma persistente, até a vida adulta (Barker et al., 1989; Barker et al., 2002; Gluckman
& Hanson, 2007). A partir dessa premissa, houve a geracdo de alguns conceitos
importantes como a “Hipdtese do Fendtipo Poupador” (Thrifty Phenotype Hypothesis),
a qual propde que o feto seja capaz de se adaptar a um ambiente intrauterino adverso
otimizando o uso de suprimentos energéticos reduzidos, para garantir sua sobrevivéncia
(Hales & Barker, 1992) e como a “Programacao” (Programming), a qual propde que um
insulto aplicado em um periodo critico possa ter efeitos duradouros ou persistentes
sobre a estrutura ou funcgéo do organismo (Lucas, 1991).

A partir dos resultados encontrados nos estudos e dos conceitos estabelecidos,
formulou-se a linha de pesquisa denominada “Origem Desenvolvimentista da Saude e
da Doenga” - DOHaD (Developmental Origins of Health and Disease) (Gluckman &
Hanson, 2004a), a qual agrega informacdes de diferentes areas do conhecimento e esta
envolvida na consolidagdo da pesquisa translacional utilizando para isso estudos
clinicos, experimentais e genéticos (Silveira et al., 2007). Assim, com a ideia original
desenvolvida por Barker et al., (Barker et al., 2002) surge o conceito do DOHaD com a
afirmativa de que agravos sofridos em fases iniciais podem afetar o individuo de

maneira persistente ao longo da vida.
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Outro importante conceito desenvolvido foi 0 “exposoma” (Wild, 2005), o qual
0 autor defende a necessidade de mais pesquisas para determinar as exposi¢Oes que
complementam o genoma na definicdo de riscos para a saude. O termo “exposoma”
abrangeria as exposi¢des ambientais ao longo da vida, iniciando no periodo pré-natal.

Assim, ressalta-se a importancia de estudos longitudinais que analisem o
impacto de exposicdes e seus efeitos ao longo da vida, assim como pesquisas

experimentais para determinar os mecanismos envolvidos nestes processos.

2.1.2 Relacdo do DOHaD com a Nutrigéo

Existem evidéncias clinicas e experimentais de que a nutricdo insuficiente ou
inadequada materna e/ou infantil em periodos vulneraveis pode alterar aspectos do
individuo ao longo da vida, influenciando a predisposicdo a doencas crénicas associadas
a alimentacdo, incluindo a obesidade, hipertensdo e doencas cardiovasculares
(Vanitallie, 2002; Martin et al., 2003; Gluckman & Hanson, 2004b).

Dentre os mecanismos envolvidos nestes processos, estudo de revisdo realizado
por Mathers sugere que a nutricdo precoce possa alterar a estrutura da cromatina e a
expressao génica, modulando a saude ao longo da vida (Mathers, 2007).

Em relacdo a nutricdo insuficiente, evidencia-se que criangas expostas a
desnutricdo na vida precoce podem apresentar efeitos duradouros sobre a estrutura do
cerebro e persistentes interrupcdes sobre os sistemas de resposta a estresse (Jones et al.,
2006; de Bie et al., 2010). Outro estudo realizado com ovelhas gravidas submetidas a
desnutricdo grave mostrou alteracdo no eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) nos
adultos da prole. Os animais expostos a desnutricdo na gestacdo por 10 dias
demonstraram alteragfes nos niveis de esteroides, incluindo aumento da resposta do

horménio adrenocorticotrofico (ACTH) em comparacdo aos animais do grupo controle
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ou aos filhotes expostos a desnutri¢cdo na gestagdo no periodo de 20 dias (Bloomfield et
al., 2003).

Da mesma forma, a nutricdo em excesso na vida precoce também se encontra
associada a efeitos ao longo da vida. Estudo baseado no modelo de desnutri¢do fetal
durante a gestacdo seguida de dieta hipercalorica ap6s o parto demonstrou que a
hiperfagia na vida adulta resulta da consequéncia da programacéo fetal com mudancas
permanentes nos niveis plasmaticos de insulina, leptina e peso corporal em ratos adultos
(Vickers et al., 2000). Outro estudo experimental demonstrou que dieta hiperlipidica
durante a gestacdo e lactacdo afetou a susceptibilidade da prole a obesidade induzida
pelo consumo da dieta (Tamashiro et al., 2009).

Assim, especificamente sobre os lipidios, diversos estudos pesquisam a
influéncia do consumo de alguns AG na salde materna e fetal. Estudo experimental
realizado com ratos expostos ao consumo elevado de AG saturado durante a gestacéo e
a lactacdo resultou em obesidade, hiperglicemia, resisténcia insulinica e hipertensao na
vida adulta, em relacdo ao grupo controle (Liang et al., 2009). Outro estudo
experimental, com modelo para o desenvolvimento dietético de diabetes gestacional,
encontrou que o maior consumo de AG saturado antes da gestacdo pode resultar em
resisténcia insulinica e danos vasculares na placenta (Liang et al., 2010). Sobre o
consumo de AG PUFAs, estudo experimental com o objetivo de avaliar os efeitos do
consumo da semente de linhaca durante a lactagdo, encontrou que 0 consumo materno
da ragdo promoveu menor peso ao desmame e niveis menores de hemoglobina na idade
adulta quando comparados aos controles. Entretanto, ndo foram verificadas diferencas
estatisticas na massa de gordura visceral entre os grupos (Cardozo et al., 2010).

Poucos estudos tém explorado as alteracbes da deficiéncia precoce de

micronutrientes no desenvolvimento de desordens metabdlicas na vida adulta e os
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resultados demonstrados séo conflitantes. Estudo realizado no Nepal mostrou que a
suplementacéo diaria de polivitaminicos em gestantes resultou em pequena diminuicao
na pressédo arterial nas criancas aos 2,5 anos de idade (Vaidya et al., 2008), enquanto
que ndo houve efeito na pressao arterial entre 6 a 8 anos de vida das criancas (Stewart et
al., 2009). Estudo feito na iIndia demonstrou que altas concentracdes de folato
eritrocitario materno estiveram associadas a maior adiposidade e resisténcia insulinica
em criangas com 6 anos de idade (Yajnik et al., 2008). Por outro lado, estudo realizado
na Inglaterra encontrou que o consumo de folato materno entre 18 a 32 semanas
gestacionais ndo esteve associado a medidas de composicdo corporal nas criangas com 9

anos de idade (Lewis et al., 2009).

2.2. ACIDOS GRAXOS

2.2.1 Conceitos

Sabe-se que os acidos graxos (AG) constituem-se componentes estruturais das
membranas celulares, cumprindo fungdes energéticas e de reservas metabolicas, além da
formacdo de alguns hormdnios e sais biliares (Connor, 2000; Valenzuela & Nieto,
2003), assim, a adequacdo dietética no consumo de lipidios torna-se importante para o
funcionamento adequado do organismo.

Em relagéo as suas classificacbes, os AG podem ser subdivididos conforme o
tamanho da cadeia carbdnica (curta, media ou longa) ou ainda quanto a localizacéo da
primeira insaturagdo a partir do terminal metil (saturados, monoinsaturados ou
poliinsaturados) (Youdim et al., 2000). Dentro da diversidade dos AG, existem aqueles

que o organismo tem capacidade de sintese, porém, outros ndo podem ser sintetizados
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endogenamente e devem estar presentes na alimentacdo para que possam ser utilizados
pelos tecidos corporais.

Os AG saturados compreendem aqueles constituidos sem duplas ligacGes entre
seus atomos de carbonos, como exemplos dos mais frequentes: laurico (12:0), miristico
(14:0), palmitico (16:0) e estearico (18:0), os quais variam de 12 a 18 atomos de
carbono em sua estrutura. Entre os AG monoinsaturados, o mais frequente é o acido
oleico (18:1 n-9) que contém 18 &tomos de carbono (Sposito et al., 2007). Em relacdo
aos AG da série 6mega-3 (PUFAS n-3) eles sdo compreendidos pelo: &cido alfa-
linolénico (ALA; 18:3 n-3), acido docosaexaenoico (DHA; 22:6 n-3) e &cido
eicosapentaenoico (EPA; 20:5 n-3) e os da série dmega-6 (PUFAs n-6) pelo acido
linoleico (LA; 18:2 n-6) e &cido araquidénico (AA, 20:4 n-6). Os AG poliinsaturados de
cadeia longa (PUFASs) da série dmega-3 (18:3 n-3) e dmega-6 (18:2 n-6), representados
pelo AG linolénico e linoleico (Trumbo et al., 2002), sdo considerados essenciais, pois
sua biossintese é inadequada no organismo. Assim, sabe-se que os AG com cadeia
dupla nas posi¢fes 3 e 6 ndo podem ser sintetizados endogenamente pela espécie
humana e, portanto, devem ser providos pela dieta. Ambos AG, n-6 e n-3, sdo
metabolizados pela mesma série de enzimas dessaturases e elongases de cadeia longa
(Heird & Lapillonne, 2005), por isso a importancia da adequada razado entre eles.

Em relacdo as fontes alimentares dos AG, os saturados estdo naturalmente
presentes na dieta na forma de gordura animal (carnes gordurosas, leite e derivados), de
polpa e leite de coco e de alguns Gleos vegetais, como os de dendé. J& os AG
monoinsaturados estdo presentes no Oleo de oliva, de canola, azeitona, abacate e
oleaginosas (amendoim, castanhas, nozes, améndoas) (Sposito et al., 2007). Os AG
ALA e LA estdo presentes tanto em espécies vegetais como animais empregados na

alimentacdo humana. As principais fontes de ALA constituem-se de Oleos vegetais,
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especialmente os de linhaca, de soja e de canola, ja os AG da familia EPA e DHA séo
encontrados em peixes de aguas muito frias e profundas, como salméo, sardinha, atum e
cavalinha (Marszalek & Lodish, 2005; Martin et al., 2006; Santos et al., 2013). Isso
ocorre, devido a expressiva quantidade desses AG no fitoplancton, que prové a sua
distribuicdo ao longo da cadeia alimentar marinha (Martin et al., 2006). Além disso, o
consumo de suplementos a base de 6leo de peixe tem sido utilizado pela populagéo por
apresentarem geralmente baixo conteddo de contaminantes (metilmercario) e por
fornecerem substancialmente altas doses de n-3 PUFAs (Oken & Belfort, 2010). As
fontes alimentares de LA constituem-se de Oleos vegetais de soja, milho e girassol e
carnes, principalmente o frango (Marszalek & Lodish, 2005; Martin et al., 2006;
Sposito et al., 2007; Santos et al., 2013).

Revisdo contendo estudos de 13 paises analisando o produto interno bruto
encontrou forte associacdo positiva entre a situacdo econdmica do pais e o fornecimento
de n-3 PUFAs. Nas familias que viviam principalmente a base alimentar de plantas, a
maior parte do consumo de PUFAs era proveniente de 6leos vegetais e cereais
(Michaelsen et al., 2011).

O Institute of Medicine (IOM) indica, por meio das recomendacdes de ingestdo
diéria de nutrientes (DRIs - Dietary Reference Intakes), que o consumo de lipidios varie
em relacéo as calorias totais: 20 a 35% para gestantes e adultos, 25 a 35% para criangas
e adolescentes entre 4 a 18 anos e 30 a 40% de criangas entre 1 a 3 anos.
Aproximadamente 10% do valor caldrico de lipidios deve provir do consumo de n-3 e
n-6 PUFAs. Dessa forma, a recomendacao de n-3 e n-6 varia entre 0,6% a 1,2% e 5% a
10% do valor calorico dos lipidios, respectivamente. A recomendacdo de ALA e LA
constituem-se por gramas diarias e varia conforme o grupo etario e o género, sendo

classificada como uma Ingestdo Adequada (Al - Adequate Intakes). Os valores de AG
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saturados e trans ndo estdo determinados pelas DRIs, apenas ha a recomendagéo de que
0 consumo seja 0 mais baixo possivel, aliado a uma dieta nutricionalmente adequada
(Trumbo et al., 2002; Ross et al., 2011). Segundo a Organizacdo Mundial da Salude
(OMS), a recomendacdo de lipidios para as gestantes, em relagdo as calorias totais,
encontra-se entre 15 a 30%, sendo <10% de AG saturados, entre 7 a 10% de AG PUFAs
e entre 10 a 15% de AG monoinsaturados (Holt, 2003). Em relagdo ao consumo de
DHA, sua recomendacdo diaria durante a gestacdo varia entre 200 a 300mg (Jordan,
2010). Nos primeiros 6 meses de vida dos lactentes a termos e pré-termos, 0 consumo
dietético de n-3 PUFAS deve corresponder entre 0,45 a 1,5% do valor calérico dos
lipidios com a razdo n-3 e n-6 de 1:4 a 1:10 (Guesnet & Alessandri, 2011).

Sobre as recomendagdes dietéticas para reduzir o risco de doengas
cardiovasculares, evidéncia suporta valores de 500mg/dia de EPA e DHA. Para o
tratamento da doenca, 1g/dia seria o recomendado (Gebauer et al., 2006). A V Diretriz
Brasileira Sobre Dislipidemias e Prevencdo de Aterosclerose recomenda para o
tratamento da hipercolesterolemia em relagdo as calorias totais, 25 a 35% de lipidios,
sendo < 7% AG saturados, < 20% AG monoinsaturados ¢ < 10% de AG PUFAs

(Sposito et al., 2007).

2.2.2 Efeitos do Consumo de Acidos Graxos

Sabe-se que a quantidade e a qualidade do AG consumida exerce influéncia
direta sobre a concentracdo de lipidios e de lipoproteinas plasmaticas, resisténcia
insulinica e risco cardiovascular (Haag & Dippenaar, 2005). Isto pode ocorrer em
funcdo do AG presente na gordura, o qual é capaz de modular, diferentemente, diversos

mecanismos regulatorios em nivel celular (Manco et al., 2004).
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Os AG saturados sdo considerados consensualmente aterogénicos (Warensjo et
al., 2005). Estudo experimental realizado com camundongos submetidos a dieta
enriquecida com AG saturados encontrou que 0S mesmos Sdo capazes de aumentar a
captagdo do LDL colesterol (lipoproteina de baixa densidade) na parede dos vasos.
Além disso, houve aumento da atividade da lipoproteina lipase na parede das artérias
(Seo et al., 2005).

Estudo realizado com 50 ratos recebendo diferentes dietas ndo demonstrou
diferenca estatisticamente significativa no ganho de peso, consumo alimentar e
consequentemente no coeficiente de eficiéncia alimentar entre os animais. Entretanto, o
tipo de fonte lipidica utilizada promoveu alteracBes nas concentracdes séricas de
colesterol total, HDL colesterol (lipoproteina de alta densidade), triglicerideos (TG) e
albumina, sendo considerado como melhor valor aquele apresentado pelo grupo que
recebeu dieta contendo soja, em comparagdo a gordura de peixe, gordura de coco,
manteiga e margarina (Almeida et al., 2011).

Por outro lado, estudos controlados clinicos e epidemiol6gicos sugerem efeito
benéfico do consumo de n-3 PUFAs, de origem animal ou vegetal, em doengas
cardiovasculares (Gebauer et al., 2006) e a participacdo de seus componentes como
precursores ativos de constituintes bioldgicos (prostaglandinas e leucotrienos) (Bourre,
2004). Entretanto, mais estudos ainda sdo necessarios para elucidar os mecanismos
responsaveis pelos efeitos metabdlicos e cardiovasculares dos efeitos de n-3 PUFAs
(Raposo, 2010). Evidéncias sugerem que a alimentagdo contendo baixo conteudo de
PUFAs pode estar envolvida em uma série de doencas, como o desenvolvimento de
sindrome metabolica (SM) (Agostoni, 2010) em conjunto com alteracdes na resposta ao
estresse (Reynolds, 2013), padrées de comportamentos (Reynolds, 2013) e tracos de

personalidade (Sutin et al., 2010), estimulando a atividade do Sistema Nervoso
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Simpatico (Straznicky et al., 2008) e aumentando a secrecdo de catecolaminas (De
Pergola et al., 2008), cortisol e serotonina (Singh et al., 2004; Zhou et al., 2007).

Evidencia-se que os AG da série DHA (n-3) e AA (n-6) sdo essenciais para 0
desenvolvimento cerebral e cognitivo e também se acumulam rapidamente no cérebro e
retina durante os Ultimos estigios da gestacdo e vida pos-natal precoce (Martinez,
1992). Assim, como durante a gestacdo os AG DHA e AA sdo transportados via
placentaria (ativa ou passivamente) para o sangue venoso fetal (Campbell et al., 1997;
Dutta-Roy, 2000), a nutricdo na gestacdo tem influéncia importante para o
desenvolvimento fetal. Apds o nascimento, o leite materno constitui-se fonte principal
de DHA e AA para o lactente. Sabe-se que o conteldo de PUFAS no leite materno é
dependente do consumo materno de AG (Harris et al., 1984; Helland et al., 1998) e que
0 contetdo de PUFAs pode ser menor em populages que consomem dietas a base de
plantas ou consumo limitado de peixes (Michaelsen et al., 2011).

Revisdo contendo estudos com humanos e artigos em inglés entre 2000-2010
sugere que o n-3 (em particular o DHA) durante a gestagéo, lactacdo e vida precoce
pode estar associado com beneficios no crescimento e no desenvolvimento infantil em
populacbes de paises em desenvolvimento. Estudos nestes paises mostraram que 0
elevado consumo de n-3 ou a suplementacdo durante a gestacdo podem resultar em
pequenas melhorias no peso e comprimento ao nascer e idade gestacional, com base em
dois estudos randomizados controlados e um estudo transversal. Dados sugerem que a
suplementacdo de ALA ou DHA durante a lactacdo e na infancia pode ser benéfica para
0 crescimento e desenvolvimento de criangas entre 6-24 meses, porém, o efeito é mais
pronunciado em criangas desnutridas. Nao ha evidéncia da melhoria no crescimento em
criangas com idade superior a 2 anos (Huffman et al., 2011). Outra revisdo realizada

com o objetivo de avaliar a efetividade e a segurancga da suplementacdo de PUFAs em



33

mées que amamentam em relacdo ao desenvolvimento cognitivo e fisico de seus filhos
incluiu seis ensaios clinicos randomizados envolvendo 1280 mulheres. A
suplementacdo de PUFAs pareceu ndo melhorar o neurodesenvolvimento infantil e a
acuidade visual. Houve dois estudos em que a suplementagdo de PUFASs esteve
associada com aumento da circunferéncia cefalica (Delgado-Noguera et al., 2010).
Portanto, sugere-se que ensaios clinicos controlados em larga escala devam ser
realizados para confirmar a eficadcia dos AG PUFASs e estabelecer a dose minima e a
duracdo da suplementacédo a fim de padronizar os resultados clinicos encontrados.
Estudo com o objetivo de determinar a associagdo entre o consumo de frutos do
mar em mulheres e o crescimento fetal ndo encontrou diferenca estatisticamente entre
eles. Entretanto, nas mulheres com sobrepeso, 0 maior consumo de frutos do mar antes
da gestacdo esteve associado a maior circunferéncia biparietal fetal e circunferéncia
abdominal e medidas antropométricas infantis. Do menor para o maior tercil de
consumo, a média do peso ao nascer (PN) foi 167g maior. Ndo houve associagdes
significativas entre o consumo final da gestacao e as medidas (Drouillet et al., 2009).
Assim, associando a importancia do consumo adequado dos PUFAS na gestacéo,
lactacdo e infancia com os impactos a médio e a curto prazo das deficiéncias

nutricionais, surgiu uma das premissas deste trabalho.

2.3 ESTRESSE MATERNO

2.3.1. Ambientes Intrauterinos Adversos - Parte Clinica
Diversos estudos tém demonstrado que o fendtipo materno no qual o feto é
desenvolvido, influenciado por fatores como: comportamento, metabolismo, utilizagdo

de drogas e doencas da mée, é influente em determinar os padrdes de saude infantil
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(Glatt et al., 2000; Franke et al., 2005; Farkas et al., 2006; Desai et al., 2007; Dode &
Gonzalez, 2010; Maniam & Morris, 2010; Ayres et al., 2011; Purcell et al., 2011;
Bernardi et al., 2012).

Alguns estudos longitudinais, iniciados apds o conceito do DOHaD, possuem 0
objetivo de estudar os ambientes intrauterinos adversos na gestacdo e lactagdo e as
consequéncias no recém-nascido (RN). Por exemplo, coorte canadense denominada
MAVAN (Maternal Adversity, Vulnerability and Neurodevelopment) publicou em 2007
os resultados preliminares com subamostra referente aos efeitos da depressdo materna e
da ansiedade sobre a resposta do cortisol durante a gravidez (Shea et al., 2007). Ja em
2012 houve resultados referentes as criancas, focando nas consequéncias a curto prazo
na preferéncia alimentar no ambiente de Restricdo de Crescimento Intrauterino (RCIU)
(Silveira et al., 2012). O projeto americano VIVA (Study of Health for The Next
Generation) publicou resultados referentes as relagdes das caracteristicas maternas e de
qualidade da dieta e suas associa¢des durante o primeiro trimestre gestacional (Rifas-
Shiman et al., 2009) e artigos de avaliagdo retrospectiva, como por exemplo, a
associacgéo entre o tipo de leite consumido pela crianga (Huh et al., 2010) e o cuidado
materno (Benjamin et al., 2009) sobre adiposidade infantil aos 3 anos de idade. A coorte
denominada Generation R Study na Holanda tem publicaces de seus protocolos de
pesquisas conforme o seguimento das criangas, desde 2006 até 2012 (Jaddoe et al.,
2006; Jaddoe et al., 2008; Jaddoe et al., 2010; Jaddoe et al., 2012) e a partir de entdo
publica resultados a respeito, como por exemplo, a associacdo de variaveis ao
nascimento e composicdo corporal em criangas pré-escolares (Taal et al., 2012). A
coorte denominada ABCD (Amsterdam Born Children and their Development) delimita
como principais fatores de risco maternos e ambientais: aspectos nutricionais,

metabolicos, psicossociais, de estresse, abuso de substancias, condicdes de salde e
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poluicdo ambiental interagindo com desfechos ao nascimento e crescimento infantil
(van Eijsden et al., 2011). Ja a coorte europeia ENRIECO (Environmental Health Risks
in European Birth Cohorts) tem o objetivo de avangar o conhecimento sobre as relag0es
causais especificas entre os contaminantes ambientais e de satde da crianca (Vrijheid et
al., 2012).

Em relacdo as coortes brasileiras, com avaliagfes sobre a linha de pesquisa
DOHabD, ha as coortes de nascimento de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo (1978/79, 1994) e
em conjunto com Sdo Luis, Maranhdo (1997/98) (Cardoso et al., 2007) e mais
recentemente a BRISA (Coorte de Nascimento Brasileira de Ribeirdo Preto e Sao Luis)
(Cardoso & Brisa, 2010). Em Pelotas, as coortes de nascimentos constituidas pelos
nascidos vivos de mées residentes na area urbana do municipio nos anos de 1982, 1993
e 2004 tém o objetivo de avaliar as mudancas nas condi¢fes de parto, crescimento,
desenvolvimento e morbi-mortalidade infantil, assim como a influéncia de fatores pré e
perinatais sobre a morbidade dos participantes na idade adulta (Barros et al., 2008a;
Barros et al., 2008b). Além disso, a coorte denominada IVAPSA de Porto Alegre, RS
publicou seu protocolo de pesquisa em 2012 (Bernardi et al., 2012) com o objetivo de
avaliar os diferentes ambientes maternos (diabetes, hipertenséo, tabagismo, restricdo de
crescimento intrauterino idiopatico e controles) em relagdo a aspectos da crianca até 6
meses de idade, como, 0s nutricionais, comportamentais, moleculares e sobre
neurodesenvolvimento.

Em relacdo aos desfechos baixo peso ao nascer (BPN) e/ou prematuridade,
evidencia-se que o tabagismo, a hipertensdo/pré-eclampsia, inflamagdes/infeccdes,
obesidade e desnutricdo constituem-se as causas mais comuns para sua ocorréncia, por

serem fatores conhecidos de estresse oxidativo (Brenseke et al., 2013).
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Pesquisadores demonstraram que o BPN esta associado a um padrdo alterado de
lipidios plasmaticos (Davies et al., 2004), densidade mineral dssea reduzida (Szathmari
et al., 2000), respostas diferenciadas para o estresse (Jones et al., 2006), artérias menos
elasticas (Painter et al., 2007), padrdes especificos de secre¢cdo hormonal (Jones et al.,
2007) e maior incidéncia de depressdo (Thompson et al., 2001; Rice et al., 2006) nos
individuos.

Revisdo sisteméatica com o objetivo de mostrar 0s pontos concordantes e
contraditorios sobre a associacao entre 0 PN e 0 excesso de peso em criangas com ateé
sete anos de idade demonstrou que apesar da heterogeneidade dos artigos selecionados,
foi possivel identificar associacdo predominantemente positiva entre o0 PN e obesidade
na infancia. Por outro lado, a inconsisténcia de alguns aspectos relacionados ao PN e a
obesidade infantil sugere abordagem que incorpore o efeito do contexto no quadro de
componentes associados a obesidade infantil (Martins & Carvalho, 2006). Outra revisdo
sistematica com o objetivo de identificar estudos que avaliaram a associacdo entre
determinantes nutricionais precoces e a massa livre de gordura no inicio da vida adulta
evidenciou que as varidveis peso e comprimento ao nascer, assim como suas variagdes
ao longo da infancia, sdo fortes preditores da massa livre de gordura em idades
posteriores. Houve evidéncias de que quanto maior o PN e o ganho de peso nos
primeiros anos de vida, tanto maior sera a massa livre de gordura na vida adulta

(Orlandi et al., 2013).

2.3.2. Separacao Materna - Parte Experimental
A separacdo materna € um modelo experimental bem conhecido (separa¢do mée-
filhotes por longos periodos no periodo neonatal) para examinar as consequéncias

bioldgicas ao longo da vida (Clarke et al., 2009). As respostas fisiologicas agudas da
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separacdo materna estdo evidenciadas, como o aumento dos niveis de corticosteroides
(Kuhn et al., 1978; Jahng, 2011), entretanto, este modelo tem sido associado com
alteracbes crbnicas na interacdo mae-filhote, as quais podem influenciar o
desenvolvimento precoce e mediar mudancas a longo prazo nos adultos (Plotsky &
Meaney, 1993). Sobre as consequéncias relatadas, estudo realizado com ratos adultos
separados mostrou que 0os mesmos exibiram alta capacidade de resposta ao estresse,
demonstrando niveis mais elevados de glicocorticoides apds estresse agudo e alteragdes
na regulacdo emocional e comportamental quando submetidos a ambientes
experimentais especificos (Plotsky & Meaney, 1993). Além disso, 0s animais separados
mostraram ser mais vulneraveis a desenvolver perfil comportamental comparavel a
depressédo (Lee et al., 2007a; George et al., 2010; Jahng, 2011) e comportamentos de
ansiedade na vida adulta (Jahng, 2011).

Portanto, considerando os efeitos da separacdo materna nos filhotes, este modelo
constitui-se interessante para avaliar o estresse ambiental precoce e propiciar a

investigacao dos efeitos a longo prazo de intervengdes neonatais.

2.4 INTERACAO ENTRE ACIDOS GRAXOS E ESTRESSE MATERNO

2.4.1 Crescimento Intrauterino X Estresse - Parte Clinica

Poucos estudos clinicos tem relacionado a inadequagdo nutricional materna
aliada a estresse precoce em desfechos a curto ou a longo prazo na crianca.

Resultados da coorte canadense AGE (Study of Asthma Genes and the
Environment) demonstraram que o risco de excesso de peso na idade de 9-11 anos é
elevada entre criangas cujas maes tinham experimentado depresséo no periodo pds-parto

(Kozyrskyj et al., 2011).
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O ambiente de restricdo de crescimento intrauterino (RCIU), como estressor,
tem sido estudado em relacdo as preferéncias alimentares infantis a curto e a longo
prazo. Estudo realizado com bebés de um dia de idade encontrou correlacdo do
crescimento intrauterino com a resposta hedénica ao doce (Ayres et al., 2012). Meninas
restritas com 3 anos de idade mostraram ser mais impulsivas do que o esperado para
pegar um alimento doce, em relagdo ao comportamento das criangas nao restritas
(Silveira et al., 2012). Mulheres nascidas com RCIU apresentaram aos 24 anos de idade
maior preferéncia por carboidratos em relacdo as proteinas, além de apresentarem a
relacdo cintura-quadril maior em comparagdo aquelas que nasceram com peso adequado
para a idade gestacional (Barbieri et al., 2009). Mulheres expostas a fome holandesa
(1944-1945) no inicio da gestagdo (desnutricdo intrauterina) aos 58 anos de idade
preferiram consumir dietas com maior conteudo de lipidio, apresentaram perfil lipidico
aterogénico (Lussana et al., 2008) e tiveram maior consumo calérico, devido a maior
percentagem de lipidios na dieta habitual, em comparacdo as mulheres ndo expostas
(Stein et al., 2009).

Outro ambiente estressor estudado em relacdo as modificacbes alimentares é o
do tabagismo. Estudo encontrou que individuos expostos ao tabagismo durante a
gestacdo consumiram mais carboidrato em relagdo a proteina, comparado aos nao
expostos. Ressalta-se que os resultados tiveram ajustes para PN, indice de Massa
Corporal (IMC), género, atividade fisica, fumo atual e escolaridade materna (Ayres et
al., 2011). Sobre os demais ambientes estudados neste estudo, diabetes e hipertensdo,
ndo foram encontrados estudos que tenham relacionado a exposi¢cdo ao ambiente
intrauterino com mudangas nas preferéncias alimentares infantis ou futuras.

Estudos clinicos que avaliem a interacdo dos ambientes de estresse materno e

especificamente o consumo de n-3 PUFAS em desfechos infantis sdo desconhecidos.
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2.4.2. Aspectos Metabolicos X Estresse - Parte Experimental

Modelos experimentais em animais tém sido utilizados com frequéncia para
investigar os mecanismos do desenvolvimento da programacgdo (Rkhzay-Jaf et al.,
2012). Em estudo realizado com macacos, o estresse aplicado durante um periodo
critico resultou no surgimento de obesidade e resisténcia insulinica na idade da
peripuberdade (Kaufman et al., 2007). Em ratos, ambientes fetais pré-natais adversos
(obesidade, hiperglicemia e desnutricdo) podem afetar a expressao de genes que levam
ao desenvolvimento da DM tipo 2 nos filhotes (Kamel, 2012). Estudo experimental
realizado também com ratos demonstrou preferéncia por alimentos ricos em lipidios em
animais submetidos a restri¢do proteica intradtero (Bellinger et al., 2004).

Em relacdo a interacdo entre a deficiéncia de n-3 PUFAs e 0 modelo separagédo
materna, estudos realizados por Mathieu et al., (Mathieu et al., 2008; Mathieu et al.,
2011) investigaram, de maneira transgeracional, os resultados de acordo com diferentes
desfechos comportamentais em ratos adultos. Estes estudos demonstraram que 0S
animais submetidos a separacéo e a dieta deficiente em n-3 PUFAs eram mais medrosos
e ansiosos, enquanto sua capacidade de lidar com a fuga mantinha-se inalterada. Além
disso, tanto a dieta deficiente quanto a separacdo materna aumentaram a resposta a
recompensa e a impulsividade nos animais, sugerindo que o ambiente de déficit
nutricional a n-3 PUFAs pode ser considerado de risco para 0 aumento da
vulnerabilidade a respostas induzidas pelo estresse cronico.

Estudos experimentais que avaliem a interacao entre a deficiéncia de n-3 PUFAS

e 0 modelo separacdo em aspectos metabolicos de ratos séo desconhecidos.
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3. JUSTIFICATIVA

N&o ha dados na literatura envolvendo a interacdo da deficiéncia de &cidos
graxos poliinsaturados (PUFAS), principalmente, o émega-3, da dieta com o estresse
sobre o crescimento intrauterino do recém-nascido e aspectos metabdlicos ao nivel
experimental.

Este estudo almeja apresentar achados que possam elucidar as relagbes entre
consumo ou deficiéncia de PUFAs nos aspectos clinicos precoces e experimentais
relacionados a variaveis ao longo da vida.

Os achados advindos deste estudo apresentam-se na vanguarda do tema aqui

abordado contribuindo significantemente para o tema.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVOS CLINICOS

O objetivo principal da coorte IVAPSA constitui-se em compreender os efeitos
de variagbes ambientais perinatais sobre o crescimento, nutricdo, comportamento,
metabolismo e neurodesenvolvimento do individuo, assim como identificar a

vulnerabilidade para efeitos deletérios destas variagoes.

Esta tese teve o foco especifico, inserido na coorte IVAPSA, de determinar o
impacto da interagcdo do consumo alimentar, principalmente os lipidios, em gestantes
expostas ou ndo expostas a diferentes condi¢Ges de risco como 0 peso ao nascer do

lactente.

4.2 OBJETIVO EXPERIMENTAL

Estudar os mecanismos da interacdo entre estresse neonatal (separagcdo materna)

e deficiéncia de 6mega-3 da dieta ao longo da vida em desfechos nutricionais e

metabdlicos em ratos adultos.
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5. HIPOTESES DE TRABALHO

A hipotese deste estudo translacional é de que o consumo reduzido de acidos
graxos poliinsaturados, associado ou influenciado por agravos neonatais ou maternos
(como os ambientes intrauterinos diversos no modelo clinico ou a separagdo materna no
modelo experimental), pode alterar o crescimento intrauterino (como peso ao nascer no
modelo clinico) e agravar aspectos nutricionais e metabdlicos (como consumo
alimentar, peso corporal, gordura abdominal, perfil lipidico e horménios no modelo

experimental) ao longo da vida.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1 PARTE CLINICA

6.1.1 Delineamento

Trata-se de uma coorte multipla prospectiva controlada, utilizando amostra de
recem-nascidos (RNs) de acordo com exposi¢cdo ou ndo a condigbes intrauterinas
diversas, tais como: exposicdo a diabetes, hipertensdo, tabagismo e restricdo de
crescimento intrauterino (RCIU) idiopatico, comparados a um grupo controle. Portanto,
0 grupo exposto foi constituido por RN expostos a aquelas condi¢des durante o periodo
pré-natal. A amostra foi selecionada de maneira consecutiva e de conveniéncia, de
acordo com a exposi¢do ao fator, até atingir o nimero de pares mée-RN calculado. A
primeira fase do projeto foi intitulada como: “IVAPSA - Impacto das Variagdes do
Ambiente Perinatal sobre a Salde do Recém-Nascido nos Primeiros Seis Meses de

Vida” e o protocolo inicial do estudo foi publicado (Bernardi et al., 2012).

6.1.2 Amostra

A amostra foi dividida em cinco grupos causais de exposi¢Oes intrauterinas
adversas, considerando-se 0s critérios a seguir:

Grupo de Tabagistas (GTAB): puérperas que afirmaram ter fumado durante a
gestacdo;

Grupo com Diabetes (GDM): puérperas com diagndstico de diabetes tipo 1, tipo

2 ou gestacional,
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Grupo com Hipertensdo (GHAS): incluindo-se as puérperas com diagnostico
prévio de pré-eclampsia; eclampsia; pré-eclampsia superposta a hipertensdo crénica;
hipertensdo cronica ou hipertensdo gestacional;

Grupo de Recém-nascidos com RCIU idiopatico (GRCIU): incluindo-se neste
grupo RNs a termo que estivessem abaixo do percentil 5, segundo os parametros da
curva de Alexander (Alexander et al., 1996);

Grupo Controle (GCON): constituindo-se de puérperas sem qualquer dos fatores
de risco em estudo durante ou prévio a gestacdo e que tiveram RNs sem RCIU
idiopatico.

Priorizou-se a coleta de grupos “puros” quanto ao fator em estudo, porém caso
houvesse puérperas com condi¢cBes concomitantes, o entrevistador foi orientado a
preencher as questdes referentes aos grupos especificos e discutir com 0s supervisores
da pesquisa quanto a classificagdo do par puérpera-RN.

Foram incluidas no estudo puérperas atendidas no Grupo Hospitalar Conceicdo
(GHC) e no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), residentes na cidade de Porto
Alegre, RS. Ndo incluiu-se na amostra as puérperas soropositivas, aquelas com idade
gestacional inferior a 37 semanas e gravidez gemelar ou aqueles RNs com doengas

cronicas, congénitas ou que necessitaram de internacdo hospitalar.

6.1.3 Logistica do Estudo

A entrevista inicial ocorreu de 24 a 48 horas pos-parto no alojamento conjunto
dos Hospitais (HCPA ou GHC) e cinco acompanhamentos p0s-neonatais ocorreram aos
7el15diaseem 1, 3 e 6 meses de vida da crianca, sendo trés dessas visitas domiciliares

(7 e 15 dias e 3 meses) e dois encontros agendados no Centro de Pesquisa Clinica
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(CPC) do HCPA (1 e 6 meses). Para esta pesquisa, utilizaram-se apenas os dados da
entrevista inicial e aos 7 dias.

Assim, diariamente, os pesquisadores do projeto foram ao alojamento conjunto
do GHC e HCPA verificar os nascimentos ocorridos e as caracteristicas das puérperas,
por meio de analise de arquivos médicos, para posteriormente, classifica-las e aloca-las
nos grupos previamente definidos. Antes do inicio da coleta, os supervisores clinicos e
entrevistadores (estudantes de biomedicina, enfermagem, medicina e nutricdo) foram
treinados e certificados pela coordenacéo do estudo para uniformizar a coleta de dados.

Nesta primeira entrevista, foram explicados os objetivos do projeto, entregue o
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE - Apéndice 1) e apds concordancia
das puérperas foi entdo aplicado o questionario de coleta dos dados retrospectivos.
Também foram coletados dados antropométricos dos RNs, tais como peso,
comprimento, além do sexo e das maes, tais como peso pré-gestacional e peso antes do
parto (Questionario Geral — Apéndice II).

Na visita domiciliar agendada proxima aos 7 dias de vida dos RNs, as maes
foram orientadas quanto aos retornos ao CPC do HCPA e aos encontros domiciliares
posteriores. Na primeira entrevista domiciliar (7 dias) os aspectos referentes ao
comportamento alimentar das gestantes foram avaliados utilizando-se o Questionario de

Frequéncia Alimentar (QFA - Apéndice Il1).

6.1.4 Variaveis Estudadas
Foram coletados alguns dados retrospectivos das gestantes, como: peso pré-
gestacional (em Kg; relatado) e peso antes do parto (em Kg; do prontuario),

determinando-se o ganho de peso gestacional (obtido pela diferenca entre o peso final
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da gestacdo e o pré-gestacional) e a razdo entre o ganho de peso gestacional e o pré-
gestacional (em percentual).

Em relagdo aos dados das puérperas, foram utilizadas variaveis socioeconémicas
e demograficas, como data de nascimento (para o calculo da idade), cor da pele (branca,
preta, amarela, parda e indigena, classificada como branca e ndo branca), escolaridade
(anos de estudo) e classe socioecondmica familiar (questionario pré-codificado, segundo
Critério de Classificacdo Econdmica Brasil) (Associacdo Brasileira de Empresas de
Pesquisa, 2011). Este questionario possibilitou a identificacdo da classe socioecondmica
da familia através do questionamento sobre a presenca e quantidade de determinados
itens na residéncia, além do grau de instrucdo do chefe da familia. Entre os itens
avaliados foram: televisor em cores, videocassete/DVD, radio, banheiro, automovel,
empregada mensalista, maquina de lavar, geladeira e freezer. Ap6s a aplicacdo do
questionério, realizou-se a soma da pontuacdo referente as respostas e foi definida a
classe socioecondmica da familia, sendo dividida em Al (42-46 pontos), A2 (35-41
pontos), B1 (29 a 34 pontos), B2 (23-28 pontos), C1 (18 a 22 pontos), C2 (14 a 17
pontos), D (8 a 13 pontos) e E (0 a 7 pontos).

As criangas foram avaliadas por meio de dados ao nascimento, retirados dos
prontuarios médicos: sexo (feminino ou masculino), peso (em gramas), comprimento
(em cm) e perimetro ceféalico (em cm). O baixo peso ao nascer (RNBP) foi definido
como aquele inferior a 2500g (OMS, 1998).

Na segunda entrevista do acompanhamento com a puérpera, 0 CONSUMO
alimentar retrospectivo das gestantes foi avaliado utilizando-se um questionario de
frequéncia alimentar (QFA) semiquantitativo adaptado de um QFA previamente
validado para gestantes (Giacomello et al., 2008). O instrumento apresenta oito opcoes

de frequéncia de consumo que variam de “mais de trés vezes ao dia” até “nunca ou
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quase nunca”. A lista de alimentos do QFA original continha 88 itens alimentares, no
qual houve o acréscimo de 9 alimentos para discriminar os itens fontes de AG (2 itens
foram subdivididos: “peixe” em “peixe branco” e “peixe oleoso”; “peixe enlatado” em
“atum” e “sardinha”; inclusdo de 6 itens alimentares: “6leo utilizado para temperar
saladas”; “Oleo para cozinhar preparac@es”; “banha de porco”; “linhaca”; “oleaginosas”
e “capsula de 06leo”), além do questionamento da utilizacdo de “adocantes”. Os
alimentos questionados avaliaram a quantidade consumida na gestacdo, ja que a
entrevistada referia seu habito de consumo. A cada 4 ou 5 alimentos questionados o
entrevistador foi orientado a relembrar a puérpera que o questionario se referia a
alimentacdo durante toda a gestacdo. A quantidade consumida dos alimentos “6leo para
temperar saladas”, “6leo para cozinhar preparacfes” e “banha de porco” foram
ajustados de acordo com o nimero de individuos na casa.

Para determinar a quantidade em gramas (g) ou mililitros (ml) das porcGes
padronizadas, isto €, a por¢do correspondente & medida caseira pre-estabelecida no
QFA, foi utilizada a tabela de Avaliagcdo de Consumo Alimentar em Medidas Caseiras
(Pinheiro et al., 2004). Os alimentos ndo contemplados na tabela foram pesados ou
medidos em balanca digital da marca Plenna®, a fim de se obter um valor padrédo em
gramas (g) ou miligramas (mg) ou microgramas (mcg). Alguns itens presentes no QFA
contemplavam mais de um subtipo de alimento nas tabelas de composi¢cdo, como a
banana, que, na tabela de Pinheiro (Pinheiro et al., 2004) apresenta cinco tipos
diferentes: banana-d’agua, banana-da-terra, banana-maca, banana-ouro e banana-prata.
A media de todos os subtipos foi calculada nesses casos para obter um valor em g ou ml
que considerasse a variabilidade do alimento per si. Da mesma forma, realizou-se a

média das medidas caseiras para alimentos com distintas preparacdes (cozidos,
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refogados, fritos), que ndo estavam delimitados no QFA (exemplos: abobora, frango,
salgados).

As frequéncias de consumo dos alimentos foram convertidas em equivalentes
diérios, cujos valores atribuidos foram: "mais de trés vezes/dia" = 3; "duas a trés
vezes/dia" = 2; "uma vez/dia" = 1; "cinco a seis vezes/semana" = 0,79(=[(5+6)/2]/7);
"duas a quatro vezes/semana" = 0,43(=[(2+4)/2]/7); "uma vez/semana" = 0,14(=1/7);
"uma a trés vezes/més" = 0,07(=[(1+3)/2]/30); "nunca/quase nunca" = 0 (Melere et al.,
2013).

Para este trabalho, para cada item alimentar, calculou-se o valor de
macronutrientes, AG saturados (12:0, 14:0, 16:0, 18:0 e total), AG monoinsaturados
(16:1, 18:1, 20:1 e total), AG poliiinsaturados (18:2 n-6, 18:3 n-3, 20:4 n-6, 20:5 n-3,
22:6 n-3 e total) e o valor energético total (em Kcal). Calculou-se a razdo entre n-6
(soma dos AG 18:2 e 20:4) e n-3 (soma dos AG 18:3, 20:5, 22:5 e 22:6). Os AG
escolhidos para as analises compreenderam aqueles representados na Tabela Brasileira
de Composicgéo de Alimentos (TACO) (UEC & NEPA., 2011).

Inicialmente utilizou-se a TACO (UEC & NEPA., 2011) como referéncia para
obtencdo da composi¢do nutricional dos alimentos, porém em fungdo da Tabela
Americana de Composicdo de Alimentos (USDA, 2012) possuir maior disponibilidade
dos valores de AG, optou-se pela segunda. Os rétulos dos alimentos foram consultados
como Ultima opcéo.

A estimativa de consumo de cada nutriente foi consolidada com base no célculo
de que o total de nutriente de um alimento equivale ao numero de porcdes deste
alimento multiplicado pela frequéncia de ingestao diaria do alimento e multiplicada pela

proporcdo do nutriente em cada porcdo. Foi criada uma sintaxe para construcdo desse
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calculo no programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versdo 16.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, EUA®).

Os valores encontrados de macronutrientes: carboidratos (45 a 65%), proteinas
(10 a 35%), lipidios totais (20 a 35%) (Trumbo et al., 2002), AG saturados (<10%), AG
monoinsaturados (10 a 15%), AG poliinsaturados (7 a 10%) (Holt, 2003) e DHA (200 a
300mg) (Jordan, 2010) foram comparados segundo as recomendacfes especificas para

gestantes.

6.1.5 Célculo Amostral

O tamanho da amostra do projeto maior foi calculado considerando a
possibilidade de deteccdo de 0,50 desvios-padrdo de diferenca entre as medias de
escore-z de peso corporal aos 12 meses de idade, grau de significancia de 5% e poder do
teste de 80%. O namero previsto foi de 72 pares mae-RN por grupo e 144 no grupo
controle. Calculando-se perda de 20% dos individuos ao longo do seguimento, o
tamanho da amostra final constitui-se de 521 pares mée-RN.

Em relacdo ao célculo especifico para esse projeto, o tamanho amostral foi
calculado considerando correlagdo minima moderada de 0,3 entre as variaveis consumo
de AG pela mée e PN, grau de significancia de 5% e poder do teste de 80% (Callegari-
jacques, 2003). O numero previsto foi de 150 pares mae-RN, com o minimo de 20 pares

por grupo.

6.1.6 Qualidade dos Dados
Cada par mé&e-RN obteve seu ndmero de identificacdo especifico,
correspondendo aos questionarios realizados, mantendo-se dessa forma, o anonimato

dos participantes.
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Houve revisdo dos questionarios pelos supervisores do projeto e o banco de
dados foi desenvolvido no Programa Epi Info® versdo 6.0 com dupla digitagdo com

posterior conferéncia e validacdo dos dados.

6.1.7 Andlises Estatisticas

O desfecho principal analisado foi ao peso ao nascer.

As covaridveis maternas analisadas foram: consumo alimentar retrospectivo,
idade, cor da pele, peso pré-gestacional, ganho de peso gestacional e sua razdo
proporcional. A covariaveis psicossociais escolhidas foram: escolaridade materna e
classe socioeconémica familiar. As covaridveis dos RNs analisados foram:
comprimento ao nascer, perimetro cefalico e sexo.

Variaveis continuas e categoricas inicialmente foram analisadas descritivamente.
Dados paramétricos foram expressos como média + desvio padrdo (DP). O teste qui-
quadrado, teste t de student ou ANOVA de uma via (post hoc Tukey) foram utilizados
nas analises sem o0s ajustes para detectar diferencas entre propor¢des e meédias,
respectivamente, entre 0s grupos.

Para detectar as diferencas entre o desfecho analisado e 0s grupos com os ajustes
necessarios (Tabela 3: cor da pele, idade materna, escolaridade materna e peso pré-
gestacional ou Tabela 4: idade materna, escolaridade materna, sexo e peso pré-
gestacional) foi utilizado o modelo de regresséo linear multipla (GLM - Generalized
Linear Models), sequido de comparagdes maltiplas com correcdo de Bonferroni. Para
todas as analises, foi considerado nivel de significancia de 5% (p<0,05) e intervalo de
confianca de 95%. Os dados foram analisados por meio do programa estatistico SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) versdo 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,

EUA®).
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6.1.8 Aspectos Eticos

O projeto foi submetido aos Comités de Etica em Pesquisa do GHC e HCPA,
com 0s numeros de protocolos 11-027 e 11-0097, respectivamente.

Os responsaveis assinaram o TCLE, em duas vias, ficando uma com o
responsavel e a outra com o pesquisador. No TCLE constavam todos os procedimentos
realizados durante o acompanhamento e objetivos do estudo. Os individuos que
necessitassem de atendimento de salde foram encaminhados a Unidade Bésica de
Saude (UBS) de origem. Em situacBes que caracterizassem urgéncia ou emergéncia 0s

individuos foram encaminhados ao servigo de emergéncia do HCPA.
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6.2 PARTE EXPERIMENTAL

6.2.1 Delineamento
Trata-se de um estudo experimental com animais, no qual se utilizou modelo de

estresse neonatal e protocolo nutricional com dieta contendo n-3 PUFAs.

6.2.2 Amostra

Ratas Wistar prenhas nuliparas, provindas do mesmo fornecedor, acasaladas na
Unidade de Experimentacdo Animal (UEA) do HCPA, foram selecionados
aleatoriamente para o estudo. Os animais foram alojados individualmente em caixas-
moradias confeccionadas em “plexiglas”, medindo 65 x 25 x 15 cm, com assoalho
coberto de maravalha, sendo submetidos a um ambiente controlado (luzes acendiam as
7 horas e apagavam as 19 horas, temperatura de 22 + 2°C, limpeza semanal da caixa-
moradia, racdo e A&gua ad libitum). Oito filhotes por ninhada, selecionados
aleatoriamente, foram mantidos intactos, com exce¢do do procedimento de separacao,
realizado entre 15:30 horas e 19 horas. Os demais filhotes foram sacrificados em até 24
horas ap0s 0 nascimento.

Nos dias proximos ao final da gestagdo, as fémeas foram avaliadas diariamente
para determinacdo da data de nascimento. O dia do nascimento dos filhotes foi
considerado o dia pos-natal (DPN) 0 e o desmame foi considerado o DPN 21. Um ou
dois filhotes machos de cada ninhada foram usados por grupo por experimento. Foram
alojados entre 2 e 3 ratos por caixa-moradia, de origem semelhante as descritas acima.
Sessenta e dois ratos machos foram usados nos diferentes experimentos, derivados a
partir de 12 ninhadas diferentes. Os ratos tiveram livre acesso a comida (racdo padréo

de laboratorio) e agua, até o DPN 35, quando as diferentes dietas (especialmente
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formuladas para este estudo) foram iniciadas. Foi escolhido o DPN 35 para iniciar a
dieta, porque outros modelos experimentais ja exploraram o efeito a longo prazo da
deficiéncia de n-3 PUFAs logo apds o desmame (Mathieu et al., 2008; Mathieu et al.,
2011). Com o objetivo de investigar aspectos potenciais de estudos translacionais,
houve interesse em observar os efeitos da deficiéncia de n-3 PUFAs durante a
adolescéncia, periodo em que 0s seres humanos comegam a ser mais independentes de

seus pais, em termos de opcdes de alimentos.

6.2.3 Modelo de Estresse Neonatal

Os animais foram subdivididos em:

Grupo Néao-Manipulado (GNM): os filhotes foram preservados de manipulagoes
até o desmame. Os animais foram manejados apenas pelo investigador para a troca
parcial da maravalha, sendo cuidadosamente removida a partir de um dos lados da
caixa-moradia, sem perturbar a mae e o ninho, e substituido por maravalha limpa no
mesmo lado;

Grupo Separagdo Materna (GSM): os filhotes foram retirados da caixa-moradia
e foram colocados em caixa-moradia limpa e forrada com papel toalha limpa, dentro de
uma incubadora a 32°C. Apds 3 horas, os filhotes foram devolvidos as suas maes. A
separacdo materna neonatal foi iniciada no dia seguinte ao nascimento (DPN 1) e
continuou até o decimo dia de vida dos filhotes (DPN 10). Apos, os filhotes foram
deixados em repouso até o0 DPN 21. No periodo da separacao esta incluido o tempo para
montar a incubadora, trazer as caixa-moradias rapidamente do ratario e habitua-las para
a nova sala, realizar a remocdo cuidadosa dos filhotes do ninho, 0 momento da
separacao, por si soO, o retorno dos filhotes para o ratario e, novamente depois de um

breve periodo, o retorno da caixa-moradia para o ratario. O pesquisador também trocou
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suas luvas para o procedimento de cada ninhada e assim evitar a propagagdo de
qualquer tipo de odor entre os ninhos.
Apdbs o desmame, aos 21 dias, 0s animais foram separados por sexo e apenas 0s

machos foram expostos as dietas. As fémeas foram alocadas para outro experimento.

6.2.4 Grupos Dietéticos e Composi¢cao das Racdes

Os animais (n=62) foram subdivididos em dois grupos dietéticos: dieta contendo
quantidade adequada em n-3 PUFAs (n=29) ou deficiente em n-3 PUFAs (n=33), sendo
caloricamente e nutricionalmente equilibradas, fabricadas especialmente para este
estudo (PragSolucbes Biociéncias®, Sdo Paulo, Brasil). Os animais foram expostos a
dieta do DPN 35 até 15 semanas de vida. A dieta foi adaptada de Mathieu et al.,
(Mathieu et al., 2008). O consumo alimentar e o peso corporal foram mensurados
semanalmente em balanca digital (Marte®, AS2000C, S&o Paulo, Brasil), em todos os
grupos (n=14 a 17 para cada um dos 4 grupos). O consumo de ragdo foi medido para
cada caixa-moradia e o calculo foi feito pelo consumo médio por animal por caixa-
moradia (h=ndmero de caixa-moradias=29).

Sobre a composicdo nutricional, as dietas continham 4,1Kcal por grama, sendo
58,54% de carboidratos, 19,51% de proteina e 21,95% de lipideo (fontes: gordura de
coco, 6leo de canola e 6leo de linhaca). As densidades dos 6leos eram de 90,5g/100ml e
89,09/100ml para o 6leo de canola e linhaca, respectivamente. As proporg¢des foram n-
6/n-3 de 1,83 e 5,02 para as dieta adequada e deficiente, respectivamente (Hibbeln et
al., 2006; Dupont, 2009). A Tabela 1 mostra a composicdo e o perfil de AG de cada

dieta.



Tabela 1 - Composicdo da dieta.

n-3 PUFAs n-3 PUFAs
Ingredientes Adequada Deficiente
(para 10009) (para 1000g)
Proteina isolada de soja 200,0 200,0
Dextrose 200,0 200,0
Amido de milho 150,0 150,0
Maltodextrina 150,0 150,0
Sucralose 100,0 100,0
Gordura de céco 60,0 66,0
Oleo de canola 32,0 34,0
Oleo de linhaga 8,0 0,0
Celulose microcristalina 50,0 50,0
Mix mineral 35,0 35,0
Mix vitaminica 10,0 10,0
Cloreto de colina 2,5 2,5
L-cistina 2,5 2,5
Hidroxitolueno Butilado 0,0 0,0
Composicéo de Acido Graxo (% do teor de acidos graxos totais)
8:0 1,0 1,2
10:0 1,3 1,6
12:0 21,4 23,7
14:0 11,6 12,4
15:0 0,0 0,0
16:0 8,9 9,1
16:1 n-7 0,1 0,1
17:0 0,1 0,1
18:0 4,1 3,9
18:1 n-9 30,9 31,5
18:1 n-7 1,6 1,6
18:2 n-6 11,2 10,9
20:0 0,4 0,4
18:3 n-6 0,3 0,3
20:1 n-9 0,7 0,7
18:3 n-3 6,3 2,2
20:2 n-6 0,0 0,0
24:0 0,2 0,2
24:1 n-9 0,1 0,1

55
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6.2.5 Disseccdo de Gordura Abdominal e Coleta de Tecidos

Ap0ds as 15 semanas de dieta e apds 6 horas de jejum, os ratos foram decapitados
entre 13 horas e 16 horas em ordem aleatéria usando guilhotina de pequenos animais
(Insight® EB271, Sdo Paulo, Brasil). Aliquotas de sangue total do tronco foram
coletadas para obtencdo, em centrifuga de alta rotacdo (3000 rpm, 15 min), de soro e
plasma. Estes foram armazenados a -80°C para a determinacdo posterior da glicose,
colesterol (total e HDL) triglicerideo (TG), insulina e leptina. Uma pequena por¢éo do
figado, bem como todo o cérebro foram rapidamente removidos, congelados em
imersdo de isopentano e as amostras foram armazenadas a -80°C até o processamento.
As duas porcgdes principais de gordura abdominal (depositos de tecido adiposo

retroperitoneal e gonadais) foram dissecadas e pesadas.

6.2.6 Determinagdo da Composicido de Acidos Graxos da Dieta e do Sangue
Periférico

O conteldo de lipideo da dieta foi extraido com cloroférmio-metanol (Bligh &
Dyer, 1959). Aliquotas (2-3 ml) de extrato lipidico no cloroférmio foram evaporados a
50°C utilizando bomba de vacuo, seguida por saponificagdo em solugdo metanolica de
KOH e esterificacdo em solugdo metandlica de H,SO,4 (Hartman & Lago, 1973).

Os AG foram esterificados no sangue e extraidos utilizando reacdo de uma etapa
(Lepage & Roy, 1986), com algumas modificagdes. O sangue (100ul) foi misturado
com 2 ml de metanol/isooctano (v/v 4:1) e 200 pL de cloreto de acetila e foi incubado a
100°C durante 60 min., em seguida, 60g/l de carbonato de potéassio aquoso contendo
100g/l de cloreto de sodio foi adicionado. A mistura foi agitada durante 10 min. a
temperatura ambiente e centrifugada a 1800 g durante 5 min., para se obter a fase de

iso-octano, que contém os ésteres metilicos dos AG.
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As amostras esterificadas foram analisadas utilizando-se cromatdgrafo gasoso
Agilent Technologies® (HP 6890) equipado com uma coluna Supelco® SP-2560 capilar
(100 m x 0,25 mm x 0,20 um) e deteccdo de ionizagdo de chama. A temperatura do
orificio injetor e do detector foi ajustado a 250°C e 0 gas de transporte de azoto foi de
1,0 ml/min. Apos injeccdo (1pL, razdo de separagdo 50:1), a temperatura do forno foi
mantida a 140°C durante 3 min., aumentada para 170°C durante 2 min., a uma taxa de
6°C min-1, depois a temperatura foi aumentada para 185°C e 240°C a uma taxa de 3°C
min-1 e mantidas a estas temperaturas durante 6 min. e 7 min, respectivamente. Os
padrdes de ésteres metilicos dos AG (37-Componentes FAME, DPA n-3 PUFA e no. 2
a partir de Sigma, Saint Louis, MO, EUA e DPA n-6 a partir de NuChek Prep. Inc.,
Elysian, MN, EUA) foram corridos sob as mesmas condigdes e tempos de retencdo
prévios e foram usados para identificar os AG expressos em percentagem do teor de AG

totais.

6.2.7 Analises Bioguimicas

Os parametros bioquimicos foram medidos em uma subamostra representativa
de 30 ratos, uma vez que apos as 15 semanas de exposi¢do as dietas, 0s outros animais
(n=32) foram submetidos a testes comportamentais previstos no projeto (Ferreira et al.,
2013), mas ndo relacionados aos resultados metabdlicos, haja vista que esses testes
podem afetar os resultados. Glicose, colesterol e fracbes e TG plasmaticos foram
medidos atraves de kits comerciais (Wiener Lab Group®, Sao Paulo, Brasil), de acordo
com as instrucdes do fabricante. Insulina e leptina séricas foram medidas utilizando-se
kits ELISA comercialmente disponiveis (Millipore®, EZRMI-13K, Missouri, EUA, e
Invitrogen®, KRC2281, California, EUA, respectivamente). O indice de HOMA

(Modelo de Avaliacdo da Homeostase) foi calculado a partir dos niveis plasmaticos de
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insulina e glicose em jejum dividido por 22,5 (Matthews et al., 1985). O hipotalamo foi
dissecado a partir de todo o cérebro a -20°C e as amostras foram homogeneizadas em
tampdo de extragdo nuclear | (NEB1 - 10 mM de HEPES, 10 mM de KCI, 0,1 mM de
EDTA, 0,1 mM de EGTA, pH 7,9) com um inibidor da protease (100:1). Em seguida, o
detergente NP40 a 1% foi adicionado e o homogeneizado foi centrifugado a 6000 rpm
durante 10 min. a 4°C. O sobrenadante (fracdo citosolica) foi utilizado para a
quantificacdo posterior do neuropeptideo Y (NPY) utilizando-se kit de imunoensaio
enzimatico comercialmente disponivel (Peninsula Laboratories LCC®, California,

EUA).

6.2.8 qPCR (Reacgdo em cadeia da polimerase quantitativa) em Tempo Real

Para a avaliacdo genética, a expressdio de PEPCK (fosfoenolpiruvato
carboxiquinase) foi determinada a partir do RNA (&cido ribonucleico) total extraido do
figado. A extracdo do RNA foi realizada com Reagente TRI (Invitrogen®) de acordo
com as instrucdes do fabricante. As concentracfes de RNA foram medidas com o
espectrofotdbmetro NanoDrop ND-1000 (Technologies®, NanoDrop Montchanin, DE,
EUA). E bem estabelecido que as relaces de absorbancias a 260 nm/280 nm e 260
nm/230 nm s&o utilizados para avaliar a pureza do RNA. Todas as amostras foram
analisadas e as raz0es de 2,0 e cerca de 2,0-2,2, respectivamente, foram aceitas como
amostras de RNA puros. A selecdo de GAPDH (Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase)
como controle enddgeno foi baseada em varios estudos que demonstraram a eficacia da
sua expressao no figado de ratos (Kang et al., 1999; Pfaffl & Windisch, 2003; Soyalan
et al., 2011). Apesar de ndo ter sido realizado teste de expressdo de um conjunto de
diferentes controles internos, a expressdéo GAPDH n&o variou entre as amostras testadas

(dados ndo apresentados), o que justifica o seu uso.
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Todas as reagOes foram realizadas em triplicata, com o 7500 Real Time PCR
System (Applied Biosystems®). Um micrograma de RNA total foi reversamente
transcrito em cDNA (4cido desoxirribonucleico complementar) usando o Kit de
Transcricdo Reversa High Capacity cDNA (P/N: 4368814, Applied Biosystems®, CA,
EUA), seguindo o protocolo do fabricante, e o cDNA resultante foi armazenado a -80°C
até a realizacdo da gPCR em Tempo Real. Todos os cDNAs foram diluidos a 1:10 antes
de serem usados como molde de PCR. Esta diluigdo foi determinada apos realizagéo de
uma curva padrdo. Pares de iniciadores especificos e de sondas TagMan MGB marcado
com FAM para PEPCK (Rn 01529014 m1, Applied Biosystems®) foram utilizados.
Primers para GAPDH e uma sonda (43523388E, Applied Biosystems®) marcada com
VIC foram utilizados como controle enddgeno. Os niveis de expressao relativa foram

determinados pelo método de DDCt (Livak & Schmittgen, 2001).

6.2.9 Céalculo Amostral

Para detectar diferenca entre as médias das variaveis em estudo de 1,5 de desvio
padrdo (magnitude de efeito grande), considerando alfa = 0,05 e poder de confianca de
90% (Mathieu et al., 2008). O numero previsto foi de 7-8 animais por grupo em cada

uma das analises.

6.2.10 Analises Estatisticas

Os dados foram expressos como médias =+ SEM (erro padrdo da meédia) e
analisados pelo teste t de student, anélise de variancia (ANOVA) de duas vias ou de
medidas repetidas, seguida pelo teste de post hoc LSD (Fisher's Least Significant
Difference), quando indicado. Os dados sobre a expressdo do gene da PEPCK néo

tinham distribuicdo normal e, portanto, foram transformados em valores logaritmos para
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a analise. Correlagcdes de Pearson foram realizadas entre os niveis de AG e diferentes
desfechos (AG 18:0 e indice de HOMA,; insulina; niveis de triglicerideos; AG 16:1 n-7
e deposicdo de gordura abdominal). Em todas as analises foi considerado o nivel de
significancia de 5% (p < 0,05). Os dados coletados foram digitados e analisados no
programa SPSS (Statistical Package for Social Sciences; SPSS Inc, Chicago, IL) versao

18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA®).

6.2.11 Aspectos Eticos

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica Institucional
(Comité de Etica em Pesquisa do Hospital do HCPA) sob niimero de protocolo 09-410 e
seguiu as recomendacBes do Conselho Internacional de Ciéncia em Animal de
Laboratorio (ICLAS). Todos os cuidados necessarios foram realizados para minimizar a

dor ou desconforto dos animais.



61

7. RESULTADOS

7.1 PARTE CLINICA

7.1.1 Caracteristicas Gerais

A coorte IVAPSA encontra-se em andamento, portanto, para este estudo,
utilizaram-se os dados referentes ao periodo de coleta entre Setembro de 2011 a Julho
de 2013. Selecionou-se 255 puérperas elegiveis, sendo que 218 (85,5%) aceitaram
participar da pesquisa. As perdas de seguimento, em relagdo ao preenchimento do
questionario de frequéncia alimentar (QFA), representaram 16,5% (n=36) da amostra. O
fluxograma de selecdo da pesquisa, de acordo com a distribui¢do dos diferentes grupos,

esta representado na Figura 1.

| - Puérperas Elegiveis (n=255)

Recusas (n=37)

GDM | GHAS || GTAB || GRCIU || GCON
(n=6) (n=3) (n=13) (n=1) (n=14)
Il - Puérperas Participantes (n=218)
Perdas de Seguimento (n=36)
|
| | | | |
GDM | GHAS || GTAB || GRCIU || GCON
(n=6) (n=1) (n=9) (n=3) (n=17)
I11 — Amostra Final (n=182)
| | | |
GDM GHAS GTAB || GRCIU || GCON
(n=25 || (n=20) || (n=57) || (n=21) || (n=59)

Figura 1 - Fluxograma da coleta de dados.
(Coorte IVAPSA, Porto Alegre, Setembro-2011 a Julho-2013).
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Ao comparar-se puérperas elegiveis (n=218) com as recusas (n=37) ndo houve

diferenca significativa das variaveis: idade e escolaridade materna e peso do RN (Tabela

1). Os motivos mais relatados pelas recusas foram: desinteresse na participacdo da

pesquisa (n=13), razbes relacionadas ao trabalho (n=8) e mudanca de endereco (n=6),

dentre outros. Ja, as puérperas do seguimento (n=182) apresentaram média de idade

superior (p=0,010) em relacéo as perdas (n=36), comparando-se as variaveis da Tabela

1. Nao houve diferenga estatisticamente significativa em relacdo as demais varidveis

analisadas (p>0,05).

Tabela 1 - Caracteristicas sociodemogréaficas e antropométricas da amostra, perdas e

recusas.

(Coorte IVAPSA, Porto Alegre, Setembro-2011 a Julho-2013).

Grupos Amostra Geral Ene:rgg R(ﬁ(;%s?a)s p valor*
Variaveis Sociodemogréficas i n (%) .
Idade da puérpera (anos) (média 26,5 (+ 6,8 0,010**
+DP) puctpera (anos) 26.1 gi 6,6;2 289(*51)  21.4(x68) 0
Cor da pele da puérpera:

Branca 107 (58,8) 17 (47,2) - 0,200

Né&o Branca 75 (41,2) . 19 (52,8) .
Escolaridade da puérpera (anos 8,99 (£ 2,7) 0,060
de estudo) (média + DP) 887 (262 o2/ @EL)  88(23)  (ars
Classe socioeconémica:

A2 0 (0,0 1(2,9)

B1 6 (3,3) 1(2,9)

B2 54 (30,0) 7 (20,0) 0.979

Cl 62 (34,4) 15 (42,9) '

C2 45 (25,0) 8(22,9)

D 11 (6,1) 2(5,7)

E 2(1,1) 1(2,9)
Variaveis Antropométricas Média + DP
Peso pré-gestacional (Kg) 64,7 (x14,7) 63,25 (x12,5) - 0,415
Ganho peso gestacional (Kg) 13,2 (£7,0) 14,03 (£6,0) - 0,538
Raz&o ganho peso/peso pré (%) 21,5 (x11,7) . 22,96 (£9,7) - 0,531l

+

Peso ao nascer (Q) gig?igjg;ggg 3308,1(£516,0) 3269,9(x576,8) 8%52
Comprimento ao nascer (cm) 48,3 (£2,3) 48,5 (£2,2) - 0,736
Perimetro cefalico (cm) 33,8 (+1,5) 33,9 (+1,7) - 0,907

* Teste t de student (varidveis continuas) ou qui-quadrado (varidveis categdricas) entre a amostra geral x

perdas (n=182)" e entre a amostra geral x recusas (n=218)

** Resultado estatisticamente significativo: valor de p <= 0,05.
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Assim, 182 puérperas foram avaliadas na entrevista do pds-parto com
seguimento domiciliar e preenchimento do QFA aos 7 dias de vida da crianca. O
namero de pares mae-RN por grupo de estudo variou de 20 a 59.

A Tabela 2 demonstra a distribuigdo das variaveis sociodemograficas entre 0s
grupos avaliados, sendo a média de idade das méaes no GHAS superior a média de idade
das maes nos GTAB (p=0,026) e GRCIU (p=0,030). Em relagdo as variaveis
antropomeétricas maternas, 0 GRCIU apresentou peso pré-gestacional médio inferior em
comparagdo ao GDM (p=0,022) e GHAS (p=0,003). Por sua vez, as maes do GHAS
apresentaram peso médio e ganho de peso gestacional superior em relagdo ao GCON
(p=0,040; p=0,014).

Em relacdo as variaveis antropométricas infantis, os pesos dos RNs do GRCIU
foram inferiores aos demais grupos (p<0,001), enquanto que o peso do GDM foi
superior a0 GTAB (p=0,017). Tanto o comprimento ao nascer, quanto a média do
perimetro cefalico apresentou valores inferiores no GRCIU comparados aos outros

(p<0,001), exceto o GHAS no comprimento ao nascer (p=0,096).



Tabela 2 - Caracteristicas sociodemograficas e antropométricas maternas e infantis entre os diferentes grupos.
(Coorte IVAPSA, Porto Alegre, Setembro-2011 a Julho-2013).
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Grupos (n=182) GDM (n=25) GHAS (n=20) GTAB (n=57) GRCIU (n=21) GCON (n=59) p valor*
Variaveis Sociodemogréficas n (%)
Idade da puérpera (anos) abe a be be abe
(média + DP) 28,2 ( 6,3) 30,0 (£6,9) 24, 8 (+5,6) 23,9 (£5,4) 27,2 (£7,9) 0,007
Cor da pele da puérpera:
Branca 15 (60,0) 13 (65,0) 32 (56,1) 10 (47,6) 37 (62,7) 0,744
Né&o Branca 10 (40,0) 7 (35,0 25 (43,9) 11 (52,4) 22 (37,3)
Escolaridade da puérpera
(anos de estudo) (média + DP) 9,0 (x2,9) 9,1 (x2,4) 8,6 (+2,6) 10,1 (£1,9) 9,0 (+3,0) 0,268
Classe socioecondmica (n=180):
B1 0(0,0) 0(0,0) 2 (3,6) 0 (0,0) 4 (6,8)
B2 10 (40,0) 8 (42,1) 12 (21,4) 8 (38,1) 16 (27,1)
C1 8 (32,0) 5 (26,3) 20 (35,7) 6 (28,6) 23 (39,0) 0,740
C2 6 (24,0 5 (26,3) 18 (32,1) 4 (19,0) 12 (20,3)
D 1(4,0) 1(5,3) 4(7,1) 2 (9,5) 3(5,1)
E 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(4,8) 1(1,7)
Variaveis Antropométricas Média + DP
Peso pré-gestacional (Kg) (n=171) 70,1 (+12,6)"°1 73,3 (+15,5)"° 63,8 (+14,7)*¢0 57,0 (+12,4)*° 62,8 (+14,3)° 0,002
Ganho peso gestacional (Kg) (n=165) 13,3 (£8,4)*" 17,4 (+5,7)* 13,9 (+7,0)*° 11,4 (£5,3)*" 11,5 (+6,7)° 0,018
Raz&o ganho peso/peso pré (%) (n=165) 20,1 (x13,3) 25,1 (x10,6) 23,2 (£12,3) 20,9 (x10,1) 19,4 (x11,2) 0,305
Peso ao nascer (g) (n=181) 3435,0 (+380,9)"¢  3181,8 (+464,9)>*"  3129,0 (+395,6)*“!  2538,9 (+165,2)* 3311,8 (+457,3)""  <0,001
Comprimento ao nascer (cm) (n=181) 49,1 (+1,9)° 47,8 (¥2,0)* 48,2 (+2,3)"° 46,1 (+1,5) 49,1 (+2,2)° <0,001
Perimetro cefalico (cm) (n=180) 34,2 (+1,5)° 34,2 (+1,4)° 33,8 (+1,3)" 32,1 (x1,2)* 34,1 (+1,4)° <0,001

* Anova de uma via e post hoc Tukey (variaveis continuas) ou qui-quadrado (variaveis categoricas) entre 0s grupos e as variaveis independentes.

Letras diferentes significam diferencas estatisticamente significativas nas comparagées multiplas: Idade materna: GHAS® diferente de GTAB® e diferente de GRCIU. Peso
pré-gestacional: GRCIU? diferente de GDM” e diferente de GHAS®; GHAS® diferente de GCON'. Ganho de peso: GHAS? diferente de GCON®. Peso ao nascer: GRCIU®
diferente dos demais grupos”; GDM°® diferente GTAB®. Perimetro cefalico: GRCIU® diferente dos demais grupos”. Comprimento ao nascer: GRCIU? diferente dos demais

grupos®, exceto GHAS".
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7.1.2 Caracteristicas do Consumo Alimentar das Gestantes

O valor caldrico médio (xDP) da dieta das gestantes em geral foi de 4919,0 Kcal
(x2833,8), variando de 1857,7Kcal a 18.059,6Kcal. Nove maes (4,9%) da coorte
relataram consumir mais de 10.000Kcal diarias.

Em relacdo a recomendacdo de consumo de carboidrato, 129 (70,9%)
consumiram adequadamente e 53 (29,1%) excessivamente; do mesmo modo para
proteinas e lipidios totais, 7 (3,8%) e 17 (9,3%), respectivamente, apresentaram
consumo insuficiente e 13 (7,1%) delas consumo excessivo de lipidios. A maioria das
gestantes (n=180; 98,9%) apresentou consumo de AG saturado superior a 10%, sendo
que 110 (60,4%) consumiram entre 7 a 10% de AG poliinsaturado e metade da amostra
(n=91; 50%) consumiu entre 10 a 15% de AG monoinsaturado. Apenas 31 (17%) das
maes consumiram 200mg de DHA diarios. Cinquenta e cinco (30,2%) maes relataram
consumir peixe branco na gestacdo, sendo os mais citados: pescada (9,3%) e merluza
(8,8%) e apenas 8 (4,4%) relataram consumir peixe oleoso.

O consumo alimentar retrospectivo relatado pelas gestantes entre 0s grupos esta
demonstrado na Tabela 3. Houve diferenca estatisticamente significativa no modelo,
com 0s ajustes, apenas entre a razdo n-6/n-3 entre as mées dos diferentes grupos
(p=0,041), demonstrando que o0 GDM apresentou menor razéo que as GCON (p=0,021).
Além disso, o consumo de AG 20:4 n-6 foi maior nas maes hipertensas (p=0,021) em
relacdo aos controles. Observou-se que as variaveis carboidrato, lipidio, AG 16:0, AG
18:1 e AG monoinsaturados foram influenciadas pela idade e escolaridade materna; as
variaveis proteina e AG 14:0 apenas pela escolaridade materna e a variavel AG 16:1

apenas pela idade materna (p<0,05).



Tabela 3 - Consumo alimentar diario retrospectivo da amostra geral e entre os diferentes grupos.
(Coorte IVAPSA, Porto Alegre, Setembro-2011 a Julho-2013).
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Grupos Geral (n=171) GDM (n=24) GHAS (n=20) GTAB (n=53) GRCIU (n=20) GCON (n=54) p valor*
Consumo Alimentar Média = DP

Calorias (Kcal) 4919,0 (+2833,8) 4072,3 (¥1669,2) 5197,3 (+3175,2) 5485,2 (+3375,7) 5277,1(+2827,6) 4509,0 (+2445,1) 0,317
Carboidrato (g)* 745,5 (+419,6) 619,6 (+247,1) 791,6 (+493,4) 845,4 (+508,5) 783,9 (+425,3) 672,9 (+330,3) 0,194
Proteina (g)? 173,9 (¥90,5) 150,1 (+53,4) 183,5 (¥117,2) 183,5 (+96,8) 188,0 (+83,3) 166,3 (+89,1) 0,636
Lipidio (g)* 149,5 (¥112,0) 119,6 (+63,7) 158,3 (+100,7) 163,7 (¥134,1) 166,5 (+120,2) 139,3 (+104,6) 0,596
12:0 (g) 2,1 (+2,6) 1,5 (+1,9) 2,8 (¥2,1) 2,2 (+¥3,3) 2,5 (+3,4) 1,9 (+1,7) 0,529
14:0 (g)° 4,6 (3,7) 3,6 (¥2,2) 5,4 (+3,2) 4,7 (+4,6) 5,3 (+4,3) 4.4 (£3,1) 0,454
16:0 (g)* 29,2 (+21,5) 23,0 (x12,4) 30,9 (+18,5) 32,4 (+26,5) 32,9 (+23,3) 26,7 (+19,0) 0,415
18:0 (g) 14,1 (£11,3) 11,0 (+6,6) 14,3 (+8,3) 16,2 (+14,8) 16,1 (+11,8) 12,7 (£9,1) 0,356
Saturado (g) 55,65 (+41,7) 44,3 (£23,9) 59,7 (+34,4) 61,6 (£53,3) 63,1 (+46,6) 50,7 (+34,1) 0,430
16:1 n-7 (g)° 2,3 (¥2,1) 1,8 (x1,1) 2,3 (+1,6) 2,4 (¥2,3) 2,5 (¥2,2) 2,2 (¥2,3) 0,808
18:1n-9 (g)* 48,1 (+40,5) 36,7 (+19,9) 49,8 (+31,5) 53,1 (+46,9) 53,5 (+40,6) 45,8 (+42,8) 0,672
20:1 n-9 (g) 0,4 (x0,3) 0,3 (+0,3) 0,3 (x0,3) 0,4 (x0,3) 0,5 (+0,6) 0,3 (x0,8) 0,515
Monoinsaturado (g)" 51,4 (+42,2) 39,3 (x21,2) 53,2 (+33,6) 56,6 (+49,6) 57,4 (+43,4) 48,8 (+45,3) 0,669
18:2 n-6 (q) 24,5 (+21,2) 21,2 (+19,1) 26,1 (+23,7) 26,5 (+24,1) 26,8 (+21,4) 22,7 (x18,1) 0,834
18:3n-3 (g) 3,5 (¥2,5) 3,5 (¥2,7) 3,7 (¥2,8) 3,5 (¥2,7) 3,9 (¥2,7) 3,2 (¥2,2) 0,763
20:4 n-6 (g)* 0,3 (+0,3)*" 0,2 (¥0,1)*° 0,4 (+0,5)° 0,3 (+0,3)*" 0,3 (+0,4)*° 0,2 (0,2)° 0,157
20:5 n-3 (g) 0,07 (x0,1) 0,04 (£0,1) 0,10 (£0,2) 0,05 (0,1) 0,11 (x0,3) 0,06 (+0,1) 0,306
22:5n-3 (g) 0,02 (x0,02) 0,01 (x0,01) 0,03 (x0,02) 0,01 (+0,02) 0,02 (+0,03) 0,02 (x0,01) 0,132
22:6 n-3 (g) 0,1 (x0,2) 0,1 (x0,1) 0,2 (+0,4) 0,1 (x0,2) 0,2 (x0,5) 0,1 (x0,2) 0,228
Raz40 n-6/n-3° 7,0 (£1,9° 6,1 (x1,3)° 6,8 (+1,6)*" 7,5 (£2,2)*" 6,9 (+1,4)*° 7,0 (x1,8)" 0,041
Poliinsaturado (g) 28,6 (+23,8) 25,0 (£21,8) 30,7 (£27,4) 30,5 (£26,8) 31,5 (£24,0) 26,5 (£20,4) 0,821

* Regressao Linear Multipla (GLM) com corre¢do de Bonferroni entre 0s grupos e o consumo, ajustes: cor da pele, idade e escolaridade materna e peso pré-gestacional.

Letras diferentes significam diferencas estatisticamente significativas nas comparaces mdltiplas: AG 20:4: GHAS? diferente de GCONP. Razéo n-6/n-3: GDM? diferente de

GCON®.

! Significativo para idade e escolaridade materna. 2 Escolaridade materna. * Idade materna. * Grupo HAS x controle. ° Grupo DM x controle, cor da pele e idade materna.
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7.1.3 Peso ao Nascer

A média (£DP) do peso dos RNs em geral foi de 3168,2g (+457,0), variando de
22359 a 4560g. Quinze (8,3%) RNs apresentaram baixo peso.

A Tabela 4 representa a relacdo do peso ao nascer entre os diferentes grupos e o
consumo de AG PUFASs entre as gestantes. Observou-se que o peso ao nascer foi
diferente em relacdo aos grupos GTAB (variagdo de p=0,009 a p=0,011) e GRCIU
(p<0,001) e foi influenciado pelo peso pré-gestacional (p=0,001) na analise com AG
PUFA:s.

N&o se observou diferenca qualquer entre consumo de macronutrientes das
gestantes e crescimento intrauterino, determinado pelo peso dos RNs. O consumo de
AG 20:4 n-6 foi limitrofe (boderline) para a associagdo com menor peso ao nascer
(p=0,053) na analise pré-ajustes, perdendo significancia apds, com os ajustes realizados

(p=0,420).



Tabela 4 - Coeficiente Beta do peso ao nascer entre os diferentes grupos e a associagdo do consumo de AG PUFASs entre as gestantes.

(Coorte IVAPSA, Porto Alegre, Setembro-2011 a Julho-2013).

Grupos (n=170) GDM (n=24) GHAS (n=20) GTAB (n=52) GRCIU (n=20) Total
C(_)nsumo Coeficiente B p Coeficiente B p Coeficiente B p Coeficiente B p p
Alimentar

PUEAS (IC 95%) valor* (IC 95%) valor* (1C95%) valor* (IC 95%) valor*  valor*
. _ 1 -118 0,9 '0,2 '0,1
18:2 -6 () 68 az 0482 ,gha 0T oto 0928 ono 0965 0784
. 14,1 129 ‘87 12
18:3n-3 (g) (534252 0482 (aiiern 0867 0D . 0886 oG, 0955 054
. 175,62 1775 31,2 935
20:4n-6(q) (6772-3259) 04 (53161765 03 (sa382814) 0% (51583289 0004 0420
s 377,13 11310 372,0 50,9
20:5n-3(0) (14212-6669) 47 (oes17061) 79 (11887-4448) 0372 (61995187 0861 0789
s -2004,1 2274,0 -1080,1 -406,1
22:5n-3(q) (7701,7-35135) 0% (7086,6-2538,7) O (5217,2:30571) 000 (4201333891 0834 0412
. 2966 84,0 3096 271
22:6n-3(0) (9658-3727) 0385 (s053504) 070 (g13et044)  0%2° (33742833 0864 0740
N 4,84 10,8 99 13
Razéo n-6/n-3 some2 08T (gresen 0T (grepe) 084 (sgiegy 0966 0729
- , 162 038 03 01
Poliinsaturado (g) e 0476 4oss 0TS (gomg 0867 o, 0951 0745

* Regressao Linear Multipla (GLM) com correcdo de Bonferroni, ajustes: sexo, idade e escolaridade materna e peso pré-gestacional (grupos x controle e total).

! Significativo para peso pré-gestacional.
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7.2 PARTE EXPERIMENTAL

7.2.1 Ganho de Peso e Consumo Alimentar

Os animais do GSM apresentaram aumento do peso corporal no DPN 21 (GNM:
36,09 + 1,08; GSM: 40,07 = 0,96), DPN 28 (GNM: 65,60 = 1,71; GSM: 70,92 £ 1,43) e
DPN 35 (GNM: 105,90 + 2,30; GSM: 112,81 + 1,83), ante as dietas adequada ou
deficiente em n-3 PUFAs (t de student; t(60)=2,742 e p=0,008; t(60)=2,366 e p=0,021 e
t(60)=2,327 e p=0,023, respectivamente). Houve efeito do grupo, em que 0s ratos
separados (GSM) ganharam mais peso [ANOVA de medidas repetidas; F(1,58)=6,719 e
p=0,012] e consumiram mais racdo [F(1,25)=4,345 e p=0,047] em comparacdo ao
GNM, sem interacdo entre eles [F(1,58)=0,009 e p=0,926 para o peso, F(1,25)=0,273 e
p=0,606 para o consumo alimentar]. E importante destacar que em relagio aos
parametros do nosso ratario, o peso corporal médio de 5 meses de idade de ratos Wistar
alimentados com dieta padrdo deve atingir entre 330g e 370g. N&o se observou
diferenca entre os grupos de dietas (adequada ou deficiente) no peso corporal
[F(1,58)=2,815 e p=0,099] ou consumo alimentar [F(1,25)=1,418 e p=0,245]. A Figura

1 e a Figura 2 mostram os resultados, respectivamente.
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Consumo Alimentar durante as 15 Semanas de
Exposi¢cao a Dieta Adequada ou Deficiente em

n-3 PUFAs
140 -
o 120 -
B
e
g 100 -
©
X
S 80 -
T
3
£
s 60 -
2 = GNMAdequado
o
§ a0 == GNM Deficiente
£
& == GSM Adequado
Q 20 -
=fr= GSM Deficiente
0 -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Semanas

Figura 1 - Média + (SEM) do consumo alimentar semanal (por caixa-moradia) durante
as 15 semanas de exposicdo cronica as dietas (desde DPN 35). Animais separados
(GSM) apresentaram aumento do consumo de alimentos em comparagdo com 0 grupo
ndo-manipulado (GNM) (ANOVA de medidas repetidas; p=0,047). N&o houve efeito
das dietas sobre o consumo alimentar (p=0,245), ou interacdo entre eles
(GSM_adequado = 6 caixas; GSM_deficiente = 6 caixas; GNM_adequado = 7 caixas;

GNM_deficiente = 10 caixas).
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Peso Corporal durante as 15 Semanas de
Exposicao a Dieta Adequada ou Deficiente em
n-3 PUFAs
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Figura 2 - Média + (SEM) do peso corporal semanal durante as 15 semanas de
exposicao cronica as dietas (desde DPN 35). Animais separados (GSM) apresentaram
aumento do peso corporal em comparacdo com 0 grupo ndo-manipulado (GNM)
(ANOVA de medidas repetidas; p=0,012). Nao houve efeito da dietas sobre o peso
corporal (p=0,099), ou interacéo entre eles.
7.2.2 Gordura Abdominal

A deposicdo de gordura abdominal foi expressa em percentagem do peso
corporal de cada rato. O GSM apresentou maior deposicdo de gordura abdominal
[ANOVA de duas vias, F(1,61)=35,378, p<0,001] em comparacdo ao GNM, sem efeito
das dietas [F(1,61)=0,097 e p=0,756] ou interacdo [F(1,61)=0,327 e p=0,570]. Os

resultados estdo demonstrados na Figura 3.
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Figura 3 - Gordura abdominal [(soma dos depositos renais e gonadais em gramas) *
100 / peso corporal total em gramas)]. Animais separados (GSM) apresentaram
aumento da gordura abdominal em comparacdo ao grupo ndo-manipulado (GNM)
(ANOVA de duas vias; p <0,001], sem efeito das dietas (p=0,756) ou interagdo entre
eles.
7.2.3 Analises Bioguimicas

Os resultados das medic¢Ges bioquimicas estdo indicados na Tabela 2. O GSM
apresentou niveis aumentados de TG plasmatico [ANOVA de duas vias; F(1,29)=6,403
e p=0,018], quando comparado com o GNM, sem efeito da dieta [F(1,29)=0,707 e
p=0,408] ou interacdo [F(1,29)=1,212 e p=0,281]. Ndo houve diferenga na glicose
plasmatica [F(1,29)=1,071 e p=0,310], colesterol total [F(1,29)=2,142 e p=0,155], LDL
[F(1,28)=3,731 e p=0,065] e HDL [F(1,28)=0,022 e p=0,882] entre 0s grupos e nenhum
efeito da dieta [F(1,29)=0,473 e p=0,497, F(1,29)=2,895 e p=0,101, F(1,28)=0,768 e

p=0,389 e F(1,28)=0,008 e p=0,931, respectivamente] ou interagdo [F(1,29)=0,151 e
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p=0,701; F(1,29)=0,686 e p=0,415, F(1,28)=0,024 e p=0,878 e F(1,28)=0,011 e
p=0,917, respectivamente].

Houve interacdo entre 0 GSM e a exposi¢do da dieta deficiente nos niveis
séricos de insulina [F(1,29)=5,083 e p=0,033], em que os ratos separados e deficientes
foram estatisticamente diferentes dos separados adequados (LSD post hoc; p=0,013) e
ndo-manipulados deficientes (p=0,022), enquanto que a diferenca para 0 GNM
adequado ndo alcancou significancia estatistica (p=0,078). Interacdo foi também
observada para o indice de HOMA [F(1,29)=4,276 e p=0,049], em que o padrdo foi
semelhante (p=0,023, p=0,022 e p=0,075 para a diferenca entre separados deficientes,
separados adequados, ndo-manipulados deficientes e ndo-manipulados adequados). Nao
houve efeito isolado entre os grupos [F(1,29)=1,143 e p=0,295 para insuling;
F(1,29)=1,619 e p=0,214 para indice de HOMA] ou dieta [F(1,29)=2,320 e p=0,140
para insulina; F(1,29)=1,816 e p=0,189 para indice de HOMA].

Os niveis de leptina sérica [F(1,28)=7,840 e p=0,010] também demonstraram
interagdo, em que oS animais separados deficientes apresentaram diferenga em
comparagdo aos ndo-manipulados adequados (LSD post hoc; p=0,037) e néo-
manipulados deficientes (p=0,001), enquanto que a diferenga para os separados
adequados ndo alcancou significancia estatistica (p=0,160). A expressdo do gene da
PEPCK no figado seguiu 0 mesmo padrdo de interacdo [F(1,24)=4,239 e p=0,050], mas
as comparacGes mdaltiplas ndo foram capazes de detectar as diferencas. N@o houve
efeitos isolados de dieta [F(1,28)=0,202 e p=0,657 para a leptina e F(1,24)=0,114 e
p=0,739 para o PEPCK] entre os desfechos, porém enquanto nenhum efeito isolado do
grupo foi encontrado para PEPCK [F(1,24)=0,509 e p=0,484], efeito do grupo sobre os
niveis de leptina foi encontrado [F(1,28)=16,175 e p<0,001], que desapareceu apds o

ajuste da ANOVA para a gordura abdominal (% do peso corporal), enquanto que a
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interacdo grupo X dieta permaneceu significativo [F(1,28)=0,923 e p=0,346 para o
grupo; F(1,28)=0,558 e p=0,462 para a dieta e F(1,28)=5,416 e p=0,029 para a
interagéo].

O conteudo de NPY do hipotalamo também ndo foi diferente entre 0s grupos
[F(1,24)=0,288 e p=0,597], dietas [F(1,24)=0,022 e p=0,884] ou interagOes
[F(1,24)=0,433 e p=0,518].

Estes resultados estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Medigdes bioquimicas (média + SEM).

GNM GSM
Adequada  Deficiente  Adequada  Deficiente
Dietas
n=7 n=8 n=7 n=8

Glicose (mg%) 100,7+4,5 99,5+4,0 106,5+4,2 102,1+3,6
Colesterol total (mg%) 60,9+1,8 63,3+2,9 54,8+2,0 61,6+3,2
HDL (mg/dl) 25,5+1,5 24,7+2,6 24,6+3,5 24,6+4,8
LDL (mg/dl) 21,5+2,8 26,1+3,7 13,8+2,4 16,9+6,5
Triglicerideos (%mg)* 69,6+5,2 67,2+5,8 82,5+11,3 99,9+11,5
Insulina (ng/mL)** 1,8+0,1*° 1,6+0,2° 1,4+0,3° 2,6+0,5°
Leptina (pg/mL)** 2442 6+379,4° 1445,1+115,8" 2819,1+265,2%" 3541,4+365,8°
indice de HOMA** 0,5+0,1" 0,4+0,1° 0,4+0,1° 0,7+0,1°
PEPCK mRNA figado 100,0+9,0 78,9+9,0 75,7+9,8 89,5+7,8
(% valores RQ em relacdo ao grupo nédo
manipulado adequado)**
NPY do Hipotalamo (ng/mg) 15+0,1 1,6+0,2 1,7+0,3 1,640,1

Letras diferentes significam diferencas estatisticamente significativas nas comparagoes
multiplas (teste LSD teste). RQ = Relative quantification.

* ANOVA de duas vias: Efeito da Separacdo Materna, p <= 0,05

** ANOVA de duas vias: Interacdo da Separacdo Materna e Dieta, p <= 0,05

7.2.4. Determinacio dos Acidos Graxos no Sangue Periférico

Houve interagdo entre 0 GSM e a dieta nos niveis periféricos de AG 16:1 n-7

[F(1,16)=5,703, p=0,030], em que animais deficientes separados apresentaram niveis
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maiores em comparagdo aos deficientes ndo-manipulados (post hoc LSD, p=0,034). Nao
foram observados efeitos isolados de grupo [F(1,16)=0,802, p=0,384], ou dieta
[F(1,16)=0,003, p=0,957], para este AG.

Outra interacdo foi também observada nos niveis periféricos de AG 18:3 n-3
[F(1,16)=5,828 e p=0,028], em que animais deficientes ndo-manipulados apresentaram
valores diminuidos, quando comparado com os niveis dos adequados ndo-manipulados
(post hoc LSD; p=0,007), mas também quando comparado com 0s animais separados
deficientes (post hoc LSD; p=0,044), as comparag0es para 0s animais ndo-manipulados
adequados ndo foram significativas. Ndo foram observados efeitos isolados de grupo
[F(1,16)=0,450 e p=0,512], ou dieta [F(1,16)=3,664 e p=0,074], para este AG.

Efeito isolado da dieta foi verificado nos niveis periféricos de AG 22:6 n-3
(DHA) [F(1,16)=5,161 e p=0,037], na soma de AG saturados [F(1,16)=4,594 e
p=0,048] e no conteldo total de n-6 PUFAs [F(1,16)=14,707 e p=0,001], em que 0s
animais que receberam a dieta deficiente apresentaram niveis aumentados de DHA
periférico e n-6 PUFAs e diminuidos de AG saturado. Ndo foram observados efeitos
isolados do grupo para DHA [F(1,16)=0,980 e p=0,337], AG saturado [F(1,16)=1,000 e
p=0,332] ou n-6 PUFAs [F(1,16)=0,617 e p=0,443]; ou interagdo para DHA
[F(1,16)=1,328 e p=0,266], AG saturado [F(1,16)=1,612 e p=0,222] e n-6 PUFAs
[F(1,16)=0,000 e p=0,999]. Todavia, ndo foram observadas diferengas no total de AG n-
3 PUFAs [F(1,16)=0,111 e p=0,744 para o grupo, F(1,16)=0,782 e p=0,390 para a dieta
e F(1,16)=0,385 e p=0,544 para a interacio] ou no Indice dmega-3 (EPA + DHA)
[F(1,16)=0,537 e p=0,537 para grupo, F(1,16)=0,245 e p=0,627 para a dieta e
F(1,16)=0,270 e p=0,871 para a interacdo] entre 0s grupos.

Nenhuma outra diferenga ou efeito isolado foi observado no perfil de AG no

sangue periférico (Tabela 3). Entretanto, houve correlagdes negativas entre 0s niveis
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periféricos de AG 18:0 (estearico) e o indice de HOMA (r=-0,553 e p=0,014), a insulina
(r=-0,920 e p=0,027) e os niveis de triglicerideos (r=-0,580 e p=0,009). Além disso, 0s
niveis periféricos de AG 16:1 n-7 (palmitoléico) correlacionaram-se positivamente com

a deposicdo de gordura abdominal (percentagem do peso corporal) (r=0,486 e p=0,035).
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Tabela 3 - Composi¢do dos acidos graxos do sangue periférico do grupo separado e ndo-manipulado submetido a dieta adequada ou deficiente
em n-3 PUFAs.

GNM GSM Valor de p
Dietas Adequada Deficiente Adequada Deficiente
(mg/100mg (mg/100mg (mg/100mg (mg/100mg Grupo Dieta Interacéo
acido graxo) acido graxo) acido graxo) acido graxo)
12:0 05+0,6 04+04 1,1+04 09+0,7 0,060 0,539 0,788
14:0 0,8+0,6 05+04 06+0,1 0,6+0,2 0,563 0,388 0,474
16:0 242+21 25,0+0,3 242+2,0 231+14 0,209 0,846 0,181
16:1 n-7 0,4 +0,5* 0,0+0,0° 0,2 +0,3*" 0,6 + 0,6 0,384 0,957 0,030
17:0 0,2+0,3 04+04 0,2+0,3 0,2+0,3 0,369 0,369 0,640
18:0 18,3+2,2 18,2+0,9 19,1+1,7 16,8+25 0,708 0,178 0,210
18:1n-9 139+20 140+0,6 152+1,7 16,3+ 3,1 0,063 0,527 0,551
18:1 n-7 1,7+0,5 19+0,2 19+04 22+03 0,213 0,142 0,713
18:2n-6 11,1+1,6 11,7+1,6 11,3+15 136+25 0,206 0,092 0,311
20:1 n-9 0,1+0,2 0,3+0,5 0,1+0,1 0,2+0,3 0,620 0,164 0,894
18:3n-3 08+0,3° 0,1+0,2° 0,5+ 0,4* 0,6+0,5° 0,512 0,074 0,028
22:0 0,7+0,7 0,2+05 04+05 0,3+05 0,723 0,375 0,404
20:3 n-6 1,0+0,8 1,2+0,8 0,7+0,7 0,7+0,7 0,261 0,759 0,791
20:3n-3 02+04 0,1+0,3 0,3+0,5 0,0+0,0 0,975 0,264 0,431
20:4 n-6 11,8+1,0 139+14 113+2,1 11,8 +3,0 0,174 0,172 0,405
24:0 3,8+19 26+17 33+19 29+18 0,906 0,352 0,620
20:5n-3 1,2+0,8 0,0+0,0 0,7+10 0,6+0,9 0,909 0,075 0,112
24:1 n-9 3,7+172 33+04 35+1,0 27+14 0,397 0,173 0,723
22:5n-3 1,7+04 1,0+0,7 15+0,9 1,1+0,8 0,935 0,099 0,605
22:6 n-3 2,7+0,6° 41+16° 2,8+0,4° 3,2+0,0° 0,337 0,037 0,266
Saturado 48,5 +3,5° 474 +1.2° 488 +2,7° 447 +2,8° 0,332 0,048 0,222
Monoinsaturado 200+24 195+0,8 208 +1,1 22,0+ 2,7 0,065 0,680 0,335
n-3 PUFAs 6,7+14 54+20 58+2,0 56+2.2 0,744 0,390 0,544
n-6 PUFAs 239+1,9 26,8+0,9° 23,4 +2,2° 26,2 +1,4° 0,443 0,001 0,999

Raz&o n-6/n-3 3,7+0,6 56+2,0 45+19 54+ 24 0,734 0,112 0,576
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8. DISCUSSAO

8.1 PARTE CLINICA

A coorte do estudo clinico encontra-se em andamento e tem o objetivo principal
de acompanhar o par mae-RN desde o pds-parto até os seis meses de vida do lactente.
Trata-se do primeiro estudo longitudinal tematico focado em avaliar os desfechos
materno-infantis entre maes de diferentes condicfes clinicas (Bernardi et al., 2012).
Dessa forma, é importante ressaltar que se torna dificil a comparacdo dos resultados
encontrados com aqueles de estudos de outras coortes de RNSs.

Observou-se que a amostra da coorte IVAPSA constituiu-se de maes com média
de idade aproximadamente de 26,5 anos, possuindo 9 anos de escolaridade, sendo em
sua maioria da cor da pele branca e das classes socioecondmicas familiares B2, C1 e
C2. Em relacdo a idade materna, a média foi maior no GHAS, em comparacdo ao
GTAB e GRCIU. Assim, evidenciou-se que a idade das mdes foi superior as coortes de
Ribeirdo Preto de 1978 (25,6 anos) e 1994 (25,7 anos) (Goldani et al., 2000), seguindo a
tendéncia de aumento da idade materna na populacdo (Hernandez et al., 2011).

Em relacéo as caracteristicas antropomeétricas, observou-se maior media de peso
pré-gestacional e maior ganho de peso gestacional no GHAS. Confirmando a associagdo
das duas condigdes clinicas: coorte denominada ALSPAC (Avon Longitudinal Study of
Parents and Children) com 12.522 mulheres encontrou que maior peso pre-gestacional
esteve associado com maior risco de hipertensdo gestacional e pré-eclampsia
(Macdonald-Wallis et al., 2013). Aléem disso, outra coorte realizada em Portugal com
6952 mulheres encontrou associacdo de disturbios hipertensivos na gestagdo com

excesso de peso antes e durante a gestacdo (Alves et al., 2013).
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Sobre as variaveis antropométricas infantis, os valores de peso do RN,
comprimento ao nascer e perimetro cefalico foram significativamente diferentes entre os
grupos (valores inferiores no GRCIU). As diferengas encontradas confirmam a
adequada selecdo dos grupos de conveniéncia da coorte.

A partir dos resultados do consumo retrospectivo das gestantes, encontrou-se
que o AG AA foi superior no GHAS, por outro lado, a razéo entre n-6 e n-3 foi inferior
no GDM. Entretanto, ndo houve associagdo com os demais nutrientes analisados entre
as maes dos diferentes grupos.

Sabe-se que o acido araquiddnico (AA) da série n-6 é convertido em mediadores
eicosandides por trés grupos de enzimas distintas: cicloxigenases (COX), lipoxigenases
(LOX) ou citocromo P450 monoxigenases (CYP). Por sua vez, a via do CYP produz
dois tipos de eicosandides: acidos epoxieicosatrienoicos (EETs) formados pela CYP
epoxigenases e acidos hidroxieicosatetraenoico (HETES) formados pela CYP dmega-
oxidases (Brash, 2001). Tais produtos foram inicialmente caracterizados por suas
fungdes vasoativas na fisiopatologia da hipertensdo experimental, angiogénese e
desenvolvimento de inflamacgdo (Bogatcheva et al., 2005). Além disso, alguns estudos
indicam que os metabolitos da via CYP do AA podem desempenhar papel no
desenvolvimento de glomeruloesclerose em estados de doencga tais como hipertenséo,
diabetes e lesdes autoimunes (Muthalif et al., 1998; Uddin et al., 1998; Sun et al.,
1999).

Estudo recente realizado com homens japoneses encontrou que a inadequacéo
dietética de AG de cadeia longa (mensurado pelo nivel sérico baixo da razdo EPA/AA)
esteve correlacionada com acumulagdo de gordura visceral nos individuos (Inoue et al.,
2013). Sobre o papel do AA na vida precoce, estudo holandés mostrou associacdo

negativa significativa entre o AA plasmatico e o peso do RN e comprimento ao nascer
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(Dirix et al., 2009). Além disso, outro estudo demonstrou, ap0s 0s ajustes para fatores
de estilo de vida e sociodemograficos, que altas concentracdes de AA mantiveram-se
associados com menor peso ao nascer, maior risco de baixo peso ou ambos os fatores
(van Eijsden et al., 2008). No entanto, os resultados encontrados neste estudo ndo
permitem afirmar que o maior consumo de AA tenha ocasionado hipertensdo nas
gestantes, em funcdo da complexidade dos fatores de risco envolvidos com a doenca
(Alves et al., 2013), além do desconhecimento do inicio da hipertensdo materna. Sabe-
se que as principais fontes de 6mega-6 sdo: 6leos vegetais (principalmente milho e soja)
e carnes (principalmente frango) (Martin et al., 2006). Artigo com o objetivo de
descrever os dados da POF (Pesquisa de Orgcamento Familiar) 2008-2009 observou
excesso de aguUcares livres e de gorduras em todas as regides, especialmente nas Sul e
Sudeste, além da propor¢do de AG saturados ser elevada no meio urbano e consistente
com a maior participacdo de produtos de origem animal (Levy et al., 2012). Assim,
sugere-se que o maior consumo do AG AA possa ser um marcador do estilo de vida
dessas gestantes, refletindo em pior qualidade da dieta (ndo mensurada nestas analises).
Porém, neste estudo, maior consumo de AA ndo esteve relacionado com o peso ao
nascer.

Sabe-se que os AG das familias n-6 e n-3 competem entre si pelas enzimas
envolvidas nas reacdes de dessaturacdo e alongamento da cadeia, assim, a adequada
razdo entre a ingestdo diéria de alimentos fontes assume importancia no contexto da
nutricio (Emken et al., 1994). Artigos de revisdo evidenciam a tendéncia de
convergéncia da razdo entre os AG n-6 e n-3 para o intervalo de 4:1 a 5:1, porém as
razdes entre 2:1 a 3:1 tém sido recomendadas por alguns autores. Por outro lado, dietas
baseadas em razfes entre n-6 e n-3 inferiores a 1:1 ndo sdo recomendadas, como

também razdes superiores a 10:1, devido a consequéncias adversas a saude (Martin et
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al., 2006; Simopoulos, 2008). Sabe-se que a dieta ocidental pode chegar a razdo n-6 e n-
3 elevada, como 30:1 (Simopoulos, 2008). Assim, para a promogdo de salde geral, essa
razdo deveria ser mais baixa que a da dieta ocidental. Alguns especialistas advogam
diminuir essa relagdo por meio tanto do aumento do consumo de n-3 como também pela
reducdo de n-6 (Santos et al., 2013). Dessa forma, o fato do GDM ter razdo n-6/n-3
inferior ao GCON pode estar relacionado ao fato das puérperas relatarem maior
orientacdo nutricional durante a gestacdo (76%) em comparagdo aos outros grupos
(GRCIU: 66,7%; GHAS: 55%), apesar de ndo possuir diferenca estatistica (p=0,171)
entre eles.

Nesse estudo, ndo foram encontradas diferencas do consumo alimentar das
gestantes com o0s demais nutrientes entre os grupos. A hipdtese de que individuos
expostos ao tabagismo possuem maior preferéncia alimentar por carboidratos (Ayres et
al., 2011) n&o foi explicada pelo maior consumo de carboidrato na gestagéo.

Ressalta-se que o consumo de nutrientes avaliados ndo apresentou associacéo
com o desfecho peso ao nascer, trazendo a dificuldade que é mensurar de forma direta
essas associacOes, porém, efeitos na parte metabdlica ou a longo prazo deverdo ser
investigados nas criangas para conclusdes mais precisas do efeito do consumo alimentar
materno.

Corroborando com o resultado, estudo com o objetivo de determinar a
associagdo entre o consumo de frutos do mar em mulheres e o crescimento fetal ndo
encontrou diferenca estatisticamente entre eles. Entretanto, nas mulheres com
sobrepeso, 0 maior consumo de frutos do mar antes da gestacdo esteve associada a
maior circunferéncia biparietal fetal e circunferéncia abdominal e medidas
antropometricas infantis. Do menor para o maior tercil de consumo, a média do peso ao

nascer foi 167g maior (Drouillet et al., 2009). Porém, estudo cléssico realizado com o
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objetivo de explorar se o consumo materno de frutos do mar é um determinante do peso
ao nascer encontrou que as criangas cujas mées consumiram trés ou mais refeicdes dos
alimentos por semana apresentaram maior média ponderada de peso ao nascer superior
(200 gramas), quando comparado as criangas cujas méaes ndo consumiram frutos do mar
(Olsen et al., 1993). Outro estudo dinamarqués realizado com mais de 8.000 mulheres
também constatou que criangas cujas mées consumiram peixe durante a gestacdo
apresentaram peso maior em relagdo as mées que nao consumiam o alimento. Além
disso, encontrou-se que 0 risco de parto prematuro e de baixo peso ao nascer aumentou
nas mulheres que consumiam pouco ou ndo consumiam peixe (Olsen & Secher, 2002).
Assim, sugere-se que uma série de confundidores (exposoma) diferentes podem
influenciar os resultados de consumo alimentar materno e desfechos nas criangas,
ocasionando a inconsisténcia dos resultados dos estudos (Mathers, 2007).

Neste estudo, observou-se também que o peso pré-gestacional, mediador nesse
processo, influenciou o peso ao nascer em todos 0s nutrientes analisados. Sugere-se gque
0 peso pré-gestacional, mesmo estando relacionado com o ganho de peso gestacional,
seja um preditor independente nas associacdes do peso ao nascer, ao contréario do ganho
de peso proporcional calculado. Assim, para esta amostra, a heranga biologica da mée
teria maior influéncia nas condicBes de salde da crianca do que a plasticidade
gestacional. Coorte realizada com mais de 100 mil nascimentos entre 2000 a 2005
encontrou que o IMC preé-gestacional modificou a relacdo ganho de peso e maior peso
ao nascer (Dietz et al., 2009).

Dentre as limitagdes do estudo, aponta-se que o consumo alimentar das gestantes
foi avaliado retrospectivamente por meio da aplicacdo do QFA, o que pode ter
provocado o Vviés de recordacdo (vies de afericdo) e a causalidade reversa. Por se tratar

de um questionario semiquantitativo, o QFA utilizado pode ter contribuido para a
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superestimacgdo na quantidade consumida de cada um dos alimentos investigados, em
comparacédo a instrumentos como o Recordatoério 24 horas (Giacomello et al., 2008). No
entanto, houveram treinamentos especificos com o0s entrevistadores e observagdes
importantes no questionario, como estratégias para melhorar o desempenho do
instrumento. Além disso, ao se retirar da amostra as maes com 0 consumo superior a
10.000Kcal, ndo houve modificagdo significativa dos resultados encontrados. Por se
tratar de um estudo de seguimento partindo de uma entrevista realizada no pds-parto, o
instrumento escolhido foi 0 QFA, pois ele mensura o consumo alimentar em periodos
longos de tempo, e sua execucado e a analise dos resultados, séo faceis e rapidas, quando
comparado a instrumentos como registros ou recordatérios. As vantagens na aplicacéo
do instrumento traduzem em baixo custo, importante fator em estudos epidemioldgicos
(Zulkifli & Yu, 1992; Fisberg et al., 2005).

Outra limitacdo importante foi o fato da informacao sobre o peso pré-gestacional
ser obtida por meio do relato das puérperas. Entretanto, evidencia-se na literatura que
muitos autores utilizam essa informagéo de maneira auto-relatada (Jensen et al., 2005;
Kac & Velasquez-Melendez, 2005) pela alta correlagdo encontrada entre o peso referido
pela gestante e 0 mensurado (r=0,99) (Kleinman et al., 2007).

Para investigar o impacto de exposi¢cOes precoces e os efeitos ao longo da vida
em diferentes contextos clinicos, o delineamento escolhido deste estudo foi o de coorte
multipla prospectiva controlada, com base em uma amostra de conveniéncia de RNSs,
pois se evidencia que os desfechos estudados possuem diferentes taxas em gestantes.
Em estudos realizados no Brasil encontram-se, por exemplo, prevaléncia de HAS em
gestantes em Sao Paulo de 13,9% (Chaim et al., 2008); hiperglicemia gestacional em 6
capitais do Brasil de 7,6% (Schmidt et al., 2000); fumantes ativas durante a gestacao de

23% em Porto Alegre (Galéo et al., 2009) e 18,0% em Ribeirdo Preto e 18,5% em
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Maranhdo de bebés com RCIU (De Farias Aragao et al., 2005), independente da causa,
pela classificacdo de Kramer et al., (Kramer et al., 2001). Entretanto, a capacidade de
generalizacdo dos resultados fica limitada, em funcdo dos grupos terem condicOes
concomitantes.

Esse estudo inaugurou ainda de forma preliminar a fase de analises da coorte
IVAPSA. A partir do desenho original, a IVAPSA busca investigar a influéncia dos
diversos fatores ambientais e constitucionais sobre os desfechos ao longo do ciclo vital
de individuos submetidos a diferentes padrGes de estresse. Os resultados preliminares
apontam para as dificuldades de identificar possiveis relacbes de causalidade
considerando questdes temporais (duracdo e janelas), intensidade e direcdo. Essa crise
das hipoteses advindas do DOHaD emana da critica constituida sobre o seu teor
deterministico em disputa com influéncias ofertadas pela histéria materna, rica em
eventos aleatérios e pelo futuro dessa geracdo de RN. Assim, o desafio e objetivo
constituem-se em conduzir esse estudo sobre o ténue limite entre a davida do estado da
arte e a incerteza dos nossos resultados, evitando colocar em evidéncia achados
ocasionais. Enfim, avancado para além dos objetivos do estudo temos a intengdo de

continuar com a responsabilidade de fazer uma ciéncia comprometida.
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8.2 PARTE EXPERIMENTAL

A partir dos resultados da parte experimental, encontrou-se que 0 estresse,
medido por meio da separacdo materna, esteve associado ao ganho de peso, consumo
alimentar, gordura abdominal e TG plasmatico em ratos adultos. Além disso, a
exposicao cronica a deficiéncia dietética de n-3 PUFAs potencializou a vulnerabilidade
conferida pelo estresse neonatal, conduzindo a alteraces na resisténcia insulinica e a
leptina, assim como alteragdes especificas no perfil de AG periféricos.

Dessa forma, os resultados deste estudo mostraram que o estresse pela separacéo
materna esta associado com maior peso corporal, o qual pode ser detectado ao desmame
(antes da exposicdo a deficiéncia dietética em n-3 PUFAS), bem como no aumento da
ingestdo alimentar e gordura abdominal, independentemente do tratamento dietético. E
interessante notar que o padrdo de ingestdo alimentar a partir da semana 1 a 3 € irregular
em todos os grupos pelo aumento da ingestdo alimentar stbita durante a segunda
semana de exposicdo a dieta. Outros dados tém mostrado semelhante irregularidade
durante as primeiras medi¢des do consumo alimentar quando ha alteracdo no tipo de
dieta e/ou no teor de gordura (Lucas et al., 1989) e isto é possivelmente relacionado
com a adaptacéo dos filhotes para a nova alimentacao.

Em relacdo ao modelo de intervencdo precoce, os estudos sugerem que a
separacdo materna neonatal possa levar ao desenvolvimento de desordens alimentares,
especialmente quando o animal é desafiado com outros estressores sociais ou
metabolicos ao longo da vida (Jahng, 2011). O balango energético positivo,
especialmente em um animal conhecido por ter resposta inadequada ao estresse (Plotsky
& Meaney, 1993), com amplificacdo da acdo de glicocorticoides, provavelmente

desempenha importante papel no desenvolvimento da obesidade central abdominal
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(Masuzaki et al., 2001). Sugeriu-se que o aumento da gordura abdominal seja definido
como um marcador de "tecido adiposo disfuncional™ (Despres & Lemieux, 2006), que
permite alteracdes no metabolismo de AG livres e hipertrigliceridemia, como observado
nos animais separados. O resultado do aumento de AG livres no fluxo para o figado
prejudica o metabolismo hepatico (Wree et al., 2011), que conduz ao aumento da
resisténcia a insulina hepatica (Fabbrini et al., 2009). Como os n-3 PUFAS sdo potentes
inibidores da glicolise hepética e da lipogénese de novo, através da inibicdo de genes
envolvidos na utilizacao de glicose e sintese lipidica, incluindo piruvato quinase tipo L,
a sintese de AG e Acetil-CoA carboxilase (Blake & Clarke, 1990), a deficiéncia
dietética deste nutriente agravaria a sintese e 0 armazenamento hepatico de AG (Jump
& Clarke, 1999) e, por conseguinte, aumentaria o risco de lipotoxicidade hepatica
(Wree et al., 2011).

Assim, com o aumento da resisténcia a insulina hepatica, ha diminuicdo da
capacidade da insulina em regular negativamente a expresséo do gene PEPCK como
observado no grupo de ratos separados e com n-3 PUFAs deficiente (Chakravarty et al.,
2005; Yabaluri & Bashyam, 2010). Isto prejudica a produgdo de glicose no figado e,
consequentemente, aumenta a necessidade de producdo de insulina para manter a
glicemia normal. Sugere-se que este “esfor¢o” seja um indicativo do aumento alostatico
encontrado no grupo (McEwen, 2002).

Sabe-se que a insulina € um dos principais reguladores dos niveis de leptina
(Bradley & Cheatham, 1999; Lee et al., 2007b) e que 0 aumento da insulina periférica
encontrado no estudo pode explicar as alteracbes nos niveis de leptina descritos no
grupo de ratos separados com n-3 PUFAs deficiente. Apesar de maior circulagcdo dos
niveis de leptina (citocina anorexigénica), ratos do grupo separado apresentaram

aumento da ingestdo alimentar, o que ndo foi explicada por diferencas do NPY do
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hipotdlamo (neuropeptideo que desempenha papel importante como estimulante do
apetite). Estudo encontrou aumento dos niveis de NPY mRNA somente apds 48 horas
de privagdo alimentar em fémeas separadas, porém nao houve diferencas nos niveis de
expressdo basal arqueadas deste peptideo (Yoo et al., 2011). Este resultado esta de
acordo com o encontrado, no sentido de que os niveis de NPY do hipotdlamo néo
parecem responder aos sinais periféricos da homeostase energética nos animais do GSM
da mesma forma que o GNM. Sabendo-se que a leptina diminui a liberacdo de NPY
(Wang et al., 1997), a auséncia de efeito sobre estes niveis de peptideo poderia ser
interpretada como um sinal hipotalamico de resisténcia a leptina no GSM com n-3
PUFAs deficientes.

Estudo que avaliou os efeitos da linhaca na dieta, fonte de AG n-3 PUFAS, ndo
mostrou diferenga no ganho de peso, consumo alimentar e eficiéncia calorica nos ratos.
No entanto, houve diminuicdo significativa da glicose no sangue, colesterol total e TG
nos animais que receberam linhaca, quando comparados aos controles (Marques et al.,
2011). Neste estudo, ndo se encontrou diferengas na glicemia ou colesterol, apenas nos
TG, mas sendo influenciados pela intervencdo neonatal. Outros estudos descreveram
que a privacdo dietética de n-3 PUFAs por ndo mais de 3 meses é suficiente para
provocar deplecdo grave de AG nos fosfolipidios hepéaticos e nos TG (Malaisse et al.,
2009) e induz as caracteristicas de sindrome metabolica (SM), incluindo a esteatose
hepatica, a obesidade visceral e a resisténcia a insulina (Cancelas et al., 2007; Sener et
al., 2009). Do mesmo modo, estes efeitos foram vistos apenas em ratos estressados no
periodo neonatal e ndo no GNM. Assim, acredita-se que a separacdo maternal tenha
provocado aumento da vulnerabilidade a efeitos metabolicos da deficiéncia dietética de

n-3 PUFAEs.
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Autores (Clarke et al., 2009) tém relatado que 0 processo da separa¢do materna
reduz de maneira significativa as concentragdes plasméaticas de n-3 PUFAs total
(incluindo o ALA, EPA e DHA) em comparacdo aos controles. Neste estudo, ndo foram
encontradas diferengas nos niveis periféricos de n-3 PUFASs e a dieta deficiente induziu
a reducdo do ALA periférico apenas no GNM. E possivel que os filhotes do GSM ja
estivessem no nivel mais baixo de limite bioldgico (assumindo que o limite mais baixo
biolégico é mais elevado para 0 GSM), e foi indiferente para a deficiéncia em nosso
estudo. Outra possibilidade é que se observam mais efeitos do préprio estresse no inicio
da vida, ao invés de uma interacdo estresse x dieta per se nesse resultado.

Neste estudo, 0s animais expostos a separacdo materna e ao consumo dietético
de n-3 PUFAs apresentaram aumento do AG palmitoléico. Sabe-se que o AG
palmitoléico esta associado ao aumento das concentracfes de insulina (Lovejoy et al.,
2001), resisténcia insulinica (Vessby et al., 1994; Wang et al., 2003; Kotronen et al.,
2009; Mozaffarian et al., 2010; Dias & Couture, 2012; Kurotani et al., 2012; Kim et al.,
2013), DM tipo 2 (Hodge et al., 2007; Patel et al., 2010), SM (Warensjo et al., 2005;
Tanaka et al., 2012; Kim et al., 2013), insuficiéncia cardiaca (Djousse et al., 2012b) e
doenca coronariana (Djousse et al., 2012a). O teor plasméatico de AG palmitoléico é um
marcador independente de trigliceridemia e adiposidade abdominal em homens (Paillard
et al., 2008; Mozaffarian et al., 2010), os quais estdo de acordo com a correlacdo
positiva entre este AG a nivel periférico e a quantidade de gordura abdominal
encontrada neste estudo. Além disso, tem-se mostrado inducdo de esteatose hepética e
aumento de expressdo da sintese de AG em camundongos (Guo et al., 2012),
corroborando com a ideia de lipotoxicidade hepética nos animais separados submetidos

a dieta deficiente em n-3 PUFASs, como discutido acima. Nossos resultados também
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concordam com a literatura sobre a correlacdo negativa entre AG estearico e HOMA,
bem como os niveis de insulina (Wang et al., 2003; Patel et al., 2010).

A respeito do fato da dieta deficiente em n-3 PUFAs ter ocasionado, neste
estudo, aumento dos niveis periféricos de DHA, ressalta-se que 0s grupos ndo tiveram
diferencas em outros indices n-3 PUFAs como o indice 6mega-3 e o total de n-3 PUFAs
no sangue. Uma possivel explicagdo para o aumento dos niveis de DHA periférico
baseia-a na deficiéncia muito suave imposta pela dieta usada. Estudo usando o contetido
dietético diferente de ALA demonstrou que, em tal nivel de deficiéncia, o DHA
plasmatico ndo foi afetado pela dieta (Kim et al., 2011). Outro estudo mostrou que 0s
niveis de DHA diminuiram mais lentamente que os de EPA ap6s reducdo de n-3
PUFAs, indicando algum tipo de retencdo do DHA (von Schacky et al., 1985). A nivel
soroldgico, os efeitos do baixo consumo de n-3 PUFAs sdo menos severos do que em
outros tecidos (Anderson & Connor, 1994). Além disso, parece que o metabolismo
sanguineo compartimental de DHA varia substancialmente de acordo com o tipo de
dieta, tanto em termos de biodisponibilidade no plasma como de acumulagdo nos
tecidos-alvos (Lemaitre-Delaunay et al., 1999). Como as concentragdes plasmaéticas
eritrocitarias de EPA e DHA, indice de 6mega-3 e o total de n-3 PUFAs tém correlacdes
mais fracas com o teor de AG correspondente no cérebro, em comparagdo a outros
tecidos (Tu et al., 2013), os animais recebendo a dieta deficiente em n-3 PUFAs
poderiam ainda ter experimentando baixos niveis de AG essenciais n-3 PUFAs em
tecidos-alvos, principalmente, o cérebro, e isso poderia explicar os efeitos metabdlicos
observados no GSM.

Finalmente, nossa dieta deficiente € mais estreitamente relacionada com uma
deficiéncia leve de n-3 PUFAs que pode ser facilmente encontrada em populagdes,

portanto, pode-se argumentar que nosso trabalho tem o potencial de ser mais facilmente
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transponivel para as condigdes humanas. Sabe-se que a dieta ocidental pode chegar a
razdo n-6/n-3 elevada, como 30:1, quando o desejavel seria variar entre 5:1 a 2:1
(Simopoulos, 2008). A proporgédo da nossa dieta deficiente foi de 5:1, novamente, uma
deficiéncia leve. Este resultado adicional € importante para nossos achados,
considerando que, possivelmente as interacfes entre o0 estresse precoce e a deficiéncia
nutricional de n-3 PUFAs poderiam ter afetado ainda mais os resultados metabdlicos se
a deficiéncia dietética aplicada fosse mais intensa. Assim, sugere-se que nossos achados
sejam aplicaveis a humanos, com o fato de que qualquer adulto poderia ter apresentado
0S mesmos ou piores niveis de deficiéncia dietética, como imposta no nosso modelo. E
interessante destacar que o estresse neonatal interagiu com a deficiéncia cronica de n-3
PUFAs aumentando a vulnerabilidade metabolica. Outros estudos utilizando modelo
semelhante demonstraram que a separacdo materna interage com a deficiéncia dietética
de n-3 PUFAs aumentando a resposta a depressdo, a recompensa e a impulsividade
(Mathieu et al., 2008), sendo associado com maior ansiedade e respostas de medo em
situagdes inevitaveis, enquanto que a sua capacidade de lidar com tarefas aversivas
permaneceram inalteradas (Mathieu et al., 2011). Em humanos, varios estudos
demonstraram que a SM é uma comorbidade associada frequentemente com depressdo
maior (Kahl et al., 2012; Pan et al., 2012; Seppala et al., 2012).

Estudo de imagem por ressonancia magnética funcional do cérebro (Ryan et al.,
2012) demonstrou que alteragdes no estriado ventral mediaram a relag&o entre o indice
de HOMA e os sintomas de humor deprimido. Este estudo suporta a teoria de que
alteragOes funcionais em circuitos de recompensa variam diretamente com os niveis de
resisténcia a insulina entre os individuos. Além disso, o papel de n-3 PUFAs em
transtornos do humor tem sido extensivamente estudado (Lin & Su, 2007; Ross et al.,

2007; Martins, 2009). Portanto, € possivel que a resisténcia a insulina encontrada neste
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estudo, em animais GSM expostos a dieta deficiente em n-3 PUFAs, desempenha papel
na explicagdo das alteragcbes comportamentais descrito por (Mathieu et al., 2008).
Ressalta-se a importancia de estudos futuros para determinar se uma dieta suplementada
com n-3 PUFAs poderia ter influéncia protetora em ratos submetidos separacdo

materna.
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9. CONCLUSOES

Sobre a parte clinica, os achados sugerem que, a curto prazo, o consumo de AG
das gestantes ndo influenciou o peso ao nascer das criangas entre os diferentes
ambientes intrauterinos, porém as gestantes hipertensas possuiram maior consumo de
AA e as diabética menor relacdo n-6/n-3. Sobre a parte experimental, a separacdo
materna ocasionou maior ingestdo alimentar, ganho de peso e alteragcbes metabolicas
decorrentes tais como: maior deposigéo de gordura abdominal e hipertrigliceridemia em
ratos machos adultos. Este é o primeiro estudo que descreve as consequéncias
metabdlicas de interrupcbes na interagdo mae-filhote usando este modelo. A deficiéncia
dietética de n-3 PUFAs potencializou alteragdes metabdlicas da separagdo materna,
conduzindo a resisténcia a insulina, a leptina e alterando o perfil periférico de AG, tais
como o aumento do acido palmitoléico.

Assim, ressalta-se a importancia de mais estudos que avaliem as variagGes na
vulnerabilidade do estresse com deficiéncia nutricional leve a longo prazo. Os
resultados podem ser relevantes para a prevencao primaria de condi¢Ges prevalentes na
populacdo atual, tais como a obesidade e a sindrome metabdlica, especialmente em

individuos expostos ao estresse precoce.
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Patricia Pelufo Silveira and Marcelo Zubaran Goldani”

Abstract

Background: Inthe last twenty vears, retrospective studies have shown that perinatal events may impact the
mdividual health in the medium and long term However, only a few prospective studies were designed to address
this phenomenon This study aims to describe the design and methods of the Impact of Peninatal Environmental
Variations in the Fist Six Months of Life - the IVAPSA Bith Cohort.

Method/Design: This 1s a climical study and mvolves the recrmitment of a birth cohort from hospitals in Porto
Alegre, Rio Grande do Sul Brazil Mothers from different clinical backgrounds (hypertensive, diabetics, smokers,
having an intrauterine growth restricted child for idiopathic reasons. and controls) will be invited to join the study
twenty-four hours after the birth of their child Data on economic, social, and maternal health care, feeding
practices. anthropometric measures, physical activity, and neuropsychological evaluation will be obtained in
interviews at postpartum, 7 and 15 days, 1.3 and 6 months of life.

Discussion: To our knowledge, this s the first thematic cohort focused on the effects of intrauterine growth
restrictionto prospectively enroll mothers from different clinical backgrounds. The IVAPSA Birth Cohort 1s a
promising research platform that can contribute to the knowledge on the relationship between permatal events

and their consequences on the children's early life.

Keywords: Infant, Low birth weight, Preterm birth, DOHaD, Programming, Barker hypothesis

Background

Over the past twenty vears, several studies have shown
that perinatal events may impact the individual's health
in the medium and long term. The imifial reports of Bar-
ker and colleagues, relating low birth weight with
increased cardiovascular risk in adulthood. were fol-
lowed by studies showing that, as a group, low birth
weight subjects persisted biologically different from
those of adequate weight until adulthood. They had
higher blood pressure [1]. being more likely to develop

* Correspondence: mgoldani/@hcpa ufigs br

Niicleo de Estudos da Smide da Crianga e do Adolescente — Hospital de
Clinicas de Porto Alegre— Faculdade de Medicina - Universidade Federal do
Rio Grande do Sul. Rua Ramiro Barcelos, 2350, CEP 90033-903 - Porto Alegre/
S — Brazil

type II diabetes [2] and metabolic syndrome as adults
[3]. In addition, in subsequent reports, these and other
researchers demonstrated that low birth weight was
associated with an altered pattern of plasma lipids [4].
reduced bone density [5] differentiated responses to
stress [6], less elastic arteries [7], specific patterns of
hormone secretion [8] and higher incidence of depres-
sion [9.10]. Moreover, it has been shown that different
insults during the pregnancy and neonatal period bring
long-term consequences to the offspring. even without
affecting birth weight [11,12]. In this protocol. we aim
to address these ideas. grouped into a new branch of
scientific knowledge called “Developmental Origins of
Health and Disease” (DOHaD).



To date, most of these studies were performed 1) in
preexisting birth cohorts, in which the primary study
hypothesis were not related to the DOHaD ideas [13-17]
and 2) in developed countries. Oanly a few prospective
birth cohorts were designed after the DOHaD concepts
arose [18-23], most of them focusing on low birth
weight as the main independent variable. However,
many studies are demonstrating that rather than birth
weight. the maternal phenotype in which the fetus will
develop (maternal behavior, metabolism. drug use and
diseases) is mofe important to determine the future
child’s health and disease patterns [24-31]. These new
evidence prompted our research group to design this
project - Impact of Perinatal Environmental Variations
in the First Six Months of Life - the IVAPSA Birth
Cohort.

Recent surveys support these ideas by demonstrating
interactions between the environment and gene expres-
sion at different levels. Not only the cellular environ-
ment affects gene expression and protein production,
but the individual's relationships with the enwvironment
may also influence aspects of behavior. morphology and
gene expression, even in a matter of hours [32]. Impor-
tant studies show that the influence of interactions
occurred at vulnerable or susceptible periods to pro-
gramming, through epigenetic effects. may persist even
in a transgenerational way [33.34]. However, there are
no studies to assess the interaction between changes in
the intrautenine environment deternrmnants of intrauter-
ine growth restriction (IUGR) and the individual genetic
characteristics on growth and long-term health. For
example, it is unclear whether individuals born with
IUGR due to exposure to smoking during pregnancy
will have the same health and disease pattern as indivi-
duals born IUGR due to maternal malnutrition or other
factors will. Besides, these two IUGR subtypes may
interact differently with the subject’s genotype to affect
its health and disease pafterns.

Our group is interested in understanding the long-
term effects of these fetal environmental changes on the
offspring’'s’ growth, behavior. metabolism and neurode-
velopment, as well as in the early identification of wvul-
nerability to the deleterious effects of these changes.
Thus, this project aims to assess the impact of variations
in the pennatal environment on the children’s health in
their first six months of life.

The aims of this longitudinal study are divided in four
domains:

1. Nutritional

There 1s an association between the IUGR infant and
acceleration growth in early postnatal life and the emer-
gence of insulin resistance, visceral obesity and glucose
intolerance in adult life [35]. In addition. it is known
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that about 10% of IUGR children will never catch up in
growth, a condition that may have an impact in the
child’s metabolism and later risk for disease [36]. In this
study we intend to investigate whether children born
IUGR. for different reasons grow differently. Besides. we
intend to verify interactions between these IUGR types
with environmental variations (nutrition. breast milk
composition, maternal behavior), aiming at identifying
early wvulnerability for growth failure or obesity risk and
its related metabolic consequences.

2. Behavioral

Studies from our group [37,30] and others [38.39]
have shown that the IUGR and smoking during gesta-
tion are associated with changes in eating behavior in
the long term. increasing the preference for palatable
foods. This altered relationship with food cues is identi-
fiable already early in life [40]. Besides, we [41] and
others [42-44] have shown that low birth weight leads
to increased vulnerability to sedentary behavier, in a
complex interaction with environmental variables such
as SES (socioeconomic status) [41]. Therefore it would
be of extreme importance to investigate if different
IUGR. profiles would lead to differential patterns of wul-
nerability to obesity by altering food practices or the
willing to exercise from early stages in life.

3. Molecular

Is it known that there is an interaction between geno-
type and size at birth on the risk for diabetes [45];
moreover other studies have shown mieraction between
polymorphic variations and perinatal environment on
risk for disease in adulthood [46.47] reflecting a gene-
environment interactions. However, there are oaly a few
studies investigating how wvariations in maternal pheno-
type interact with the genotype of mother-child pairs
and impact child growth and health

4. Neurodevelopment

Evidence suggests that there are adverse effects of
being born IUGR on the functioning and development
of the offspring, affecting the cogaitive development
[48.49]. academic achievement/professional attainment
[50] and the risk for psychopathology in later life
[51.52]. Children who are exposed to malnutrition early
in life may experience lasting effects on their brain
architecture and persistent distuptions of their stress
response systems [6.53]. However, only a few studies
investigate the interaction between IUGR and environ-
mental variations such as nutrition on these outcomes
[54]. Besides that, it is not known if different IUGR pro-
files derived from the wvarious maternal phenotypes dur-
ing gestation (maternal smoking. hypertension, etc.) or
right after birth (maternal care, depression. efc.) would
have a differenfial wvulnerability to these neurodevelop-
ment alterations.
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Methods/Design Participants

This is a thematic, prospective, longitudinal birth cohort Postpartum women assisted by Grupo Hospitalar Con-
with the aim to assess the interactions between the ceigdo (GHC) and Hospital de Clinicas de Porto Alegre
maternal phenotype during gestation (maternal smoking, (HCPA) residing in Porto Alegre. Rio Grande do Sul
hypertension, diabetes). the maternal/fetal genotype and Brazil Exclusion criteria are HIV patients. and newborn
their associations with outcomes related to growth, from twin gestations, having malformations or chronic
behavior and neurodevelopment (Figure 1). disease at birth or requiring hospitalization.

‘ Visit mothers at hospitals for first post natal check and get consent ‘

v ¥
‘ Enrelled in the study ‘ Do not participate in the study ‘
I

Hospital visit interview 24h post natal

Breast milk collection, child and mother saliva, socioeconomic and
demographic data, food frequency questionnaire and gestational physical
activity questionnaire.

I

Home visit interview at 7 days of life

Child health conditions questionnaire, mother 24h food-recall, Neurclogic
Adaptative Capacity Score (NACS), What Being the Parent of a New Baby Is
Like questionnaire (WPL) and maternal and child anthropometry.

Home visit interview at 15 days of life

Child health conditions questionnaire, mother and child 24h food-recall, What
Being the Parent of a New Baby Is Like (WPL), The Perceived Maternal
Parenting Self-Efficacy (PMP S-E), Karitane Parenting Confidence Scale (KPCS)
questionnaires, gestational violence gquestionnaire and maternal and child
anthropometry.

CRC visit interview at 1 month old

Child health conditions questionnaire, mother and child 24h food-recall,
Edinburgh Postnatal Depression questionnaire (EPDS), sleep gquestionnaire,
Perceived Stress Scale (PS5-14), child imitational abilities evaluation and
maternal and child anthropometry.

I

Home visit interview at 3 month old

Child health conditions questionnaire, mother and child 24h food-recall,
Edinburgh Postnatal Depression questionnaire (EPDS), sleep gquestionnaire,
Parental Bonding Instrument (PBI), Alberta Infant Motor Scale (AIMS),
Postpartum Bonding Instrument (PBQ) and maternal and child anthropometry.

CRC visit interview at 6 month old

Child health conditions questionnaire, mother and child 24h food-recall,
Edinburgh Postnatal Depression questionnaire (EPDS), sleep questionnaire,
Infant Behavior Questionnaire-Revised (IBQ-R), Affordance in the Home
Environment Motor Dewvelopment Infant Scale (AHEMD-IS), Alberta Infant
Motor Scale (AIMS), Postpartum Bonding Instrument (PBQ), Parent-Child Early
Relational Assessment (PCERA), postnatal viclence questionnaire and maternal
and child anthropometry.

Figure 1 Flow diagram of the recruitment strategy for the cohort study and data collechion procedures



Outcome measures
The proposed primary and secondary outcome measures
are shown in Table 1.

General information

Interviews will be performed at home or at the clinical
research center (CRC) in located at the Hospital de Clini-
cas de Porto Alegre (HCPA). During the interviews,
familial demographic, socioeconomic, and environmental
variables will be investigated. The ABEP (Brazilian
Researching Companies Association) questionnaire [55].
an official governmental document that assesses the eco-
nomic status for the Brazilian population, will be applied.
Mothers will be evaluated regarding the obstetric and
medical history, the use of medications use and smoking
habits. Children will be evaluated using the birth data
collected from the charts (date of birth. sex. age. weight
and length. Apgar score and complications). as well as
with questions about breastfeeding, complementary feed-
ing and a questionnaire about sleep behavior.

Table 1 Outcome measures for the cohort study

Outcome Parental Chuld owtcomes
outcomes
1. Nutritional FFQ Questions about
breastfeeding and
1.1 Dietary Data 24 h-recalls complementary feeding
- 24 h-recalls
1.2 Physical activity IPAQ short form -
1.3 Antropometry Body weight Birth data
Height Bodyweight
Arm Length
circumference
Subscapular Ammn circumference
skinfold
Waist Head circumference
circumference
Tneceps skinfold ~ Subscapular skinfold
Triceps skinfold
2. Behavior WEL QLR
PMP S E PCERA
EPCS =
PS5-14 z
PRI 3
FEQ -
EFDS o
Domestic Violence -
3. Neurodevelopment - NACS
E ATMS
5 AHEMDMS
- Child imitational abilities
- evaluation
4. Molecular Breast milk DNA
DNA z
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Team training and manual

During the first step of the study. the researchers will be
received training weekly during one year, based on ques-
tionnaires. protocols and anthropometrics measures, and
invited experts in the area: psychiatrist, neurologist and
pediatrics. A training manual will be used to ensure
standardization of instructions and consistency of train-
ing standards for project workers throughout the life of
the project.

Data collections instruments according to the four
domains

Nutritional

Dietary data Food intake estimate will be assessed by
24 h recall applied for both mother and child in differ-
ent occasions and by an 88-itens Food Frequency Ques-
tionnaire (FFQ). validated for the pregnant women in
Brazil [56]. The quantitative analysis of macronutrients
and micronutrients consumed will be calculated with
the use of NutriBase® software (Versio NB7 Network)
[Phoenix, AZ. USD].

Physical activity Physical activity during pregnancy will
be assessed by the International Physical Activity Ques-
tionnaire (IPAQ) short form. The items in the TPAQ
short form were structured to provide separate scores
on walking, moderate-intensity and vigorous-intensity
activity [57]. This instrument is proposed by the World
Health Organization (WHO) to determine physical
activity levels, and was used in different studies having a
good correlation with actual activity levels [58].
Anthropometry Anthropometric measurements will be
measured in duplicate to ensure minimum inter- and
intra-observer variability. and taken through the use of
standard techniques and calibrated equipment.

Body weight of the mothers and infants will be mea-
sured in kilograms with a portable digital electronic
scale (Martea] accurate to the nearest 50 g wearing
minimal clothing and without shoes. The infants will be
weight in the arms of mothers, for the scale tare. The
infant's weight will be then calculated by subtracting the
total body weight of the mother from the weight of both
mother and child

Stature of mothers and infants will be measured with
an extensible portable stadiometer L’Alturexata'&}. The
infant's recombent length will be measured in a supine
position, placed on a flat, stable surface such as a table.
The mother height will be measured using a height
board mounted at a right angle between a level floor
and against a straight, vertical surface such as a wall or
pillar.

Weight in kilograms and height in meters when used
to calculate body mass index (BMI). Body weight and a
weight gain of the pregnant women will be reported
from the charts. The gestational weight gain and



prepregnancy BMI will be classified according to the
recommendations of the Institute of Medicine [59]. The
nutritional status of infants will be evalvated using age
specific values of height, weight and BMI using the
World Health Orgamization [60] growth chart.

Amm circumference, head and waist circumference will
be measured with an inextensible tape measure. The
arm circumference of mothers and infants will be mea-
sured always at the left arm at the medium point
between the acromium and olecranum. Head circumfer-
ence of infants will be measured at the largest occipito-
frontal circumference. The waist circumference of
mothers will be measured midway between the costal
margin and iliac crest.

The subscapular and triceps skinfolds will be assessed
using a caliper (Lange's")_ In infants skinfold thickness
will be measured starting at 3 months. Triceps skinfold
of mothers and infants will be measured at the same
levels as the arm circumference and subscapular skin-
fold will be measured and at the lower angle of the sca-
pula. in the axis of the skin crease.

The arm and head circumference. subscapular and tri-
ceps skinfolds of infants will be evaluated using age spe-
cific using the World Health Organization [61] growth
chart.

Questionnaires assessing behavior

The following mnstruments will be applied to assess par-
ental care: the What Being the Parent of a New Baby Is
Like (WPL) [62]; the Perceived Maternal Parenting Self-
Efficacy (PMP S-E) [63] and the Karitane Parenting
Confidence Scale (KPCS) [64] at the home wvisit inter-
view at 15 days of life. These protocols will be translated
and walidated to Brazilian Portuguese during the course
of team training.

The WPL was developed to examine parents percep-
tions of themselves as parents and of the parenting
experience with yvoung infants, and was revised by
improving its subscales: Success, Centrality and Life
Change [62]. It consists of 25 items on a 9-point graphic
rating scale. The end points of each scale were labeled
with a bipelar descriptor. for example. “not at all diffi-
cult” and “very difficult”™. It was used in study verifying
maternal satisfaction scores [65]

The PMP S-E tool. which is made up of 20 items
representing four theorized subscales, was developed to
assess mothers’ perceptions of their ability to parent
(maternal parenting self-efficacy) [63]. In this instru-
ment, the mother will choose if the ‘strongly disagrees’
(scote 1) to ‘strongly agrees (score 4) with the situation
described. A low score on this scale indicates a low
maternal self-efficacy. It was used in study verifying
maternal social support and maternal parental self-
efficacy with postnatal depression at 6 weeks post deliv-

ery [66).
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The KPCS tool, a 15-ttem perceived parental self-effi-
cacy measure, is useful clinically in screening for parent-
ing difficulties, targeting interventions and evaluating
outcomes [64]. In this instrument, the mother will
choose if the situations described are true or not at all,
or at which frequency they are true, by choosing to
answer “no”, “hardly ever"; “no, not very often"; “ves,
some of the time"; and “yes, most of the time™. It was
used in study assessing the overall construct of parent-
ing confidence and the correlated to Being a Mother
scale (BaM-13) [67].

The Perceived Stress Scale (PS5-14) will be applied
when child is 1 month old. The instrument is composed
by 14 questions that were designed to check how unpre-
dictable, uncontrollable and overloaded respondents
evaluate their lives [68]. This instrument has questions
with response options that range from zero to four (0 =
never; 1 = almost never; 2 = sometimes; 3 = often and 4
= always). It was used in studies addressing perceived
stress. which assesses the extent to which a respondent
considers life situations to be stressful. and the associa-
tion with food consumption [69].

The Parental Bonding Instrument (PBI) is composed
by 25 questions in which the respondent answers in
relation to paternal or maternal behavior uatil his 16
vears of age [70,71]. The instrument will be applied
when the child is 3 months of life It is classically used
to address parental behavior in two subscales: warmth
and overprotection., showing high association with the
individual's depression and anxiety in adult life [72].
Because parental care shows some stability throughout
generations [73] this instrument could potentially pre-
dict the parental care that the child will be raised on
during her childhood [74].

The Infant Behavier Questionnaire-Revised (IBQ-R) 1s
composed of 184 items that assess the following the fol-
lowing 14 dimensions of temperament in infant: Activity
Level, Distress to Limitations, Approach, Fear. Duration
of Orienting, Smiling and Laughter, Vocal Reactivity,
Sadness. Perceptual Sensitivity. High Intensity Pleasure.
Low Intensity Pleasure. Cuddliness. Soothability, and
Falling Reactivity. Parents will be asked to rate the fre-
quency of specific temperament-related behaviors
observed over the past week (or sometimes 2 weeks) in
an ordinal scale ranging from 1 (never) to 7 (always)
[75]. The instrument will be applied when child is 6
months of life. If was used in studies examining the
relationship between breastfeeding and maternally-rated
infant temperament [76].

The Parental Bonding Questionnaire (PBQ) is a
screening instrument specifically targeted at disorders of
the early mother-infant relationship. It is composed by
25 guestions, in which the mother will choose responses
to each item on a 6-point Likert scale, with the scale



points labelled “always”. “very often™, “quite often”.
“sometimes”, “rarely” and “never” [77]. It was used in
studies to screen for mother-infant relationship disor-
ders and to assess the severity of the disorders [78].

Postpartum depression 15 the most common complica-
tion of childbearing. The 10-question Edinburgh Postna-
tal Depression Scale (EPDS) is a valuable and efficient
way of identifying women at risk for perinatal depres-
sion [79]. The scale indicates how the mother has felt
during the past seven days and the response format is
frequency-based. The responses to the 10 items are
added together to obtain a score. It was used in studies
assessing the prevalence and the background factors of
maternal depressive symptoms and their relation to the
quality of mother-infant interaction in a group of pre-
term infants and their mothers and the number of post-
natal signs of depression was associated negatively with
the quality of the maternal interaction behaviour with
their preterm infants [80].

To know if mothers suffered domestic violence, a spe-
cific questionnaire will be applied: Abuse Assessment
Screen [81.82] which has already been used and pub-
lished by a group of Porfo Alegre, Brazil [83]. This pro-
tocol 1s divided into four parts: oral aggressions, physical
aggressions, aggressions with gun, knife or other and
sexual abuse. It will be applied in two moments and will
assess violence during gestation and post gestational
violence.

The Parent-child Early Relational Assessment
(PCERA) was designed fo measure the quality of affect
and behavior in parent-child interactions [84]. The
instrument uses ratings that are based on observations
of 5-minute videotaped interactions. including feeding,
structured task. and free play. The PCERA will be
applied at 6 months wvisit.

Neurodevelopment

The Neurologic Adaptive Capacity Score (NACS) was
developed to detect central nervous system depression
in term neonates exposed to intrapartum medications
[85.86]. After that, the testing was used in numerous
other studies as a form of assessment of neurological
status of the newborn, with good correlation with long
term neurodevelopmental assessment [87]. It consists of
20 items arranged into two subscales: adaptive capacity
and neurclogic evaluation. The neurologic subscale is
further divided into four parts testing passive tone,
active tone. primary reflexes, and general neurclogic sta-
tus. Each of the 20 items is assigned 0, 1, or 2 points
depending on the infant’s response. The maximum total
score possible is 40. The NACS will be applied at the 7
days wisit.

The Alberta Infant Motor Scale (AIMS) 1s a standar-
dized scale that intends to evaluate and monitor the
gross motor function in infants, by means of
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spontaneous motor activity observation from birth to 18
months or until the child learns to walk. It was devel-
oped to assess infants at risk of developing neuromotor
dysfunctions. It quantifies gross motor activity in a glo-
bal score, taking into consideration three criteria related
to the quality of movement: weight distribution. posture
and movement against the force of gravity [88,89]. It
has a good correlation with the final gross motor abil-
ifies attained in later childhood [90]. The AIMS will be
applied at the 3 and 6 months wvisit.

The Affordances in the Home Enwvironment for Motor
Development - Infant Scale (AHEMD-IS) will be applied
at 6 months of life. It aims to assess the guantity and
quality of affordances in the home enviromment that are
conducive to motor development for infants 3- to 18
months. The structure for the AHEMD-IS was founded
on the same 5-factor model 1 proposed in the original
AHEMD [91]. As with the AHEMD, three types of tests
were determined acceptable: simple dichotomic choice,
4-point Likert-type scale, and description-based queries.
In addition, pictorial examples of the general classifica-
tion are provided to help parents identify available cate-
gories and specific items. The AHEMD scores were
shown to be associated with motor development in sev-
eral studies [92].

The presence and the nafure of hand fingers and facial
movement imitation will be examined in infants [93.94].
The instrument uses ratings that are based on observa-
tions of 6-minute wvideotaped. The child imitational abil-
ifies evaluation will be applied at 1 month wvisit. Study of
mirror-neurons systems is of functional importance to
individual's role in the development of imitation [95].
Biological samples
Breast milk collection and storage for milk composi-
tion and hormones The women will be advised to wash
their hands with soap and water before milking and
washing their breasts with water [96.97]. The collection
procedure will be performed by the mothers, under
appropriate supervision provided by the researcher. Milk
was collected, under supervision, by manual expression
directly into a plastic recipient. To express breast milk
by hand mothers or researchers will be have fo massage
in the breast by starting at the top of the breast in circu-
lar manner with the C shape position. After collection,
samples will be properly transported and stored at -80°C
at the Translational Pediatrics Laboratory until analysis.

Fatty acids will be determuned in phospholipids, trigly-
ceride, and cholesterol ester fractions. Lipids will be
extracted from serum with chloroform-methanol (2:1 by
volume) according to the method of Folch et al, 1957
[98]. Fatty acid fractions will be separated by thin-layer
chromatography using a silica gel plate and mobile-
phase development, using a mixture of hexane, diethyl
ether, and acetic acid glacial [99]. Fractions will be



visualized by iodine vapor. Phospholipids. triglyceride.
and cholesterol ester bands were scraped into separate
tubes, and lipids were extracted from silica with chloro-
form-methanol and converted into fatty acid methyl
esters by boron trifluoride catalysis [100]. The methyl
esters will be then separated and measured by gas chro-
matography on specific capillary column. Analysis was
performed on a Hewlett-Packard 6890 gas chromato-
graph equipped with a flame ionization detector. Helium
will be used as carrier gas and nitrogen as make-up gas.
The injection port temperature will be 200°C and the
detector temperature 250°C. The column temperature
will be held at 160°C for 5 min and increased to 190°C
at a rate of 2°C/min; it was then held at this tempera-
ture for 2 min, and increased again to 220°C at a rate of
1°C/min. The identity of each fatty acid peak will be
ascertained by comparison of peak retention time with a
previously characterized mixture of 20 fatty acids. The
relative amount of each fatty acid (% of total fatty acid)
will be quantified by integrating the area under the peak
and dividing the result by the total area for all fatty
acids.

Total carbohydrates from milk will be determined by

phenol-sulfuric acid assay, using the [101] method in a
microplate format. Protein concentration will be quanti-
fied using bicinchoninic acid (BCA) protein assay. Milk
leptin and corticosterone levels will be analyzed by
ELISA using commercial kits.
DNA extraction and genotyping The DNA will be
extracted from saliva samples collected from mothers
and their children at the postpartum interview using the
Isohelix DNA Buccal Swabs® (SK-2, Isohelix, United
Kingdon). Mothers will be instructed to first rinse with
100 ml of distilled water and the collection is made by
scraping the inner face of the cheeks with sterile cytolo-
gical brushes, with circular movements repeated about
30 times. Then the brushes hawve their outer portion of
the stems cut and placed in 2 ml microtubes. The sam-
ples will be stored in the refrigerator for a period of 2
to 30 days before extraction.

For the DNA exfraction, 200 ul TES (10 mM Tris
HCL pH 7.6, 1 mM EDTA, 0.6% SDS) and 5 pl of pro-
teinase K (10 mg/mL) are added to the tubes contain-
ing the swab and incubated for 2 h at 42 C. Then. the
brush is removed and it is added 42 pl of saturated
MNaCl (6 M), stirring by hand with vigor. The sample
will be centrifuged for 1 minute at 15,000 g. the
supernatant transferred to a new tube and added 2
times the volume of absolute ethanol. The tubes are
agitated and centrifuged for 1 minute at 15,000 g. The
pure ethanol is discarded and will be added 1 ml of
70% ethanol by inverting the tubes several times to
wash the pellet. Then tubes are centrifuged again for
1 minute at 15,000 g and the supernatant is discarded.
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Rinsing with 70% ethanol is repeated and., after
discarding the supernatant, the tubes remain open for
30 minutes to evaporate residual ethanol The DNA
15 dissolved in 60 pl TE 10:0,1 (10 mM Tris HCI,
0.1 mMEDTA).

Leptin  Gene and Leptin Receptor Proopiomelanocortin
gene (Pomc), Fat Mass- and Obesity-Associated gene
(FTO, 159939609 gene containing the risk A allele) and
Dopamine receptor D4 gene (Drd4) expression will be
measured by real-time quantitative reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction (RT-PCR) using an
inventoried TagMan FAM/MGB assay (Applied Biosys-
tems). Expression values will be normalized by GAPD
endogenous control expression using a TagMan VIC/
MGB endogenous control inventoried assay (Applied
Biosystems, 4352340E). Quantification will be carried
out by Nanodrop. Reactions will be performed in ABI
Prism 7500 sequence detection instrument. which
directly detects the RT-PCR product without down-
stream processing. Reactions will be carried out in a
total volume of 12 ml containing 6 ml of 2x TagMan
Gene Expression Master Mix (containing RO Ampli-
tag Gold DNA polimerase, AmpFrase UNG, dATP,
dCTP. dGTP. dUTP. and MgCl12), 0.6 ml of 20x Taq-
Man Gene Expression Assay, 0.6 ml of 20x TagMan
Endegenous Control, 3.8 ml of water and 1 ml of DNA
solution. Cycling program consists of 2 min at 50°C and
10 min at 95°C, followed by 40 cycles of 15 s at 95°C
and 1 min at 60°C. All reactions will be performed in
triplicates. Relative expression levels will be determined
by the ddCt method [101.102].

Sample size

Based on the effect size of 0.5 standard deviation (SD) of
difference between the average Z-score of weight at 12
months of age, level of significance of 5% and test
power of 80%, was calculated 72 mother-child pairs per
group and 144 pairs in the control group, summing up
a total 432 pairs calculating a loss to follow up of 20%,
the size of the final sample consists of 521 mother-child

pairs.

Data analyses

Analysis will be conducted at the individual level using
Statistical Package for Social Sciences (SPSS) version
18.0. It will be performed a descriptive analysis of con-
finuous and categorical variables. The parametric data
will be expressed as mean = standard deviation. To
detect the difference between variables with normal dis-
tribution, it will be used the ANOVA/ANCOVA tests
followed by Bonferroni post hoc. The chi-square will be
used to detect differences in proportions between
groups. Significance level of 5% (p = 0.05) and 95%
range will be considered.
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Discussion

To our knowledge, this is the first prospective cohort to
incorporate different maternal phenotypes in terms of
pathological states to provide evidence of impact in
developmental origins of health and disease.

Epidemiological studies in different parts of the world
relate to the influence of certain environmental factors
in early life with changes in the genetic expression,
determining a peculiar profile of health and disease.
Also, chinical and preclinical research point out to in the
same direction, suggesting a strong association between
environmental damages that occurred during the fetal
period or in the early stages of extrauterine life with the
emergence of chronic diseases throughout life. These
findings provide new links of causality, inferring the
possibility of building early behavioral. neurochemical
and metabolic adjustments determuinants of morbid out-
comes in the long term.

Future perspectives for the IVAPSA Birth Cohort
include the follow up these children umtil 5 years at least.
The IVAPSA Project is a promising research platform
that can contribute to the knowledge on the relationship
between perinatal events and their consequences on
children’s and adult health.
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Abstract

Early stress can cause metabolic disorders in adulthood. Omega-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFAs) deficiency has
also been linked to the development of metabolic disorders. The aim of this study was to assess whether an early stressful
event such as maternal separation interacts with the nutritional availability of n-3 PUFAs during the life course on metabolic
aspects. Litters were randomized into: maternal separated (MS) and non-handled (NH). The MS group was removed from
their dam for 3 hours per day and put in an incubator at 32°C on days lu to 10u postnatal (PND). On PND 35, males were
subdivided into diets that were adequate or deficient in n-3 PUFAs, and this intervention was applied during the
subsequent 15 weeks. Animal’s body weight and food consumption were measured weekly, and at the end of the
treatment tissues were collected. MS was associated with increased food intake (p= 0.047) and weight gain (p =0.012). but
no differences were found in the NPY hypothalamic content between the groups. MS rats had also increased deposition of
abdominal fat (p0.001) and plasma triglycerides (p = 0.018) when compared to the NH group. Interactions between early
life stress and n-3 PUFAs deficiency were found in plasma insulin (p = 0.033), HOMA index (p = 0.049). leptin (p=0.010) and
liver PEPCK expression (p = 0.050), in which the metabolic vulnerability in the MS group was aggravated by the n-3 PUFAs
deficient diet exposure. This was associated with specific alterations in the peripheral fatty acid profile. Variations in the
necnatal environment interact with nutritional aspects during the life course, such as n-3 PUFAs diet content, and
persistently alter the metabolic vulnerability in adulthood.
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Introduction been suggested to constitute an interesting model for early

) ) y environmental stress and to propitiate the investigation of the
The maternal separation (MS) is a well-known paradigm can be long-term effects of neonatal interventions.

used to examine the biological consequences of early-life stress [1] Stress or excess glucocorticoids exposure in sensitive phases of
[2]. The acute physiological responses to separation are well
established [3] [4]. However. this model has been associated with
altered mother-pup interaction. which in turn could influence the
pup’s development and mediate the long-term changes seen in
adult offspring [5]. Regarding the consequences, maternal
separated adult rats exhibit high stress responsiveness. demon-
strating higher levels of glucocorticoids after acute stress and
alterations in emotional and behavioral regulation when chal-
lenged in specific experimental environments [5]. They are also
more vulnerable to develop a behavioral profile comparable to
depression [2] [6] [7] and anxiety-like behaviors in adulthood [2]
[8]. Considering the effects associated with MS. this model has

development such as the fetal or neonatal periods are important
risk factors for the development of chronic illnesses such as obesity.
type 2 diabetes mellitus, hypertension and cardiovascular disease
later in life [9] [10] [11]. This has been hypothesized as a key
element in the early origins of these adult diseases [10] [12] and
animal models have been used to specifically investigate the
mechanisms of developmental programming [13]. In monkeys.
stress applied during a critical period results in the emergence of
obesity and insulin resistance in the peripubertal age [14]. In rats,
fetal adverse environments can prenatally affect the expression of



genes that lead to the development of diabetes mellitus type 2 in
the offspring [15].

Also, it is known that nutrition thronghout life also impacts
long-term health. Evidence shows that diets with low content of
long-chain polyunsaturated fatty acids (PUFAs) are involved in the
development of metabolic syndrome [16]. in conjunction with
altered stress responses [17]. behavioral patterns [17] personality
traits [18]. enhanced sympathetic activity [19]. increased the
secretion of catecholamines [20]. cortisol and serotonin [21] [22].
Epidemiological and controlled clinical studies suggest beneficial
effects of n-3 PUFAs consumption. both marine and plant-derived.
on cardiovascular disease [23]. However, additional studies are
still necessary to elucidate all the cellular and molecular
mechanisms responsible for the cardiovascular and metabolic
effects of n-3 PUFAs [24].

The proposal of our study was to determine if an early stressful
life event, such as a neonatal maternal separation. could interact
with life-long environmental factors, such as an unbalanced
nutrition., and have a long-term impact on metabolic outcomes.
Owr  hypothesis was that early stress would increase the
vulnerability to the adverse metabolic effects of a chronic n-3
PUFAs deficient diet.

Materials and Methods

Subjects

Pregnant Wistar rats bred at our animal facility were randomly
selected. They were single-housed in home cages made of Plexiglas
(65x25x15 cm) with the floor covered with sawdust and
maintained in a controlled environment (lights on between
07:00 h and 19:00 h. temperature of 22 + 2uC. cage cleaning
once a week, food and water provided) until offspring. All litters
were culled within 24 h to eight pups and were maintained intact
unless for separation procedures, which were carried out between
15:30 h and 19:00 h. Included in this period were the time to set
up the incubator, to bring the cages from the facility and briefly
habituate the dams to the new room. to perform careful removal of
the pups from the nest. the time of the separation per se, the return
of the pups to the dam and. again after a brief period. to return the
cage to the facility room. The researcher also changed gloves for
the manipulation of each litter to avoid the spread of any kind of
odor from nest to nest.

The day of birth was considered as postnatal day (PND) 0. and
weaning was on PND 21. One or two male pups were used per
litter per group per experiment. Rats were housed 2—3 per cage in
home cages similar to those described above. Sixty two (n= 62)
experimental male rats were used in the different experiments.
derived from 12 different litters. Rats had free access to food
(standard lab rat chow) and water. until PND 35. when the
different diets (specially ordered for this study) were started (see
below). We chose this age (PND 35) because other models have
already explored the long term effect of n-3 PUFAs deficiency
started soon after weaning [25] [26]. Aiming at investigating the
human relevance and potential translational aspects of the study.
we were interested in observing the effects of n-3 PUFAs deficiency
starting during adolescence, a time in which humans begin to be
more independent from their parents in terms of food choices.

Neonatal stress model

Non-handled group (NH): pups were left undisturbed with the
dam until weaning. Dirty sawdust was carefully removed from one
side of the cage. without disturbing the mother and the nest, and
replaced by clean sawdust at that side by the principal researcher.
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Maternal separated group (MS): pups were removed from their
home cage and were placed into a clean cage lined with clean
paper towel. inside an incubator at 32° C. After 3 hours, pups
returned to their dams. This procedure was made in the first PND
10. after which pups were left undisturbed until PND 21.

Dietary Groups and Diets Composition

Rats were fed either adequate n-3 PUFAs (n= 29) or deficient n-
3 PUFAs (n= 33) in calorically and nutritionally balanced diets,
both especially manufactured for this study (PragSolucoes
BiociénciasH, Sao Paulo. Brazil) from PND 35 for 15 weeks
[26]. Food consumption and body weight were measured weekly
in digital balance (MarteH, AS2000C. Sao Paulo, Brazil) in all
groups (n= 14 to 17 for each of the 4 groups). Chow consumption
was measured for each cage and the calculation was done by mean
consumption per animal per cage (n= number of cages= 20).

About the numritional composition, each experimental diet
contained 17.2 kI/g of calories, 58.54% of carbohydrate. 19.51%
of protein and 21.95% of crude fat (sources: coconut fat. canola oil
and flaxseed oil). The densities of the oils were 90.5 g/100 ml for
canola oil and 89.0 /100 ml for flaxseed oil. The n-6/n-3 ratios
were of 1.83 and 5.02 for the adequate and deficient diets,
respectively [27] [28]. Table 1 show the composition and the
detailed fatty acids contents of each diet (please find the
measurements method described below).

Abdominal Fat Dissection and Tissue Collection

Rats were decapitated between 13:00h and 16:00h in a
random order using a small animal guillotine (InsightH EB271.
Sao Paulo, Brazil) after 6 h of fasting. Trunk blood was collected
and an aliquot of whole blood was stored. After centrifugation
(3000 rpm, 15 min). serum and plasma were also stored at -80°C
until glucose. total cholesterol. triglycerides (TGs), insulin and
leptin determination. A small portion of the liver, as well as the
whole brain were quickly removed, flash frozen in isopentine and
the samples were stored at -80°C until processing. The two major
portions of abdominal fat (gonadal and retroperitoneal adipose
tissue depots) were dissected and weighed.

Detailed dietary fatty acid composition and peripheral
blood fatty acids determination

Dietary fat was extracted with chloroform-methanol [29].
Aliquots (2—3 ml) of the chloroform lipid extract were evaporated
at 50°C using a vacuum pump. followed by saponification in
methanolic KOH solution and esterification in methanolic
H2S04 solution [30].

Fatty acids in blood were esterified and extracted using a one-
step reaction [31] with some modification. Blood (100 ml) was
mixed with 2 ml methanol/isooctane (4:1, v/v) and 200 ml acetyl
chloride and was incubated at 100°C for 60 min; then 60 g/l
aqueous potassium carbonate containing 100 g/l sodium chloride
was added. The mixture was shaken for 10 min at room
temperature and centrifuged at 1.800 g for 5 min, to obtain the
isooctane phase. containing the fatty acid methyl esters.

The esterified samples were analyzed using an Agilent
Technologies gas chromatograph (HP 6890) fitted with a Supelco
SP-2560 capillary column (100 nx0.25 mne=0.20 mm) and flame
ionization detection. The temperature of the injector port and the
detector was set at 250°C, and the carrier gas was nitrogen
(1.0 ml/min). After injection (1 ml, split ratio 50:1). the oven
temperature was hold at 140°C for 3 min, increased to 170°C at a
rate of 6°C min21, and hold at this temperature for 2 min.
increased to 185°C at a rate of 3°C min-1, and hold at this



Table 1. Diets composition.
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Ingredients (in g)

n-3 PUFAs adequate (for 1000 g)

n-3 PUFAs deficient (for 1000 g)

Isolated Soy Protein 200
Dextrose 200
Maltodexirin 150
Corn starch 150
Sucrose 100
Coconut fat 60
Canola o1l 32
Flaxseed o1l 8
Microcrystalline cellulose 50
Mineral mix 35
Vitamin mix 10
Chlorme chlorine 25
L-cystine 25
Butylated hydroxytoluene (BHT) 0.0
Fatty acid composition (% of the total fatty acids content)

8:0 1.0
10:0 13
12:0 214
14:0 116
15:0 0.0
16:0 8.9
16:1 n-7 0.1
17:0 0.1
18:0 4.1
18:1 n-9 309
18:1 n-7 16
18:2 n-6 112
20:0 04
18:3 n-6 03
20:1 n-9 07
18:3 n-3 63
20:2 n-6 0.0
24:0 02
24:1 n-9 0.1

temperature for 6 min, and then increased to 240°C at a rate of
3°C min-1. and hold at this temperature for 7 min. Standard fatty
acid methyl esters (37-component FAME Mix. DPA n-3 and
PUFA no. 2 from Sigma, Saint Louis, MO. USA and DPA n-6
from NuChek Prep. Inc.. Elysian, MN, USA) were run under the
same conditions and the subsequent retention times were used to
identify the fatty acids. Fatty acids were expressed as percentage of
the total fatty acids content.

Biochemical Analysis

The biochemical parameters were measured in a representative
subsample of 30 rats because after the 15 weeks of the exposure to
the diets. the other animals (n= 32) were subjected to behavioral
tasks planned in the project but not related to metabolic outcomes
reported in this study. As behavioral testing could affect the
metabolic results, we decided not to include these animals in the

200
200
150
150

12
16
237
124
0.0
91
0.1
01
39
315
1.6
108
04
03
0.7
232
0.0
0:Z
0.1

biochemical measurements. Plasma glucose. plasma cholesterol
(total and HDL, LDL was calculated) and plasma TGs were
measured using commercial kits (Wiener lab GroupH. Sa o Paulo.
Brazil) according to the manufacturer’s instructions. Serum insulin
and semum leptin were measured using commercially available
ELISA kits (MilliporeH, EZRMI-13K, Missouri, USA and
InvitrogenH. KRC2281. California, USA, respectively). The
HOMA index was calculated as the product of the fasting plasma
insulin and glucose levels divided by 22.5 [32]. The whole
hypothalamus was dissected from the brain at -20°C. the samples
were homogenized in Nuclear Extraction Buffer I (NEB1-10 mM
HEPES. 10 mM KCL 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, pH 7.9)
with a protease inhibitor (100:1). Then, a detergent (NP40 1%)
was added and the homogenate was centrifuged at 6000 rpm for
10 minutes at 4°C. The supernatant (cytosolic fraction) was used
for posterior NPY quantification using a commercially available



peptide enzyme immunoassay kit (Peninsula Laboratories LCC.,
California, USA).

Real-time quantitative PCR

For gene expression assays, PECK expression. total RNA was
extracted from liver using TRI Reagent (Invitrogen) according to
the manufacturer’s instructions. RNA concentrations were mea-
sured with NanoDropH ND-1000 (NanoDrop Technologies,
Montchanin, DE. USA). It is well established that the ratios of
absorbencies at 260 nm and 280 nm and 260 nm and 230 nm is
used to assess the purity of RNA. All samples were analyzed and
the ratios approximately at 2.0 and 2.0-2.2. respectively, were
accepted as pure RNA. The selection of GAPDH as an
endogenous control was based on several studies that demonstrate
the efficiency of its expression in rat liver [33] [34] [35]. Although
a pool of different internal controls wasn’t performed, the GAPDH
expression did not vary between the samples tested. justifying its
use.

All reactions were performed in triplicates with the 7500 Real
Time PCR System (Applied Biosystems). One microgram of total
RNA was reverse-transcribed to ¢DNA using High Capacity
¢cDNA Reverse Transcription Kit (P/N: 4368814, Applied
Biosystems, CA, USA) following the manufacturer’s protocol and
¢DNA was stored at 280uC until real-time quantitative reverse
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis. All
cDNAs were diluted 1:10 before being used as PCR template. The
dilution was chosen after standard curve was performed. Specific
primer pairs and TagMan MGB probe labeled with FAM for
Phosphenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) (Rn 01529014 _ml,
Applied Biosystems) were used. Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) primers and probe (43523388E. Ap-
plied Biosystems) labeled with VIC were used as endogenous
control. Relative expression levels were determined by the ddCt
method [36].

Statistical Analyses

Data were expressed as Mean values + SEM (Standard Error of
the Mean) and analyzed by Student’s t Test, two-way or repeated
measures analysis of variance (ANOVA). followed by LSD post hoc
test, when indicated. Data on PEPCK gene expression had no
normal distribution and therefore it was log transformed for
analysis. Pearson correlations were performed between the
different fatty acids levels and different outcomes. Significance
levels for all measures were set at p#0.05. SPSS (Statistical
Package for the Social SciencesH; SPSS Inc, Chicago. IL) version
18.0 was used for the statistical analysis.

Ethical Aspects

All animal treatments were approved by the Instifutional Ethical
Comumittee (Ethical Committee, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, with number 09-410) and followed the recom-
mendations of the International Council for Laboratory Animal
Science (ICLAS). All efforts were taken to minimize pain or
discomfort.

Results

Body Weight Gain and Food Consumption

MS was associated with increased body weight already at ages
PND 21 (NH 36.09+1.08; MS 40.07+0.96). PND 28 (NH
65.60+1.71: MS 70.92+1.43) and PND 35 (NH 105.90=2.30;
MS 112.81+1.83). before the exposure to the adequate or
deficient diets (Student’'s t Test, t(60)=2.742. p=0.008;
#(60)=2.366. p=0.021 and t(60)= 2.327, p=0.023. respectively).
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There was an effect of group. where maternal separated (MS) rats
had more weight gain [Repeated Measures ANOVA,
F(1,58)=6.719, p=0.012] and food consumption
[F(1.25) = 4.345, p= 0.047] than the NH group. without interac-
tions [F(1.58)=0.009. p=0.926 for weight. F(1,25)=0.273,
p=0.606 for food intake]. It is important fto mention for
comparison that in our animal facility, the mean body weight of
5 month old Wistar rats fed with standard chow attain between
330 g and 370 g. There were no diet effects in body weight
[F(1.58) = 2.815. p= 0.099] or food consumption [F(1.25)=1.418.
p= 0.245]. Figures 1 and 2 display these results, respectively.

Abdominal Fat

Abdominal fat deposition is expressed in percentage of body
weight of each rat. The MS group had more abdominal fat
deposition [Two-Way ANOVA, F(1,61) = 35.378. p.0.001] than
NH group. without effect of the diets [F(1.61) = 0.097. p= 0.756]
or interaction [F(1.61) = 0.327. p= 0.570]. Figure 3 displays these
results.

Biochemical Analysis

Results from biochemical measurements are shown in Table 2.
The MS group had increased plasma triglycerides [Two-Way
ANOVA, F(1.29) = 6.403. p= 0.018] when compared to the NH
group. without effect of the diet [F(1.29) = 0.707. p= 0.408] and no
interaction [F(1.29)= 1.212. p= 0.281]. There was no difference in
plasma glucose [F(1.29)=1.071. p=0.310], total cholesterol
[F(1.29)=2.142, p=0.155]. LDL [F(1.28)=3.731. p=0.065]
and HDL [F(1.28)=0.022, p= 0.882] between groups and no
effects of the diet [F(1,29)=0.473, p=0.497; F(1,29)= 2.895,
p=0.101. F(1.28) = 0.768. p= 0.389 and F(1.28) = 0.008, p= 0.931
respectively]. and no interactions [F(1.29)= 0.151. p=0.701:
F(1,29)=0.686. p=0.415;: F(128)=0.024. p=0.878 and
F(1,28) = 0.011. p= 0.917 respectively]. The hypothalamic content
of NPY was also no different among the groups [F(1.24) = 0.288.
p=0.597] and diets [F(1.24)= 0.022. p= 0.884]. with no interac-
tions [F(1.24)=0.433, p= 0.518].

There was an interaction between the MS group and the diet
exposure in serum insulin [F(1.29) = 5.083, p= 0.033]. in which
MS deficient animals were different from MS adequate (post hoc
LSD. p=0.013) and NH_deficient (p=0.022) whereas the
difference from NH_adequate did not reach stafistical significance
(p=0.078). An interaction was also seen for HOMA index
[F(1.29)=4.276. p=0.049]. in which the paftemn is similar
(p=0.023, p=0.022 and p=0.075 for the difference between
MS_deficient and MS_adequate, NH_deficient and NH_ade-
quate, respectively). No isolated effects of group [F(1.29)= 1.143,
p= 0.295 for insulin: F(1,29) = 1.619: p= 0.214 for HOMA index]
or diet [F(1.29)=2.320, p=0.140 for insulin: F(1,29)= 1.816.
p=0.189 for HOMA index] were found for these outcomes.

Serum leptin [F(1.28) = 7.840. p= 0.010] also demonstrated an
interaction, in which MS deficient animals were different from
NH adequate (post hoc LSD, p=0.037) and NH deficient
(p=0.001) whereas the difference from MS_adequate did not
reach statistical significance (p= 0.160). Liver PEPCK gene
expression followed the same pattenm of interaction
[F(1.24)=4.239. p=0.050]. but the multiple comparisons was
not able to detect the differences. No isolated effects of diet
[F(1.28) = 0.202. p= 0.657 for leptin and F(1,24)=0.114. p= 0.739
for PEPCK] was found for these outcomes, and while no isolated
effect of the group was found for PEPCK [F(1.24)= 0.509,
p=0.484] an effect of group on leptin levels [F(1.28) = 16.175,
p - 0.0001]. which disappears after adjusting the ANOVA for the
abdominal fat deposition (% of body weight). while the interaction
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Figure 1. Mean=+ SEM of the weekly chow consumption (mean consumption per cage) during the 15 weeks period of chronic
exposure to the diets (fromPND 35). Maternal separated (MS) rats had increased food consumption in comparison to the non-handled (NH)
ones (Repeated Measures ANOVA p=0.047). There was no effect of the diets on the food consumption (p=0.245), or interaction (MS_ adequate
group =6 cages; MS_deficient group =6 cages; NH_ adequate group =7 cages; NH_ deficient group =10 cages).

group x diet remains significative [F(1.28) = 0.923. p= 0.346 for
group; F(1,28)=0.558, p= 0462 for diet and F(1,28)= 5.416.
p=0.029 for the interaction]. These results were displayed in
Table 2.

Peripheral blood fatty acids determination

Two ANOVAs were performed to analyze the peripheral blood
farty acids. There was an interaction between the MS group and
the diet in the peripheral levels of the 16:1 n-7 fatty acid
[F(1.16)= 5.703, p=0.030]. in which MS_deficient rats had
increased levels in comparison to NH deficient rats (post hoe
LSD. p=0.034). There were no isolated effects of group
[F(1.16)= 0.802. p=10.384] or diet [F(1.16)=0.003, p=0.957]
for this fatty acid.

An interaction was also seen in the peripheral levels of the 18:3
n-3 fatty acid [F(1.16) = 5.828, p= 0.028]. in which NH_deficient
rats had decreased levels when compared to NH_adequate (post hoe
LSD, p= 0.007). but also when compared to MS deficient (post hoc
LSD. p=0.044) rats; the other group comparisons were not
significant. There were no isolated effects of group
[F(1.16)= 0.450, p=0.512] or diet [F(1.16)=3.664, p=0.074]
for this fatty acid.

An isolated effect of the diet was seen in the peripheral levels of
the 22:6 n-3 fatty acid (DHA) [F(1.16)= 5.161, p= 0.037]. sum of

saturated fatty acid [F(1.16)=4.594, p=0.048)], and total n-6

PUFAs [F(1.16) = 14.707. p= 0.001]. in which rats receiving the
deficient diet had increased peripheral DHA levelsand total n-6

PUFAS and decreased saturated fatty acids. There were no
isolated effects of group in DHA [F(1.16)= 0.980. p=0.337]:
saturated fatty acids [F(1.16) = 1.000. p= 0.332] and n-6 PUFAs
[F(1.16)=0.617. p=0.443]: or interaction in DHA
[F(1.16) = 1.328. p= 0.266]: saturated fatty acids [F(1.16) = 1.612.
p= 0.222] and n-6 PUFAs [F(1.16) = 0.000. p= 0.999]: for this
fatty acid. Despite that, there were no differences in total n-3

PUFAs [F(1.16)=0.111 p=0.744 for group. F(1,16)=0.782.
p= 0.390 for diet and F(1,16) = 0.385. p= 0.544 for the interac-
tion] or in the omega 3 index (EPA-Eicosapentaenoic acid + DHA)
[F(1.16)=0.537. p= 0.537 for group. F(1,16) = 0.245, p= 0.627 for
diet and F(1.16) = 0.270, p= 0.871 for the interaction] between the
groups.

No other differences or isolated effects were observed (Table 3).
However, negative correlations between the peripheral levels of
18:0 (stearic acid) and HOMA index (r=-0.553, p=0.014),
insulin (r=-0.920, p= 0.027) and triglycerides levels (r=-0.580, p
= 0.009). Besides that. the peripheral levels of 16:1 n-7
(palmitoleic acid) correlate positively with the abdominal fat
deposition (as a percent of body weight) (r= 0.486. p=0.035).
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Figure 2. Mean = SEM of the weekly body weight measurements during the 15 weeks period of chronie exposure to the diets (from
PND 35). Maternal separated (MS) rats had increased body weight in comparison to the non-handled (NH) ones (Repeated Measures ANOVA,
p=0.012). There was no effect of the diets on the body weight (p=0.099), or mnteraction.

Discussion

In this study. maternal separation stress was associated with
increased weight gain. food consumption, abdominal fat and
plasma triglycerides in adult rats. In addition. the chronic exposure
to a mild deficiency in dietary n-3 PUFAs potentiates the
vulnerability conferred by the neonatal stress, leading to insulin
resistance and altered leptin. as well as specific alterations in the
peripheral fatty acids profile.

We showed that maternal separation stress is associated with
higher body weight that can be detected at weaning (before the
exposure to the dietary deficiency in n-3 PUFAs), as well as
increased food intake and abdominal fat, irrespective to the diet
treatment. Interestingly. the food intake pattern from week 1 to 3
is broken in all groups by a sudden increased food intake during
the second week of the diet exposure. Others have shown a similar
irregularity during the first food intake measurements when
changing the type of diet and/or the dietary fat content [37], and
this is possibly related to the rats’ adaptation to the new food.

Regarding the early intervention model, studies suggests that
neonatal maternal separation can lead to the development of
eating disorders. especially when the animal is challenged with
other social or metabolic stressors later in life [2]. The resulting
positive energy balance. especially in an animal known to have a
maladaptive response to stress [5]. with amplification of gluco-
corticoid action. is probably playing an important role in the

development of the central abdominal obesity [38] that we
described in this group. The increased abdominal fat is suggested
as a marker of 'dysfunctional adipose tissue’ [39]. leading to
altered free fatty acids metabolism. and hypertrigliceridemia as we
saw in maternal separated animals. The resulting increased free
fatty acids flux to the liver impairs liver metabolism [40], leading
to increased hepatic insulin resistance [41]. As n-3 PUFAs are
potent inhibitors of hepatic glycolysis and de novo lipogenesis.
through the inhibition of genes involved in glucose utilization and
lipid synthesis. including L-pyruvate kinase. fatty acid synthase,
and acetyl-CoA carboxylase [42]. a dietary deficiency in this
nufrient would exacerbate hepatic fatty acid synthesis and storage
[43]. and therefore liver lipotoxicity [40].

The increased hepatic insulin resistance decreases the ability of
insulin to downregulate PEPCK gene expression as we saw in the
MS. n-3 PUFAs deficient rats [44] [45]. This impairs the
shutdown of liver glucose production and consequently increases
the need of insulin production to maintain a normal glycemia. We
could consider this “‘effort”” as an indicative of increased allostatic
load in this group [46].

As insulin is one of the major regulators of leptin levels [47]
[48]. the increased peripheral insulin reported here could explain
the altered levels of leptin described in maternally separated. n-3
PUFAs deficient rats. Strikingly. despite the higher circulating
levels of the anorexigenic cytokine leptin, maternal separated rats
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Figure 3. Abdominal fat [(sum of gonadal and retroperitoneal depots’ weight in grams)* 100/total body weight m grams)]. Maternal
separated (MS) rats had increased abdominal fat deposition in comparison to the non-handled (NH) ones (*Two-Way ANOVA, p _ 0.001] without effect
of the diets (p=0.756) or interaction.

still had increased food intake., which was also not explained by levels of this peptide [49]. This result agrees with our study. in the
differences in hypothalamic NPY (a neuropeptide that plays a sense that hypothalamic NPY levels do not appear to respond to
major role stimulating appetite). Another study reports an peripheral signals of energy homeostasis in MS animals in the
increased NPY mRNA level only after 48 h of food deprivation same way that NH animals would do. Since leptin is known to
in MS females. but no differencesin the basal arcuate expression decrease NPY release [50]. the absence of effect on this peptide

Table 2. Mean == SEM for biochemical measurements.

Groups Non-handled Maternal Separation

Diets Adequate n=7 Deficientn =8 Adequaten=7 Deficientn =8
Glucose (mg%) 100.7+4.5 99.5+40 106.5+4.2 102.1£3.6
Total cholesterol (mg%) 60.9+1.8 633229 548220 61.6+3.2

HDL (mg/dl) 2551 5 24.7£2.6 24.643.5 24.6+4.8

LDL (mg/dl) 21.5+28 26.1+3.7 13.8+2.4 16.9+6.5
Triglycerides (%mg)* 69.6+5.2 672458 8254113 99,9115
Insulin (ng/mL)** 1.820.1%° 1.6£02° 14203° 26205
Leptin (pg/mL)** 2442 62379 4° 1445 12115 8° 281912265 2%% 3541 4365 8°
HOMA index** 0.5£0.1*° 0420 1° 04£01° 07£01%
Liver PEPCK mRNA 100.0£5.0 78990 757198 89578

(% RQvalues of NH_adequate group)**

Hypothalamic NPY(ng/mg) 1501 1602 17203 16501
Different letters mean statistical significant differences i the multiple comparisons (LSD test).

*Two-Way ANOVA: Effect of the Maternal Separation. p_ =0.05.

**Two-Way ANOVA: Interaction Maternal Separation x Diet, p_ =005,
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levels could be interpreted as a sign of hypothalamic leptin
resistance in the maternally separated, n-3 PUFAs deficient rats.

A study evaluating the effects of dietary flaxseed, a lipid rich in
n-3 PUFAs showed no difference in weight gain, food consump-
tion and caloric efficiency in rats. However, there was sigmficant
decrease 1n blood glucose, total cholesterol and triglycerides in
animals that received flaxseed when compared to animals that
received standard food [51]. Our study did not show differences in
blood glucose or cholesterol, while triglycerides were affected
mamly by the neonatal mtervention. Other studies describe that a
dietary deprivation of n-3 PUFAs for no more than 3 months is
sufficient to cause a severe depletion of these fatty acids in both
liver phospholipids and triglycenides [52] and induces features of
the metabolic syndrome, including liver steatosis, visceral obesity
and mnsulin resistance [53] [54]. In our study, these effects were
seen only in neonatally stressed rats, not m NH group. In other
words, maternal separation conferred an increased vulnerability to
the metabolic effects of the dietary n-3 PUFAs deficiency in our
study.

Other authors have reported that the MS procedure leads to a
significant reduction m total plasma n-3 PUFAs concentrations
(mncluding a-linolenic acid, eicosapentaenoic acid, docosapentae-
noic acid and docosahexaenoic acid) i comparison to controls.
We did not find differences in the peripheral levels of n-3 PUFAs
i our study, and the deficient diet induced a reduction in
peripheral a-linolenic acid only in NH animals. It is possible that
the MS group was already functioning at its lowest biological limit
(assuming that the lowest biological linut is higher for the MS
group), and was unresponsive to the deficiency in our study.
Another possibality 15 that we are observing more the effects of the
early-life stress itself, rather than a diet X stress mnteraction per se in
this result.

Interestingly, animals exposed to MS and to the dietary
deficiency in n-3 PUFAs demonstrated increased palnutoleic acid
in our study. Palmitoleic acid is associated with increased msulin
concentrations [55] and resistance [56] [57] [58] [59] [60] [61]
[62], type II diabetes [63] [64], metabolic syndrome [61] [65]
[66], heart failure [67] and coronary heart disease [68]. Plasma
palmutoleic acid content 1s an mndependent marker of both
triglyceridemia and abdominal adiposity in men [62] [69], which
agrees with the positive correlation between this fatty acid
peripheral level and the amount of abdominal fat deposition
found m this study. In addition, 1t has been shown to induce
hepatic steatosis and increase fatty acid synthase expression in
mice [70], corroborating to the idea of hepatic lipotoxicity in
MS deficient animals, as discussed above. OQur findings also agree
with the Lterature regarding the negative correlations between
stearic acid and HOMA index as well as msulin levels [58] [63].

Despite the fact that the n-3 PUFAs deficient diet used m this
study ultimately increased the peripheral levels of DHA, the
groups had no difference in other n-3 PUFAs indices such as the
Omega-3 Index and total n-3 PUFAs mn blood. One possible
explanation for the increased peripheral DHA levels is based on
the very muld deficiency imposed by the diet that weused. A study
using different dietary content of a-linolenic acid demonstrates
that, at such level of deficiency, DHA m plasma was not affected
by the diet [71]. Another study shows that DHA levels decrease
more slowly than EPA subsequent to n-3 PUFAs reduction,
indicating some type of docosahexaenoic acid retention [72]. In
the serum, the effects of a low n-3 PUFAs diet are less severe than
in other tissues [73]. In addition, it seems that the blood
compartmental metabolism of DHA differs substantially depend-
ing on the fype of the diet, both in terms of bioavailability in
plasma and accumulation m target tissues [74]. As plasma and
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erythrocyte EPA, DHA, Omega-3 Index and fotal n-3 PUFAs
have weaker correlations with the corresponding fatty acid content
in the bram compared with other tissues [75], the amimals
receiving the deficient diet in our study could still be experiencing
low levels of essential n-3 PUFAs m target tissues, especially the
brain, and this could explain the metabolic effects seen especially
in the MS group. Finally, our deficient diet 1s more closely related
to mild n-3 PUFAs deficiencies that can be easily found in human
populations, therefore one could argue that our results have the
potential of being more readily ftranslatable to the human
conditions. The modern Western diet can reach n-6/n-3 ratio as
high as 30:1, when the desirable vary between 2:1 to 5:1 [76]. The
ratio n our deficient diet was 5:1 - again, a nuld deficiency. This 15
of added significance to our findings, considering that possibly the
interactions between early life stress and nutritional deficiency in
n-3 PUFAs could have impacted even more the metabolic
outcomes if the dietary deficiency imposed were to be more
mtense. It remains to be established to what extend our findings
are applicable to humans, however the fact that any adult could be
experiencing the same or worse levels of dietary deficiency as the
one imposed by our model, is certainly of interest. It is interesting
to highlight that neonatal stress interacted with the chronic n-3

PUFAs deficiency increasing the metabolic vulnerability. Other

reports using a similar design demonstrated that maternal
separation interacts with dietary n-3 PUFAs deprivation increasing
the depressive-like response, reward response and umpulsivity [26],
being associated with more anxiety and fearful responses in
nescapable situations, while their ability to cope with an aversive
avoidance task remains unaffected [25] In humans, several studies
show that metabolic syndrome often is co morbid with major
depression (just to cite recent ones: [77] [78] m a bidirectional
association [79]).

Recently, a resting-state functional magnetic resonance brain
imaging study [80] demonstrated that alterations in the ventral
striatum connectivity mediate the relationship between HOMA
mndex and symptoms of depressed mood. Tlus study supports the
notion that functional alterations in reward circuits vary directly
with the insulin resistance levels across individuals. In addition, the
role of n-3 PUFAs in mood disorders has been extensively (reviews
m [81] [82] [83]). Therefore, 1t 15 possible that the msulin
resistance reported in our study, in maternally separated/n-3
PUFAs deficient rats, plays a role in explaining the behavioral
alterations described by [26]. It would be interesting to determine
whether a diet supplemented with n-3 PUFAs mught have a
protective influence in MS rats, therefore future studies are
warranted.

In summary, we showed that maternal separation leads to
mcreased food mtake and weight gain and its related metabolic
consequences such as abdomunal fat deposition and increased
triglycerides. To the best of our knowledge, this 1s the first report
describing the metabolic consequences of disruptions in the
mother-pup interaction using this model In humans, it was
recently shown that the risk for overweight at age 9-11 years 1s
elevated among children whose mothers had experienced distress
in the postnatal period [84]. In addition, we observed here that a
mild dietary deficiency in n-3 PUFAs increases some of the
metabolic consequences of maternal separation, leading to msulin
and leptin resistance, and thus 1s associated with alterations in the
peripheral fatty acid profile in MS_deficient animals, such as
increased palmitoleic acid. Studies addressing if variations in the
vulnerability to subtle nutritional variations also exist in humans
may be relevant for primary prevention of prevalent conditions
such as obesity and the metabolic syndrome, especially in
populations exposed to early life stress.
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Nutrition in pregnancy. during lactation, childhood. and later stages has a fundamental influence on overall development. There is
a growing research interest on the role of key dietary nutrients in fetal health. Omega-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 LCPUFAs)
play an important role in brain development and finction. Evidence from animal models of dietary n-3 LCPUFAs deficiency
suggests that these fatty acids promote early brain development and regulate behavioral and neurochemical aspects related to mood
disorders (stress responses, depression, and aggression and growth, memory, and cognitive functions). Preclinical and clinical
studies suggest the role of n-3 LCPUFAs on neurodevelopment and growth. n-3 LCPUFAs may be an effective adjunctive factor
for neural development, growth. and cognitive development, but further large-scale, well-controlled trials and preclinical studies
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LCPUFAs levels during critical periods and their effects on the children’s neurodevelopment. nutrition, and growth.

1. Introduction

Arachidonic acid (AA; 20:4n-6) and Docosahexaenoic acid
(DHA: 22:5n-3) are essential for brain growth and cognitive
development: they also accumulate rapidly in the brain and
retina during the later stages of gestation and early postnatal
life [1-3].

During pregnancy. AA and DHA are transported across
the placenta into fetal venous blood [4, 5]. Nutrition in
pregnancy has a significant influence on fetal development.
In this sense, there is an increasing interest on the role of
key dietary nutrients in subsequent health status or diseases
[6]. The major effects of higher levels of omega-3 polyun-
saturated fatty acids (n-3 LCPUFAs) during pregnancy are
associated with the development of brain and nerve tissues
during the period of maximum intrauterine accretion [7].

After birth, breast milk is the source of AA and DHA
to the neonate: the content of essential polyunsaturated

fatty acids (PUFAs) in breast milk is dependent on the
maternal intake of these fatty acids [8. 9]. The content of
essential PUFAs may be low in populations eating primarily
plant-based diets with no or limited fish intake [10]. The
consumption of PUFASs is essential for the development of
the brain and nervous system of children and teenagers [11].

The contribution of DHA for better neurodevelopment
has been documented in breastfed infants. However, the
effects of different levels of DHA in human milk and
maternal DHA supplementation limited to the lactation
period are still under investigation [7]. In foods. the most
important source of DHA is fish and fish oil [12]. Sea fish are
generally a better source of DHA than freshwater fish [10].
Hence. in many studies the consumption of marine foods is
evaluated separately.

Researchers and mothers have turned to fish oil supple-
ments. which are generally low in contaminants (methylmer-
cury) and can provide substantially higher doses of



n-3 LCPUFAs than most adults are able to consume in their
diets [13]. In arecent review of studies in 13 countries within
the lower and middle worldwide brackets of gross domestic
product (GDP). there was a sirong positive association
between the economic status of the country (GDP) and the
supply of total fat and n-3 LCPUFAs. In families living on a
primarily plant-based diet. most of the fat and PUFAs intake
come from vegetable oils and cereals [10].

It is evident that several worldwide health agencies
recognize the importance of increasing dietary intake of
n-3 LCPUFAs. The daily DHA recommendation during
pregnancy from the Expert Committee ranges from 200-
300 mg/daily (modified from [14]). For the first 6 months
of life of preterm and term infants, dietary intakes of n-3
LCPUFAs should correspond to 0.45-1.5 energy% of total
of fatty acids. and with an n-6 LCPUFAs to n-3 LCPUFAs
ratio of 4-10 (modified from [15]). The Institute of Medicine
(IOM) recommends a range of 0.6-1.2 energy% in n-3
LCPUFAs and a range of 5-10 energy% in n-6 PUFAs in
children and adults [16].

In the present paper. we review the scientific evidence
that relates n-3 LCPUFAs levels during these critical periods
to children’s neurodevelopment. nutrition, and growth.
PubMed database was used to identify relevant studies. and
reference lists from retrieved studies were reviewed. Study
selections were limited to English and Portuguese studies
involving humans and experimental studies, from 1980 to
2012.

2. Dietary Intake and Total Fat Status

In Iran. authors found a significant difference in the total n-
3 LCPUFAs and DHA in breast milk in women in coastal
cities compared with those in inland cities. Coastal mothers
showed a significantly higher intake of fish or seafood
compared with inland mothers (P < 0.001). The dietary
intake of fish and seafood was assessed using a structured
interview, called food frequency questionnaire (FFQ). Breast
milk was collected from the mother’s breasts by hand,
pumping eight to 72 h after delivery. The study showed that
dietary fish and seafood intake by the mother influenced the
DHA content of breast milk.

A randomized controlled trial investigated direct supple-
mentation of high dose fish oil to term infants in the early
postnatal period (with regard to feeding practices). Infants
were supplemented daily. from birth to six months. with fish
oil supplement or placebo. The results indicate that direct
fish oil supplementation can significantly elevate DHA levels
in infancy. The study showed a successful strategy for raising
infant DHA status [18]. In breastfed infants. DHA levels in
breast milk were determinant for their DHA status [18].

3. Impact of Fatty Acids Status on
Neurobehavioral Development

Long-chain polyunsaturated fatty acids (LCPUFAs) play an
important role in the central nervous system (CNS) and are
essential for early brain development. LCPUFAs comprise
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approximately 15 to 30% of the brain’s dry weight [19].
LCPUFAs are involved in the functioning and architecture
of the central nervous system: the function of LCPUFA is
demonstrated. m part. through the dependence on LCPUFA
through djffen:nt stagesin life. The brain’s structure is lipid
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blood-brain barrier functions and neuronal membrane
fluidity: it also regulates neurotransmission systems such as
serotonergic. dopaminergic, norepinephrinergic. and acetyl-
cholinergic systems [21., 22]. DHA has a significant effect on
neuronal membrane dynamics and therefore on transporter.
receptor, and neurotransmitter functions [19].

The fastest stage of neural development is during fetal
growth. However. there is also significant development
during the first five years of postnatal life. At this time,
environmental factors, including nutrient intake. play a crit-
ical role in the development of the brain’s cytoarchitecture
[23]. n-3 and n-6 LCPUFA are required for proper brain
function and for the development of a mature brain. n-3
and n-6 LCPUFA are important due to their effects on elec-
trophysiology and cell membrane structures [24]. Human
milk fatty acid composition depends on short-term and
long-term maternal diet [25]. The early diet can provide the
proper amount of DHA and n-6 LCPUFA to the mnfants

brain [26].. The svchophvsmlo v of n-3 LCPLF*\S indicates
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cognitive measures [27].

During the third trimester of pregnancy, fetuses require
approximately 40 to 60 mg of n-3 LCPUFAs per kilogram
of body weight per day [28]. During the last gestational
trimester and first postnatal months, there is significant
growth of the human brain and a large increase in cerebral
volume of DHA and AA [29]. During prenatal and perinatal
growth, significant amounts of AA and DHA accumulate
in the brain and hence the physiological demand for these
nutrients [28].

Studies have shown evidence for the neurodevelopmental
benefits of dietary PUFA during pregnancy and infancy
[27. 29, 30]. In addition to the neural tissue, the retinal
tissue also accumulates LCPUFA DHA during gestation. In
retina rod cells, DHA accounts for 50 to 60% of the fatty
acids used in the polar phosphoglycerides of the plates [20,
22]. Preterm infants are denied the full infrauterine supply
of DHA available to term infants [31]: therefore, preterm
infants depend on a diet that supplies all the DHA needed
for growth and development.

Several studies have shown the cognitive benefits of high
levels of consumption of n-3 LCPUFA in elderly populations
[32-34]. There is a link between EPA and the central nervous
system. which has been shown in studies that indicate that
n-3 LCPUFA levels are associated with protection against
certain diseases including Alzheimer’s and multiple sclerosis.
In animal study. author showed that EPA stimulates the
expression of myelin-related proteins in rat brains. Better
myelination may be associated with improved segregation
of electrochemical signals transmitted to the axons: this may
lead to faster speed of information processing and improved



cognition among people with high levels of n-3 LCPUFAs

consumption [36],

3.1. Dietary Consumption: n-3 LCPUFAs. Reference [37]
showed a positive association between DHA concentrations
in breast milk and infant scores on the NBAS (Brazelton
Neonatal Behavioral Assessment Scale) Range of State cluster
score. The results suggest that DHA is related to infant’s
superior ability to maintain optimal arousal.

Maternal intake of n-3 LCPUFA and breastfeeding
predicted oppositional defiant and conduct disorder and
comorbid externalizing disorder. before adjustment for con-
founding factors. However, there was no association between
intake of n-3 LCPUFA by the mother or child with any
type of externalizing disorder once sociodemographic factors
were taken into account [38] Studies show inconsistent
%ﬁS})‘llgeﬁsb(sjghleﬂgalglfggges])glt%osﬂne eIi% L}s o‘%n.’*‘i‘?ﬂﬂ?ﬂ?
[39. 40]. but others have shown less conclusive results [41].

Confounding factors associated with inherited factors
such as maternal IQ [42] and maternal nutrition present
serious challenges in these studies. Prenatal exposure may
persist into the postnatal environment: therefore. the iden-
tification of the precise timing of factors poses a scientific
challenge. Nutrition, of course. has an essential role in mental
development during different life stages. Reference [43]
showed that !Jreastfecding is associated with positive effects

o1l CRE 11%',?6 devﬂ) I]%m owever. the. evide b{)ut the
parallel ettects o 1g On emofiona e opmcn

is inconsistent [38. 44. 45] There are also nonnutritional
reasons why breastfeeding may influence mental health.
including closeness and reciprocity [46].
ial VSRR aoublsrbind rademized sopiralisd
DHA on deplessed mood in 111|_1d to Jllodelately depressed
individnals who were not receiving conventional treatments
for depression. The results did not show a significant effect
of n-3 LCPUFA supplementation on depressed moods.
Participants in the intervention group received three daily
doses of 630mg EPA. 850mg DHA, 870mg olive oil.
7.5 mg mixed tocopherols. and 12 mg orange oil (which was
included to improve palatability and blinding) for 12 weeks.
The measures of depressed mood for the experimental group
were not better than those for the placebo group.
A review of studies that investigated the effects of n-3
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to mood disorders. The results of studies that investigated
an association between n-3 LCPUFAs and schizophrenia.
borderline personality. attention deficit hyperactivity. and
symptoms of anxiety are inconclusive. The results do not
support indication of monotherapy or adjunctive treatment
for mental illnesses [48].

However, there is evidence of n-3 LCPUFAs deficiency
identified in women who develop postpartum depression.
Postpartum depression is a serious mood disorder with the
same symptoms as major depressive disorders (depressed
mood. loss of interest in pleasurable activities. changes in
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sleep patterns and weight. and reduced cognitive abilities and
concentration) [49. 50].

Observational studies show that prevalence of postpar-
tum depression may be associated with n-3 LCPUFAs (FAs)
intake and status. However. there are few controlled trials
that have evaluated the effects of increasing the intakes
of FAs on depression symptoms in postpartum women.
Most interventions studies investigated a reduced number of
patients and typically provided fish oil-based supplements
that contained high doses of EPA and DHA [51]. Prenatal
fish consumption was not predictive of postnatal depression
(PND): also. postnatal n-3 status was not associated with
postnatal depression. However, prenatal fish consumption
predicted n-3 status in mothers after birth. Based on these
findings. it is difficult to assess the efficacy of n-3 LCPUFAs
for the treatment of PND [52].

it r PRI SR R i PSR AT T AR
supplementation on global neurobehavioral outcomes for
children born to term. However. n-3 LCPUFAs supplemen-
tation for breastfeeding women of preterm infants improved
performance on tests of global neurodevelopment [53].

Fish oil supplementation (4 g of fish oil with 1.1 g EPA
and 2.2 DHA/daily) starting at 20 weeks of pregnancy until
birth significantly increased the fatty acid composition of
maternal and neonatal erythrocytes in comparison with olive
oil supplementation. The effects were partially sustained
until at least 6 weeks postpartum. Similarly, administration
of n-6 polyunsaturated fatty acids AA was associated with
significantly lower erythrocytes in neonates in the fish oil
group in comparison with controls [54].

A DOMInO (DHA to Optimize Mother Infant Outcome)
study with 2.399 women mvestigated whether DHA sup-
plementation during the second half of gestation reduced
the risk for depressed maternal mood (Edinburgh Postnatal
Depression Scale) during the postpartum period. Women
in the DHA group consumed 3 daily capsules of fish
oil that contained a total of 800 mg DHA and 100 mg
EPA (eicosapentaenoic acid); women in the control group
consumed similar supplement levels of vegetable oil. The
group given DHA did not show significant reduction in the
rates of PND [53].

s S R

pnient
(assessed using the Bayley Scales of Infant and Toddler Devel-
opment including cognitive scores and language scores [55]).
With the objective of determining whether DHA deficiency
occurs in pregnant women and contributes to poor infant
development. 200 mg/g of DHA was administered to women
from 16 weeks of gestation until delivery. The results showed
a visual acuity below average among infants in the placebo
than in the DHA intervention group [56].

Daily maternal supplementation with 1.6 gEPAor 1.1 g
DHA from the 25th gestational week to an average 3-4
months in early breastfeeding decreased the risk for food
allergies and IgE-associated eczema during the first year of



life. The effects were shown in infants with a family history
of allergic disease compared with a placebo group [57].

Supplementation with a relatively high dose of fish oil
(1.1 g EPA and 2.2 ¢ DHA/daily) during the last 20 weeks of
pregnancy is not only safe but also has potential beneficial
effects. but the effects need to be further investigated.
At age 2.5 years, children in the fish oil-supplemented
group showed a significantly higher score for hand-eye
coordination than children in the placebo group. There was
a correlation between hand-eye coordination scores with n-
3 LCPUFAs levels in cord blood erythrocytes, and a negative
correlation with n-6 PUFA [58].

Reference [29] found that giving pregnant and lactating
women n-3 very long-chain PUFAs supplementation was
associated with higher IQ scores at 4 years of age in
comparison with maternal supplementation with n-6 long-
chain PUFAs. There were no significant differences on the
Kaufman Assessment Battery for Children test at 7 years of
age between children whose mothers had taken cod liver oil
(n-3 LCPUFAs rich) or corn oil (n-6 PUFA rich) [59].

A multicenter. randomized controlled trial from DINO
(Docosahexaenoic Acid for the Improvement of Neurodevel-
opmental Outcome in Preterm Infants) with 657 lactating
administered six 500 mg DHA-rich tuna oil capsules per day
(for breast milk DHA concentration). The study showed that
a DHA dose of approximately 1% total fatty acids in early
life did not increase Bayley Mental Developmental (MDI)
scores of preterm infants with less than 33 weeks of gestation.
However. the dosage improved the MDI scores of girls [60].

In another study. breast-feeding women received iden-
tical capsules containing either DHA algal oil (200 mg/d of
DHA) or a vegetable oil (no DHA) from delivery until 4
months postpartum. The results showed that at 5 years.
there were no differences in visual function (Bailey-Lovie
acuity chart). transient visual evoked potential. or sweep
visual evoked potential testing between children whose
mothers received DHA versus placebo. However, children
whose mothers received DHA versus placebo performed
significantly better on the Sustained Attention Subscale of
the Leiter International Performance Scale. There were no
statistically significant differences between groups on other
neuropsychological domains [61].
of dedBAT ANLAE SR HIh A hic e
neurodevelopment status and visual function. Breastfeed-
ing mothers were administered capsules containing either
high-DHA concentration algal oil (200 mg DHA/day) or
a vegetable oil (no DHA) to breastfeeding women for 4
months after delivery. The intervention group showed 50%
g;reater content of maternal plasma phospholipids DHA.
75% greater content of DHA in milk lipids, and 35% greater
content of DHA in infant plasma phospholipids. However,
higher infant plasma phospholipids DHA content did not
show effects on visual acuity at either 4 or 8 months of age
[62].

The DINO Trial DHA found that supplementation for
infants <33 weeks gestation with tuna oil capsules reduced
the incidence of bronchopulmonary dysplasia in boys and in
all infants with a birth weight <1250 g: it also reduced the
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incidence of reported hay fever in boys at either 12 or 18
months [63].

Reference [64] compared the content of DHA in breast
milk in three groups: mothers with habitual high fish
intake, with fish oil supplementation and with olive oil
supplementation. The authors described a small effect of
DHA levels in breast milk on early language development
(word production) of breast-fed infants. No beneficial effect

as reported for Iohlem _folviug. though the data suggest
IcTe may ¢ an effect i airls. " F = =

Reference [6'3] 1'11 a follow-up study, evaluated I1Q,
receptive and expressive vocabulary. visual-motor function.
and visual acuity in formula-fed and breast-fed infants.
Healthy term infants (n = 197) less than a week old
were randomized to be fed formulas for one year one
containing DHA or another containing both AA and DHA:
there was also a group of infants who were exclusively
breastfed for at least 3 months. At 39 months, IQ, receptive
and expressive language. visual-motor function. and visual
acuity were not different between the randomized formula
groups or between the breastfed and formula groups. Growth

S GO TR Ut BBl tvel. and morbidity

3.3. Use of Food Supplements with n-3 LCPUFAs. In an
observational study of subjects born in 1936 whose mental
ability was tested in 1947 and who were followed up in
2000-2001, the childhood IQ did not differ significantly by
category of food supplement use. However, at the age of
64 years, cognitive function was higher in food supplement
users than in nonusers. before adjustment for childhood IQ
[67]. In a nested case-control study. erythrocyte membrane
n-3 content was higher in fish oil supplement users than in
nonusers, but cognitive function did not differ significantly
between the groups [67].

4. Impact of Fatty Acids Status on
Nutrition and Growth

A recent review limited to human studies published in
English from 2000 until 2010 on n-3 and growth suggests
that n-3 (DHA in particular) during pregnancy. lactation
and early life may be associated with significant benefits
for infant growth and development in developing countries.
Studies in developing countries show that a higher n-3
intake or supplementation during pregnancy may result in
improvements in birth weight. length. and gestational age.
Limited data from developing countries suggest that ALA or
DHA supplementation during lactation and in infants may
be beneficial for growth and development of young children;
these benefits are more pronounced in undernourished
children. However. there is no evidence of improvements in
growth following n-3 supplementation in children =2 years
ofage [68].

4.1. Dietary Consumption of n-3 Fatty Acid. Reference [69]
compared the levels of the main long-chain PUFA between
birth and the first year of age. The results showed a significant



decrease with age in the proportion of these fatty acids in the
plasma of children. At one year of age. the percentage of DHA
in the extended breastfeeding group (more than 6 months)
differed significantly from the other groups. that is, medinm
term breastfeeding (more than 3 and less than 5 months) and
exclusive formula feeding.

An interventional study carried out in Brazil showed
that postnatal sardine consumption (100 g of sardines two
or three times a week) contributed to an increase omega-
3 series fatty acids (DHA and DPA) on the composition of
breast milk of mothers at 15 and 30 days into the study [70].

In a prospective, observational cohort study with 2109
subjects who were enrolled in the Project Viva, in the USA,
the authors investigated if maternal marine n-3 LCPUFAs
and seafood intake were associated with birth weight,
birthweight for gestational-age = value (fetal growth), length
of gestation, low birth weight, preterm delivery, and babies
small for gestational age. The study showed that increased
consumption of the n-3 LCPUFAs DHA and EPA was
associated with a modest decrease in fetal growth. The study
did not show any association between higher seafood or n-3
LCPUFAs intake and length of gestation [71].

A prospective study with 62099 women in Norway (Nor-
wegian Mother and Child Cohort Study-MoBa) investigated
the influence of maternal intakes of seafood and supplemen-
tary n-3 LCPUFAs in infant birth weight. length, and head
circumference. The researchers found that maternal seafood
consumption was positively associated with birth size. driven
by lean fish intake. while supplementary n-3 intake was
negatively associated with infant head circumference [72].

4.2. Supplementation with n-3 LCPUFAs

4.2.1. Experimental Studies. A study was conducted with 22
Lister Hooded rats that are divided into two groups: the
control group (CG) which received a casein-based diet. and
the flaxseed group (FG) which received 25% flaxseed diet
supplement, and 14% casein showed that, during gestation
and lactation, the FG was similar to the CG group in relation
to food intake and litter size. The same result was observed
for milk fat content and total energy value. At weaning. the
FG group was similar to the CG group in both in offspring
body weight and in weight gain of pups during lactation [73].

However. a study using only female Wistar rats (# = 16) and
the same group division (FG and C G) showed that mothers

o the flaxsee am ess we uring lactation and
iy Of&pl‘lll&(llggle R ywc1° S Er \5\'68111112; piv;

170 days. lower hemoglobin levels were obsel ved in the FG
group. but there was no statistically significant difference in
visceral fat mass between groups [74].

A study with female Wistar rats (» = 18) administered
three types of diet: control group (CG) with 7% soy oil:
flaxseed group (FG) with 10% flaxseed diet (25 g). both fed
ad libitum diets and a modified control group (MCG) with

0% soy oil, pair-fed with the FG. The diets were given to
dams during preconception, pregnancy. and lactation and to
their pups after weaning. The offspring of FG dams showed
lower body mass than those of CG dams. The content of

122

DHA in the hippocampus was higher in the FG. followed
by the MCG compared with the CG. Hippocampal DHA
content correlated with better spatial memory performance
in the FG. whereas AA content correlated with longer time in
solving tasks [75].

4.2.2. Clinical Studies. A recent review shows that LC-
PUFAs supplementation during pregnancy is associated with
modest increases in birth size in both low-income and high-
income populations. However, postnatal supplementation
with LC-PUFAs did not influence infant growth [53].

Babies born of primiparous Mexican women who
received 400 mg/d of algal DHA during the second half of
the pregnancy term were heavier and had larger head cir-
cumferences at birth than children whose mothers received
placebo (olive oil). However, no effect was observed in
multiparous mothers. Children of primiparous women who
were given DHA were taller at 18 months than those of
primiparous women given placebo. The authors suggest that
since primiparous wolnen were, on average, younger than the
multiparous women, their own body stores of DHA are not
well established and available to the fetus and infant [76].

Refergnce [62] found. t '1[ ther werg statistically sig-
mﬁcanr i lﬁ%xeg in weight, length, or i SiCtferene

between the 2 groups of nfants at auy tune (high-DHA
algal oil or a vegetable oil without DHA for 4 months after
delivery). At all ages. these measures were within the normal
range for age in both groups.

Supplementation with fish oil (1.1g EPA and 2.2
DHA/daily) or olive oil starting at 18-20 weeks of pregnancy
and continued until delivery showed similar growth mea-
surements in the two groups at age 22 years [58].

Arandomized. double-blind trial gave lactating mothers
fish oil or olive oil supplements for 4 months: the study
followed infant development for 2.5 years and showed
that children from the fish oil group had larger head
circumference and higher BMI than those in the olive oil
group after adjustment for relevant confounds. Both body
composition and head circumference at 2.5 years of age
positively correlated with the DHA content of maternal red
blood cells at the end of the intervention [77].

5. Conclusions

Experimental. biochemical. and epidemiological evidence
support the hypothesis that low n-3 polyunsaturated fatty
acids (n-3 LCPUFA) levels are associated with dysfunctional
brain development and impaired growth: the evidence also
shows that n-3 supplementation is useful for improvement of
specific parameters. especially those related to memory and
cognition. However. the precise definition of the method of
use and dosages is still unclear. Large-scale. well-controlled
trials should be carried out to confirm the efficacy of the
acids and establish the minimum dose and length of sup-
BlASHTiR s EERESAMD s Shinical puicomse s
stages of development. n-3 LCPUFASs represent an attractive
supplementary alternative, because they are perceived as



a natural substance rather than an artificial supplement. In
sum, the dietary consumption and supplementation of n-3
LCPUFAs could provide physical and mental health benefits
for development.
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11. APENDICES

11.1 APENDICE | - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Seu filho(a) e vocé
estdo sendo convidados(as) a participar da
pesquisa intitulada “Impacto das Variacdes do Ambiente Perinatal sobre a Salde da
Crianca nos Primeiros Trés Anos de Vida” que tem com o objetivo principal compreender os
efeitos de diferentes situagdes ocorridas durante a gestacdo que podem interferir sobre o
crescimento, a nutricdo, o comportamento, 0 metabolismo e o desenvolvimento infantil, assim
como a possibilidade de identificar, muito cedo, os fatores que possam trazer prejuizos para a
crianca e para o adulto no futuro. Em especifico sobre essa avalia¢cdo do projeto, pretende-se
verificar se essas diferentes situa¢fes ocorridas durante a gestacdo podem alterar as preferéncias
alimentares nas criancas de trés e quatro anos de idade e se podem estar mediadas por genes
relacionados aos sabores.

Dessa forma, os resultados da presente pesquisa trardo beneficios na compreensdo do
desenvolvimento de doencas, assim como sua prevencdo, relacionadas com problemas de salde
ocorridos durante a gestacdo e no inicio da infancia, além de acompanhar o crescimento e
desenvolvimento do seu filho.

Vocé e sua crianca estdo sendo convidados para participar desta pesquisa, por terem
participado do estudo anterior, assim, esta pesquisa € uma extensdo do outro estudo inicial. Para
alcancar os objetivos desta pesquisa, sera realizada entrevista em encontro com vocé e seu(ua)
filho(a) no Centro de Pesquisa Clinica (CPC) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA)
aos 36 meses de vida da crianca, que pode variar de 30 a 40 minutos.

Para este projeto serd realizado o teste de preferéncia aos sabores amargo e doce e a
coleta de sangue. A avaliacdo da tolerancia aos sabores ocorrerd com a crianca, em presencga da
mae ou responsavel, em sala individualizada localizada no CPC do HCPA. A aceitagdo das
criancas as diferentes solugdes contendo os sabores sera mensurada pela preferéncia obtida no
proprio teste. As substancias utilizadas nos testes (sabores amargo e doce) foram utilizadas em
estudos anteriores, com criancas da mesma faixa etaria, ndo havendo riscos a saude.

A coleta de sangue (2 mL) sera realizada nesse encontro, também no Centro de Pesquisa
Clinica (CPC) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), na parte da manhd, sendo
fornecido lanche apds a coleta. Serdo dosados genes especificos ligados aos sabores amargo e
doce. Serad realizada coleta de sangue por profissional treinado com agulhas e seringas
descartaveis, sem risco de contaminacdo. Apds a analise, a amostra de sangue sera inutilizada e
descartada, ndo podendo ser utilizada para outros fins. A crianga sentird um pequeno
desconforto no momento da picada, no local onde a agulha foi colocada, que logo apds o
término da coleta desaparecera. A regido onde foi realizada a puncdo podera ficar dolorida apds
0 procedimento, mas em poucas horas este desconforto desaparecerd. Apds a coleta, poderad
surgir no local onde foi coletado o sangue uma area vermelha, que desaparecera depois de
algum tempo, ndo ocasionando riscos a salde da crianca.

Os seus dados de identificacdo e do seu(ua) filho(a) ndo serdo divulgados, preservando
as suas identidades. As demais informac®es obtidas serdo utilizadas somente para essa pesquisa
e serdo armazenadas durante cinco anos para posterior descarte.

Se, durante algum dos encontros da pesquisa, seu filho apresentar problema de salde
agudo, de maior gravidade como febre alta, dificuldade respiratoria, desidratacdo, por exemplo,
OuU mesmo se vocé estiver se sentindo muito cansada, triste ou chorosa, os entrevistadores
realizardo uma avaliagdo. Caracterizada uma situacdo de emergéncia, serdo encaminhados para
avaliacdo no Servico de Emergéncia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Diferentemente,
situacdes que, ndo necessitem de atendimento de emergéncia, serdo encaminhadas as Unidades
Bésicas de Saude de referéncia, préximo da sua casa.

Caso opte por ndo participar de algum procedimento da pesquisa, vocé e seu(ua) filho(a)
ndo sofrerdo prejuizo.
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Eu, fui informada:

- Da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento sobre o0s
procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados a pesquisa;

- De que a minha participacdo e a do meu (minha) filho(a), é voluntaria e terei a liberdade de
retirar meu consentimento, a qualquer momento, sem que isto traga qualquer prejuizo para mim
ou para meu filho(a), tanto individual como assistencial;

- Da seguranca de que eu e meu (minha) filho (a) ndo seremos identificados, quando da
divulgacédo dos resultados e que essas informacdes serdo utilizadas somente para fins cientificos
e de ensino;

- De que se existirem gastos decorrentes da participacdo na pesquisa, como, por exemplo,
transporte, eu receberei do orgamento da pesquisa;

- Do acesso as informagdes sobre o projeto de pesquisa, davidas e a forma como ele serd
conduzido pelo grupo de pesquisadores do Nucleo de Estudos da Crianca e do Adolescente
(NESCA) ou o pesquisador responsavel Marcelo Zubaran Goldani no telefone (51) 3359 8515
ou na Rua Ramiro Barcellos 2350, 11° andar, sala 1131B.

- De que quaisquer davidas quanto a questdes éticas, poderei entrar em contato com Nadine
Clausell, Coordenadora do Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacdo (GPPG) do HCPA pelo telefone
(51) 3359 8304, endereco Av. Ramiro Barcelos, 2350, 2° andar.

Declaro que recebi uma cdpia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que foi
elaborado em duas vias, das quais uma delas ficara com o pesquisador.

Nome da responsavel Assinatura do responsavel Data

Nome do pesquisador Assinatura do pesquisador Data
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QUESTIONARIO DADOS GERAIS

VN

Nome do Hospital: NUHOSPITAL____
Data da entrevista: / / GDE_ _/__/I__
Entrevistador(a): ENTREV
Al) Nome da mae:
ndereco:
( )casa ( ) apartamento
Referéncia / Como chegar:
Tém planos para se mudar? Se sim, informacoes do novo
endereco
Telefone fixo: ()
Outros telefones para contato: ()
Unidade de Saude (Pré-natal):
Linha de Onibus:
E-mail:
DADOS PARA CONHECIMENTO DOS GRUPOS DE ESTUDO:
(1) Diabetes (2) Hipertensdao (3) Tabagismo (4) RCIU idiopatico (5) Controle
DADOS GERAIS DA MAE
A2) Qual é sua datade nascimento? [/ [ PNASC I
A3) Cor ou ragca da mae? CORMAED
Declarada (1) branca (2) preta (3) amarela (4) parda (5) indigena CORMAEO
Observada (1) branca  (2) preta  (3) amarela (4) parda (5) indigena
A4) Cor ou raca do pai? CORPAID
Declarada (1) branca (2) preta (3) amarela (4) parda (5) indigena CORPAIO
Observada (1) branca (2) preta (3) amarela (4) parda (5) indigena (8) NSA (9) IGN
A5) Qual é aidade do pai da crianga? anos completos (777) Nao sabe | PIDADE
A6) Quantas pessoas moram na sua casa, incluindo a mée e crianga? PPESS
A7) Dessas, quantas pessoas sdo adultas? PPESSA
A8) Quantos irmaos vocé tem ou teve? PIRMA
A9) Qual a sua situacdo conjugal atual?
(1) Casada ou mora com companheiro (3) Vitva PCONJU
(2) Solteira, sem companheiro ou separada (4) Divorciada
A10) Qual aidade de sua menarca (primeira menstruacao)? anos PMENAR
Al11) Vocé ja engravidou antes? SE NAO PULE PARA QUESTAO A38. PEILHOS
(0O) Ndo (1) Sim
SE SIM:
Al12) Numero de filhos (incluir o atual)? (88) NSA | PANFIL
A13) Numero de gestacbes? (88) NSA | PANGES
Al14) Namero de filhos que ndo nasceram (abortos)? (88) NSA | PAABORT
A15) Algum filho é doente? (0) Nao (1) Sim (88) NSA | PAND
Al6) Se aresposta anterior for positiva, qual a doenca? (88) NSA | PANDQ
DADOS DO FILHO ANTERIOR:
Al7) Sexo? (0) Feminino (1) Masculino FSEX1
A18) Data de nascimento? [/ [ (88) NSA |FNAsC1 ___ /| [
A19) Peso ao nascimento? gramas (88) NSA | FAPN1 g
A20) Comprimento ao nascimento? cm (88) NSA |FACN 1 cm
A21) Com quantas semanas de gravidez a criangca nasceu? (88) NSA |[FAM1_____semanas




129

A22) Amamentou seu filho? (0) Nao (1) Sim (88) NSA | FAM1
A23) SE SIM, por quanto tempo? meses (88) NSA |AMT1
DADOS DO OUTRO FILHO:
A24) Sexo? (0) Feminino (1) Masculino FSEX2
A25) Data de nascimento? /[ (88) NSA | FNASC2 I
A26) Peso ao nascimento? gramas (88) NSA | FAPN2 g
A27) Comprimento ao nascimento? cm (88) NSA |FACN2 cm
A28) Com quantas semanas de gravidez a crianga nasceu? (88) NSA | FAM2 semanas
A29) Amamentou seu filho? (0) Ndo (1) Sim (88) NSA | FAM2
A30) SE SIM, por quanto tempo? meses (88) NSA |AMT2
DADOS DO OUTRO FILHO:
A31) Sexo? (0) Feminino (1) Masculino FSEX3
A32) Data de nascimento? [/ [ (88) NSA | FNASC3 I
A33) Peso ao nascimento? gramas (88) NSA | FAPN3 g
A34) Comprimento ao nascimento? cm (88) NSA | FACN3 cm
A35) Com quantas semanas de gravidez a crianga nasceu? (88) NSA | FAM3 semanas
A36) Amamentou seu filho? (0) Ndo (1) Sim (88) NSA | FAM3
A37) SE SIM, por quanto tempo? meses (88) NSA | AMT3
A38) Vocé tem religi&o? SE NAO PULE PARA QUESTAO A40. RELIG
(0) Ndo (1) Sim
SE SIM:
A39) Qual é a sua religido? (88) NSA |RELIGQ
A40) Até que ano da escola vocé estudou? PESCOL1
Série? Grau? PESCOL2
A41) Vocé sabe ler e escrever? (0) Ndo (1) Sim PLER
A42) Qual é a sua profissdo? PPROF
A43) Qual € a sua ocupagao? POCUP
A44) Vocé trabalha com carteira assinada atualmente?  (0) Ndo (1) Sim PCART
A45) Até que ano da escola o pai do(a) seu(sua) filho(a) estudou? PASCOL1
Série? Grau? (77) Nao sabe | PASCOL2
A46) Qual é a profissdo do pai do(a) seu(ua) filho(a)? (7) N&o sabe | PAPROF
A47) Qual € a ocupacao do pai do(a) seu(ua) filho(a)? (7) Nao sabe | PAOCUP
A48) Ele trabalha com carteira assinada atualmente? PACART
(0) Ndo (1) Sim (2) Esta afastado (7) Nao sabe

A49) No més passado, quanto ganharam as pessoas que moram na sua casa?
(incluir renda de trabalho, beneficios ou aposentadoria)
Renda: Beneficios:
Pessoal:R$ por més Pessoal:R$ por més
Pessoa2:R$ por més Pessoa2:R$ por més
Pessoa3:R$ por més Pessoa3:R$ por més RDRTOTAL
Pessoa4:R$ por més Pessca4:R$ por més RDBTOTAL
Pessoa5:R$ por més Pessoa5:R$ por més
TOTAL: (77) N&o sabe | TOTAL: (77) N&o sabe
A50) Vocé recebeu indicagdo para tomar algum SUPLEMENTO de vitamina ou

mineral durante a gestacéo? (exemplos: sulfato ferroso, acido folico) SUPL

SE NAO ou NAO SABE PULE PARA QUESTAO A57.

(0) Ndo (1) Sim
SE SIM: outro suplemento ndo
A51) Qual o suplemento? | SUPLF
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- Eerro
- Acido Fdlico
- Outros, qual(is):

(0) Ndo (1) Sim (7) Nao sabe (8) NSA
(0) N&o (1) Sim (7) Nao sabe (8) NSA
(0) Ndo (1) Sim (7) Nao sabe (8) NSA

SUPLA
SUPLO
SUPLQ

A52) Quando iniciou 0 uso?

- Ferro (0) Prévio, desde quando? SUPLFI
) (1) Na gravidez (2) No p6s-parto (7) Ndo sabe (8) NSA 28&}:"’
- Acido Félico  (0) Prévio, desde quando? SUPLAP
(1) Na gravidez (2) No pés-parto (7) Nao sabe (8) NSA |supLol
- Outro (0) Prévio, desde quando? SUPLOP
(1) Na gravidez (2) No pOs-parto (7) N&o sabe (8) NSA
A53) Se iniciou durante a gestacdo, com quantas semanas gestacionais?
- Ferro semanas (77) N&o sabe (88) NSA gﬂgt;’lg— ieerr?]zrr‘]zss
- Acido Folico semanas (77) Nao sabe (88) NSA |supLoic™ semanas
- Outro semanas (77) Nao sabe (88) NSA -

A54) Quando terminou 0 Uso, com quantas semanas gestacionais?

SUPLFTG ___ semanas

- Ferro _____semanas (66) Nao parou na gestacao (77) Nao sabe (88) NSA S ELaTe cemanas
- Acido Folico __ semanas (66) N&o parou na gestacgao (77) N&do sabe (88) NSA |supLoTc™  semanas
- Qutro semanas (66) Nao parou na gestacdo (77) N&do sabe (88) NSA e
A55) A suplementacgéo teve interrupgdo de uso? =L
(O)Nado (1) Sim (7) Nao sabe (8) NSA -
SE SIM:
A56) Quanto tempo de interrupcao? semanas (77) Nao sabe (88) NSA |SUPLIT____ semanas
A57) Esta utilizando algum suplemento atualmente? SUPLPP
(0)Ndo (1) Sim Qual? Vezes por dia: gggtggs
A58) Vocé utilizou algum MEDICAMENTO durante a gestagao? MEDG
(0) Ndo (1) Sim  SE NAO ou NAO SABE, PULE PARA QUESTAO A62.

SE SIM:
A59) Nome? A60) Motivo? A61) Inicio do uso? |mEDGQ1L
Med 1 Med 1 Med 1 MEDGM1
Med 2 Med 2 Med 2 MEBET;
Med 3 Med 3 Med 3 S
Med 4 Med 4 Med 4 MEDGT?2
Med 5 Med 5 Med 5 MEDGQ3

(em meses) MEDGM3
(88) NSA (88) NSA (88) NSA HIEDE
A62) Vocé utiliza atualmente algum MEDICAMENTO? MED

(0) Ndo (1) Sim  SE NAO ou NAO SABE, PULE PARA QUESTAO A66.
SE SIM:
A63) Nome? A64) Motivo? A65) Tempo uso? MEDAQ1
Med 1 Med 1 Med 1 MEDAML
MEDAT1
Med 2 Med 2 Med 2 MEDAQ?2
Med 3 Med 3 Med 3 MEDAM?2
Med 4 Med 4 Med 4 MEDAT2
Med 5 Med 5 Med 5 MEDAQ3
(88) NSA (em dias) IS
A66) Vocé teve infeccdo urinaria na gestacdo? (0) Nao (1) Sim GIU
A67) Vocé teve outras doencas na gestacdo? SE NAO PULE PARA QUESTAO A69. GDO
(0O) Ndo (1) Sim

SE SIM:

A68) Qual(is) doenca(s)? (88) NSA

GDOQ
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A69) Vocé foi hospitalizada na gestacdo? SE NAO PULE PARA QUESTAO A72.

O)Nzo (1) Sim GHOSP
SE SIM:
A70) Quantos dias? (88) NSA | GHOSPD dias
A71) Por qual(is) motivo(s)? (88) NSA | gGHOSPM
A72) Como vocé recebeu e a noticia da sua gravidez?
RECMAE
A73) Como o pai da crianca recebeu a noticia da sua gravidez?
RECPAI
A74) Sua gestacéo foi planejada? SE NAO PULE PARA QUESTAO A75.
~ : PLAN
(0) Ndo (1) Sim
SE SIM:
Intencdo ou objetivo de engravidar: (0) N&o (1) Sim (8) NSA |pLaN1
Cessacédo de método anticoncepcional: (0) Nao (1) Sim (8) NSA |PLAN2
Concordancia do parceiro: (0) Nao (1) Sim (8) NSA |PLANS3
Momento adequado com relacéo a estilo/estagio de vida: (0) Ndo (1) Sim (8) NSA |PLAN4
A75) Sua gestacéo foi por concepcéo assistida (artificial)?
(O) Ndo (1) Sim  SE NAO PULE PARA QUESTAO A77. PCAS
SE SIM:
A76) Qual foi o método? PCASM
(0) Inseminacéo Intra-Uterina (1) Fertilizac&o in vitro (8) NSA
A77) Vocé ja fumou ou fuma cigarros de tabaco? SE NAO PULE PARA QUESTAO A85. TAB
(0) N&o, nunca fumou (1) Sim, ja fumou  (2) Sim, fuma atualmente
SE JA FUMOU OU FUMA:
A78) Por quanto tempo fumou ou fuma? meses (88) NSA | TABT meses
A79) Quantos cigarros vocé fumava ou fuma por dia? cigarros (88) NSA | TABQ cigarros
A80) Se parou de fumar, gquanto tempo antes de engravidar? meses (88) NSA | TABP meses
A81) Usa ou usou na gestacao medicacdes especificas para parar de fumar? A
(0) Ndo (1) Sim
SE SIM:
A82) Qual(is) tipo(s) de tratamento(s)?
(0) Medicacéo via oral (1) Goma de mascar TABMQ
(2) Adesivo (3) Outro (8) NSA
A83) Se iniciou durante a gestacdo, com quantas semanas? semanas (88) NSA | TABMI______semanas
SE TEVE OUTROS FILHOS:
A84) Fumou na gestacao anterior? (0) Ndo (1) Sim (88) NSA | TABGA
A85) H& alguém que fuma na sua casa (exceto a mée)? TABC
(0) Ndo (1) Sim SE NAO PULE PARA QUESTAO A87.
SE SIM:
A86) Quantas pessoas em sua casa atualmente fumam (exceto a méae)?
NUmero de pessoas (88) NSA | TABCP
A87) Sua méae fumou na sua gestacao? TABMG
(0O) Ndo (1) Sim (7) N&o sabe
DADOS DA ALIMENTACAO DA MAE
A88) Vocé jarecebeu alguma orientacdo de como se alimentar? PORI
(0) Nao (1) Sim SE NAO PULE PARA A QUESTAO A91.
SE SIM:
A89) Essa orientagdo ocorreu: SR
(1) Antes de engravidar  (2) Durante a gestacdo (3) opcbes 1 e 2 (8) NSA
A90) De quem recebeu a orientagcdo? (8) NSA |PORIQ
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DADOS GERAIS DA CRIANCA

A91) A criancajatem nome? SE NAO PULE PARA A QUESTAO A93.

(0) Ndo (1) Sim CRNOME
SE SIM:
A92) Qual o nome da crian¢a? (88) NSA | NOMECR
A93) Sexo0? (0) Feminino (1) Masculino CSEX
A94) Data de nascimento? / / CRDN__ [/ |
A95) Numero da Declaracao de Nascido Vivo (DN)? NUDN
A96) Peso ao nascer? gramas PESOCR g
A97) Comprimento ao nascer? cm COMPCR cm
A98) Perimetro cefalico? cm PCCR cm
A99) Apgarl? APGARL1
A100) Apgar5? APGAR5
A101) Tipo de parto? (1) Cesérea (2) Vaginal  (3) Forceps CTPART
A102) Teve mecodnio (prontuario)? (0) Ndo (1) Sim (6) N&o tem no prontuario | MECO
A103) Hora que a crianga nasceu? HRNASC
A104) A criangca mamou no primeiro diade vida? (0) Ndo (1) Sim MAMOD1
SE NAO MAMOU NO PEITO:
A105) O que recebeu?
(0) Solucao glicosada via oral (1) Soro glicosado endovenoso MAMO
(2) Férmula 1° Semestre (3) Outro, qual? MAMOQ
(7) Nao sabe (8) NSA
A106) Quantos minutos ap6s nascer a crianga mamou ho peito pela primeira vez? HRMAMO
minutos  (5555) mamou apoés 1° dia (8888) NSA
A107) Peso de nascimento da mae? BAM .
gramas (7777) Nao sabe
A108) Qual era seu peso antes de engravidar? kg (7777) N&o sabe | PESOAG kg
A109) Qual foi seu peso no final do 1° trimestre? kg (7777) N&o sabe | PESO1T kg
A110) Qual foi seu peso no final do 2° trimestre? kg (7777) Nao sabe | PESO2T kg
Al111l) Qual era seu peso antes do parto? kg (7777) Nao sabe | PESOAP kg
A112) Data da ultima menstruacéao? / / (66) Nao tem na carteirinha | DUM I
A113) Idade gestacional? IGDUM sem.
IG DUM: IG eco: IG clinico: IGECO sem.
IGCLI sem.
Al114) Ecografias: peso e comprimento fetal aproximado (prontuério) ECOP1 g
1° Peso: gramas 2° Peso: 3° Peso: ECOC1 cm
T : : ECOD1__ [ |
1° Comprimento: cm 2° Compr.: cm  3° Compr.: cm ECOIG1L
DataEco 1°TRI: _ [/ [ DataEco2°TRI: _/ / DataEco3°TRIl. _/ [/  |ecop2 g
1°1G: 2°1G: 3°1G: ECOC2 cm
ECOD2 I
ECOIG2
ECOP3 g
ECOC3 cm
(8) NSA (8) NSA (8) NSA ECOD3___ /[ [
ECOIG3
A115) Peso da placenta (prontuario)? gramas (66) N&o tem esse dado | PESOPL g
A116) Data da primeira consulta do pré-natal? / / IG: PCPN I
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(66) Nao tem na carteirinha PCPNIG
A117) Data da ultima consulta do pré-natal? / / IG: UCPN_ /|

(66) Nao tem na carteirinha UCPNIG
A118) Numero de consultas pré-natais? (66) Nao tem na carteirinha NCPN
A119) Primeiro nivel de PAS e PAD aferido em consulta pré-natal? PPASPN

mmHg x mmHg (66) N&o tem na carteirinha Eﬁﬁip'\' —

Data: [/ [ IG: GPPA

A120) Ultimo nivel de PAS e PAD aferido em consulta pré-natal? UPASPN
mmHg x mmHg (66) N&o tem na carteirinha gsﬁzp'\' —
Data: [/ | IG: GUPA
EXAMES LABORATORIAIS DA MAE

A121) Ultimos exames laboratoriais (prontuério e carteira da gestante)?

Colocar 66 se ndo tem dado SABO
Tipo sanguineo da méae Fator Rh FRH
Hematocrito % Hemoglobina g/dl HEMT
Eritrocito milh&es/ul Leucécitos Totais HEMG
Plaquetas ul ERIT
Tempo de Tromboplastina Parcial S :;EX(T?
Tempo de Protrombina S TTP
RNI TP
VDRL (0) Nao reagente (1) Reagente (2) Inconclusivo RNI
HBSAg (0) Nao reagente (1) Reagente (2) Inconclusivo xag‘-
Toxoplasmose IgM  (0) Nao reagente (1) Reagente (2) Inconclus_lvo TOXOM
Toxoplasmose IgG  (0) Nao reagente (1) Reagente (2) Inconclusivo TOXOG
Rubéola (0) Nao reagente (1) Reagente (2) Inconclusivo RUB
Citomegalovirose  (0) N&o reagente (1) Reagente (2) Inconclusivo CMV
Glicose em jejum mg/dl do primeiro trimestre g:::%
Glicose em jejum mg/dl do segundo trimestre GLI3
Glicose em jejum mg/dl do terceiro trimestre TTG1
TTG 759 (jejum) mg/dl TTG2
TTG (2h apos) mg/d| EgLL
Colesterol HDL mg/dl
Colesterol LDL mg/dI
Triglicerideos mg/d| TRIG
Colesterol Total mg/d| COLT
Aspartato-aminotransferase (TGO) U/L ES
Transaminase glutamica piravica (TGP) uU/L BILIT
Bilirrubina Total mg/d| FERR
Ferritina ng/ml ACFO
Acido Félico ng/dl %H
T4 m_cg/lOOmI CREA
TSH microUl/ml UREIA
Creatinina mg/dl EQU
Uréia mg/dI URO
Exame qualitativo de urina (0) Nao realizou (1) Realizou Eg':
Urocultura (0) Negativa (1) Positivo HBGLIC
Parasitologico de fezes (0) Negativo (1) Positivo
Citopatoldgico - Colo do Utero (0) Negativo (1) Positivo

Hemoglobina glicada

QUESTIONARIOS ESPECIFICOS — GRUPOS
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DOENCA HIPERTENSIVA

B1) Qual a classificacdo de sua hipertenséo (prontuario)?
(1) Pré-eclampsia (2) Hipertensao crbnica (3) Eclampsia | HIP
(4) Pré-eclampsia superposta a HC  (5) Hipertenséo gestacional  (8) NSA
SE DIAGNOSTICO DE HIPERTENSAO CRONICA (HC):
B2) Quando teve o diagnoéstico? anos (88) NSA ! HIPDG ____ anos
SE POSSUI HIPERTENSAO GESTACIONAL, PRE-ECLAMPSIA OU ECLAMPSIA
B3) Com quantas semanas gestacionais a HAS foi diagnosticada?
HIP semanas
semanas (88) NSA
B4) Maior nivel de PAS nainternacdo? mmHg Data: / / PAS
PASD I
B5) Maior nivel de PAD na internagdo? mmHg Data: / / PAD
PADD I
B6) Usou medicacdes especificas para a hipertensédo na gestacao? HIPM
(O) Ndo (1) Sim  SE NAO PULE PARA QUESTAO B10. -
SE SIM:
B7) Qual(is)?
(88) NSA |HPMQ__
B8) Se iniciou durante a gestagdo, com quantas semanas? ____semanas (88) NSA |HIPMI____ semanas
B9) Se parou durante a gestacdo, com quantas semanas? semanas (88) NSA |HIPMP_____ semanas
SE TEVE OUTROS FILHOS:
B10) Teve hipertenséo na gestagcdo anterior? SE NAO PULE PARA QUESTAO B13. HIPAN
(0) Ndo (1) Sim (8) NSA I
SE SIM:
B11) Qual era a classificacao de sua hipertensao?
(1) Pré-eclampsia (2) Pré-eclampsia superposta a HC  (3) Eclampsia |HIPANQ
(4) Hipertenséo crénica-HC  (5) Hipertensao gestacional (8) NSA
B12) Qual(is) a(s) medicacao(des) que utilizava? HEANM
(88) NSA -
B13) Possui histérico familiar de hipertensdo? SE NAO PULE PARA QUESTAO B15. HIPHE
(O) Ndo (1) Sim (7) Nao sabe -
SE SIM:
B14) Qual o parentesco?
(1) Mée (2)Pai (3)Irméaos (4) Irma@s (5) Avos Maternos (6) Avos Paternos  |HIPHFQ
(7) Primos (8) Tios (88) NSA
B15) Sua mae teve hipertensdo na sua gestacao? HIPMM
(0) Ndo (1) Sim (7) N&o sabe -
DIABETES
D1) Qual a classificagcdo de sua diabetes (prontuério)? DMCL
(1) DM1 (2) DM2 (3) Diabetes Gestacional (DMG) -
SE DIAGNOSTICO DE DM1 ou DM2:
D2) Quando teve o diagnostico? anos (88) NSA |DMD ____ anos
SE POSSUI DIABETES GESTACIONAL (DMG):
D3) Com quantas semanas gestacionais a DMG foi diagnosticada? -
semanas (88) NSA =
SE TEVE OUTROS FILHOS:
D4) Em gestacOes anteriores alguma vez vocé apresentou diabetes? DMGANT
(0) Nao (1) Sim (8) NSA

SE SIM:
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D5) Em quantas gestacdes? (88) NSA | DMGANTQ
D6) A diabetes persistiu ap06s o parto?
(O)Ndo (1) Sim @Nsa
SE SIM:
D7) A diabetes persistiu por quanto tempo? meses
(555) Nunca mais normalizou (888) NSA | DVEANTRT

D8) Que tipo de tratamento foi indicado para o diabetes nesta gestagcao?

(0) nenhum tratamento (1) dieta (2) atividade fisica DMTRAT
(3) insulina (4) hipoglicemiante oral DMTRATO
(5) Outros:
SE HIPOGLICEMIANTE OU INSULINA:
D9) Qual(is) medicacdo(des)? (88) NSA | DMTRATQ
D10) Dose(s) (88) NSA | DMTRATD
D11) Vocé seguiu o tratamento recomendado?
(0) Nao (2) As vezes DMTRATR
(1) Sim, durante toda a gestacdo desde 0 momento do diagndstico
SE NAO OU AS VEZES:
D12) Por qual(is) motivo(s)? (88) NSA | DMTRATRM
D13) Quantas vezes, nesta gestacao, vocé foi internada para controle glicémico? DMCGI

NUmero de vezes:

SE FOI INTERNADA:

D14) Por quanto tempo? (88) NSA |DMCGP __ dias
D15) Durante a gestacdo vocé fazia controle da sua glicemia? DMCG

(0) Ndo (1) Sim —
SE SIM:

D16) Qual o método que utilizava no controle da sua glicemia? -

(1) Fita-teste (2) Exame Laboratorial (3) Ambas (8) NSA -
D17) Com que freqiéncia monitorava sua glicemia? M - -
D18) Vocé possui histérico familiar de diabetes? DOMHE

1. Nao (1) Sim (7) Nao sabe -
SE SIM:

D19) Qual o parentesco?
(1) Méae (2) Pai (3) Irméaos (4) Irmas (5) Avos Maternos DMPAR
(6) Avos Paternos (7) Primos (8) Tios (88) NSA
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Critério de Classificagdo Econ6mica Brasil ABIPEME (ABEP, 2011)

Abaixo, marcar um X sobre o niUmero de itens de cada eletrodoméstico existente na casa em que a gestante mora:

Posse de itens:

Quantidade de itens
Itens N&o tem 1 2 3 4
Televisdo em cores 0 1 2 3 4
Radio 0 1 2 3 4
Banheiro 0 4 5 6 7
Automoével (carro ou moto) 0 4 7 9 9
Empregada mensalista 0 3 4 4 4
Méaquina de lavar 0 2 2 2 2
Videocassete/DVD 0 2 2 2 2
Geladeira 0 4 4 4 4
Freezer* 0 2 2 2 2
*Aparelho independente ou parte da geladeira duplex
Nomenclatura antiga Nomenclatura atual Pontos

Analfabeto/Primério incompleto

Analfabeto/até 32 série fundamental

0

Primario completo/Ginasial incompleto

42 série fundamental

Pontuacao Minima: 0

Ginasial completo/Colegial incompleto

Fundamental completo

Colegial completo/Superior incompleto

Médio completo

Superior completo

Superior completo

1
2
4 Pontuacdo Maxima: 46
8

Grau de instrucao do chefe da familia:
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QUESTIONARIO DE FREQUENCIA ALIMENTAR
Data da entrevista: / / GDE _/ |/
Entrevistador(a): ENTREV

Nome da mae:

QUESTIONARIO DE FREQUENCIA ALIMENTAR

Primeiro pergunte: com que frequéncia vocé tem comido “nome do alimento”? Caso ela refira consumir o alimento,
perguntar: Quantas “ler a medida caseira”? A cada 4 ou 5 alimentos lembrar a puérpera que o questionario se refere a

alimentagcdo durante toda a gestacéo.

®

_ Quantidade 1) ) ®) 4) (5) ©) ™ | Nunca
Alimento consumida |Maisde | 2 a3x/ Ix/ 5a6x | 2a4x 1x/ la3x/
. . . sem. A ou quase
por vez 3 x/dia dia dia sem. sem. més nunca
() colher QFA1Q
1. Arroz branco sopa cheia QFALF
. ( ) colher QFA2Q _
2. Arroz integral sopa cheia QFA2F
. ( ) concha QFA3Q ___
3. Feijao meédia QFA3F
() e
. escumadeira QFA4Q _
4. Macarrao o QFA4F
pegador
()
5. Macarrao escumadeira QFA5Q
integral cheia ou QFASF ___
pegador
6. Farinha de ( ) colher QFA6Q ___
mandioca sopa QFA6F
7. Pdo cacetinho lgati)afsran;oes/ 2 QFA7Q ___
ou fatiado ¢ P QFATF _
orma
8. P&o integral ou : QFA8Q ___
centeio (e QFA8F
x . . FA9
9. Pao caseiro () fatia 8FA98:
S . FA10
10. Biscoito doce |( ) unidade 8FA108:
11. Bolos ou . QFA11Q
cucas () fatias QFA11F
12. Biscoito QFA12Q
salgado [ [ QFAL2F
FA13
13. Polenta () pedaco 8FA13(|3—
14. Batata frita ou |( ) porgdo QFA14Q
chips pequena QFAl4F
. . FA15
15. Batata cozida |( ) unidade 8FA15(|3:
16. Mandioca, QFA16Q
aipim (Sipececa QFAl6F
. ( )1 espiga= QFA17Q __
17. Milho verde 4 colher sopa QFAL7F
. FA18
18. Pipoca ( )saco 8FA18S:
19. Lentilha ou
Ervilha ou Gréo go);:olher 8Eﬁg§ —
de bico P -
QFA20Q
20. Alface ( ) folha QFA20F
() colher QFA21Q ___
21. Couve sopa cheia QFA21F
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®

Quantidade 1) ) 3) %) (5) ©) @) Nunca
Alimento consumida |Maisde | 2a3x/ x/ 5a6x | 2a4x |, 1la3x
. . . sem. A ou quase
por vez 3 x/dia dia dia sem. sem. més nunca
( ) colher sopa QFA22Q _
22. Repolho ol QFA22F
23. Laranja/ . QFA23Q __
bergamota (') unidade QFA23F
24. Banana () unidade 83328—
FA25Q
25. Mamé&o/Papaia|( ) fatia / %2 SFAZES—
. FA2

26. Maca () unidade SFAZS(F?_
27.Melancia/Meldo|( ) fatia SEQEZS_
. . FA28Q
28. Abacaxi () fatia SFAZSS_

. FA29
29. Abacate ( ) % unidade SFAZQS -
30. Manga () unidade Siﬁggg—
31. Limédo Sé frequéncia. QFA3LF ___
32. Maracuja Sé frequéncia. QFA32F
33. Uva () cacho médio 8,’;2222 -
: : FA34Q
34. Goiaba () unidade SFA34S—

R N FA

35. Péra () péra SFAggS_
L ( ) colher sopa QFA36Q _
36. Chicoria cheia QFA36F

. FA37
37. Tomate () unidade SFA37S—
( ) colher sopa QFA38Q
38. Chuchu cheia QFA38F
. ( ) colher sopa QFA39Q __
39. Abbbora cheia QFA39F
: ( ) colher QFA40Q
40. Abobrinha sopa cheia QFA40F
41. Pepino () fatia Siﬁﬁg_
( ) colher sopa QFA42Q
42. Vagem cheia QFA42F
43. Cebola S6 frequiéncia. QFA43F ___
44. Alho S6 frequiéncia. QFA44F
45. Pimentdo Sé frequéncia. QFA45F
( ) colher QFA46Q
46. Cenoura sopa cheia QFA46F
] QFA47Q _
47. Beterraba ( ) fatia QFA4TF
QFA48Q
48. Couve-flor () ramofflor QFA48F
. QFA49Q
49. Ovos ( ) unidades QFA49F
. QFA50Q
50. Leite Integral [( ) copo QFA50F
51. Leite QFA51Q
Semi-deshatado () copo QFAS51F _
52. Leite QFA52Q
Desnatado  )eepe QFAS2F ___
53. logurte Normal |( ) unidade QPADIQ —

QFA53F
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®

_ Quantidade 1) @) ©) 4) (5) ©) ™ | Nunea
Alimento consumida |Maisde | 2 a3x/ x/ 5a6x | 2a4x |, 1a3x/
. . . sem. A ou quase
por vez 3 x/dia dia dia sem. sem. més n
unca
. . FA54
54. logurte light |( ) unidade 8FA548:
N L QFA55Q
55. Queijo () fatia média QFAS5F
56. Requeijao So freqiiéncia. QFA56F
57. Manteiga So freqiiéncia. QFA57F
58. Margarina Sé frequéncia. QFA58F
59.Visceras:figado QFA59Q __
coracéo, bucho () pedago QFAS9F
()1 bife
60. Carne de boi |médio =4 QFAG0Q
sem 0SS0 colheres sopa QFA60F ____
ou 2 pedacos
61. Carne de boi QFA61Q ___
com 0SS0 () pedago QFA6IF __
QFAG2Q
62. Carne porco |( ) pedago QFA62F
63. Frango ( ) pedaco 8:;2222—
.. I()unidade ou QFAG4Q
64.Salsicha/linguica gomo QFABAF
65. Peixe fresco QFAG5
branco (merluza, ( )filé QFAG5P
pescada, corvina) QFA65Q
Qual? QFAG5F
Preparo? -
66. Peixe fresco FAGE
oleoso (salméo, Q 5
. . QFA66P
atum, sardinha) () filé "
QFAG6Q __
Qual? QFAG66F
Preparo? -
QFAG7Q __
67. Atum enlatado|( ) latas QFA67F
68. Sardinha QFA68Q _
enlatada () latas QFAGSF
. . QFAB9Q
69. Hamburguer |( ) unidades QFABOF
. QFA70Q
70. Pizza ( ) pedaco QFA70F
N . QFA71Q
71. Camaréo () unidade QFA7IF
. . QFA72Q _
72. Bacon/toucinho |( ) fatia QFA72F
. , QFA73Q
73. Maionese () colher cha QFA73F
74. Salgados: - QFA74Q
kibe, pastel (jimdedes QFAT4F
. FA75
75. Salgadinhos |( ) pacote 8FA75(|3:
. FA76
76. Sorvete () unidades 8FA768:
. ( ) colher QFA77Q ___
77. Agucar sobremesa QFA7TTF
78.Caramelos,bala |S6 freqliéncia. QFA78F
79. Chocolate () colher QFA79Q
p6/Nescau sobremesa QFATOF __
80. Chocolate ( ) 1 pequeno QFA80Q __
barra/ Bombom |ou 2 bombons QFABOF ___
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Quantidade | (1) @) @3) @) (5) © | @ )
Alimento consumida |Maisde | 2 a3x/ 1x/ 5a6x | 2a4x 1%/ 1a3x/
. . . sem. A ou quase
por vez 3 x/dia dia dia sem. sem. més nunca
81. Pudim () pedaco Siﬁgig—
82. Doce de ( ) colher QFA82Q
leite/Geléia sobremesa QFA82F
83. Refrigerante QFA83Q ___
normal () copo QFA83F
84. Refrigerante QFA84Q
light (e QFAB4F
85. Café () xicara OFnsoE
86. Suco natural |( ) copo SEQSSS -
87. Suco artificial QFAB7Q __
; copo
(p6) () cop QFAS7TF __
88. Vinho ( ) copo giﬁggg —
89. Cerveja () copo 8:22238—
90. Outras
bebidas () dose SR
alcodlicas -
91. Oleo utilizado
para temperar () colher de 8:;231-(5—
saladas Qual? sopa QFA9IF
92. Oleo utilizado QFA92T
para cozinhar (Wicolierae QFA92Q
Qual? sopa QFA92F
93. Banha de () colher de QFA93Q __
porco sopa QFA93F
94. Adocante ( ) gotas QFA%M _
gotas/ po ( ) envelope QFA94Q __
Marca? QFA94F
95. Linhaca ( ) colher de QFA95Q ___
sopa rasa QFA9SF ___

96. Oleaginosas
castanhas,
r(mzes QFAYQ

L () punhado QFA96F _
amendoim) QFA96T

Qual?
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Existe algum alimento que habitualmente era consumido por vocé durante a gestacao
e ndo foi mencionado?

Alimento Quantidade | (1) @) ©) 4 ®) (6) ®
consumida Nunca
por vez Maisde | 2a3x | 1x/dia |5a6x/ | 2a4x/ 1x/ la3x ou
3 x/dia /dia semana | semana | semana | més quase
nunca
97.
QFA97Q __
Céapsula de 6leo QFA9%6D __
Qual? QFA96F
Dosagem?
98. QFA98A
QFA98Q _
QFA98F
99. QFA99A
QFA99Q
QFA99F
Questdes adicionais:
100. Quanto tempo dura 1 pacote de sal (1kg)? dias. QFA100CD ___
101. Qual é seu consumo mensal de 6leo? litros. Qual 6leo? QFA101CD
102. Qual é o seu consumo mensal de banha de porco? Kg. QFA102CD ___
103. Com que frequéncia vocé costumava comer VERDURAS e LEGUMES crus, cozidos ou
refogados, sem incluir batatas, mandioca/aipim, inhame e cara?
(1) @) 3) %) (5) 6) 7 (8) QFA103
Nunca T
Mais de 2 a3 x/dia 1 x /dia 5a6x 2a4x 1x/ la3x/més | ouquase
3 x/dia semana semana semana nunca
104. Com que frequéncia vocé costumava comer FRUTAS, sem incluir sucos de frutas?
@ ) ©) 4 ®) (6) (7 ®)
Nunca | QFAL04 ___
Mais de 2 a3 x/dia 1 x /dia 5a6x/ 2a4x 1x/semana| 1a3x/ més | ou quase
3 x/dia semana semana nunca
105. Com que frequéncia vocé costuma comer FAST FOOD (pizza, quibe, coxinha, hamburguer)?
@ @ ®3) 4 ®) (6) Q) ®)
Nunca QFA105 _
Mais de 2 a3 x/dia 1 x /dia 5a6x 2a4x 1x/semana| 1a3x/ més | ouquase
3 x/dia semana semana nunca
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