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Resumo da dissertacdo apresentada ao PPGN/UFRJ como parte dos requisitos necessarios
para a obtencdo do grau de mestre em Nutricdo Humana.
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RESUMO

As demandas metabolicas e fisioldgicas aumentadas da gestante adolescente podem afetar
negativamente o desenvolvimento placentario, resultando em crescimento fetal prejudicado.
Os éacidos graxos essenciais e seus derivados de cadeia longa (AGPI-CL) como é&cidos
docosahexaendico (DHA) e araquidonico (AA) sdo importantes para 0 crescimento e
desenvolvimento fetal e sdo acumulados no tecido adiposo materno durante a fase anabdlica
da gestacdo. A placenta é o 6rgdo que promove a transferéncia destes acidos graxos da mae
para o feto, principalmente no final da gestacédo (na fase catabdlica). A captacédo e transporte
desses acidos graxos pela placenta envolvem mecanismos mediados por proteinas ligantes de
acidos graxos expressas na membrana (FABPpm - membrane fatty acid binding proteins),
FAT- fatty acid translocase e uma familia de proteinas transportadora FATP 1-6. Estas
proteinas estdo envolvidas na captacao preferencial AGPI-CL para o feto. A expressdo génica
dessas proteinas relaciona-se com a incorporacdo de AGPI-CL pela placenta e seus teores na
circulagdo materna e fetal. Considerando a importancia dos AGPI-CL para o
desenvolvimento fetal e a falta de estudos sobre os teores desses nutrientes em placentas de
mées adolescentes, 0s objetivos do presente trabalho foram quantificar os acidos graxos na
placenta de gestantes adolescentes e adultas e nos compartimentos materno-fetais sanguineos
e correlacionar as suas concentra¢des com a expressao génica das proteinas FATP1, FATP4,
FABPpm e FAT/CD36. Variaveis sociodemograficas, antropométricas e obstétricas foram
obtidas por meio de consulta aos prontuarios ou entrevista. Os lipidios das amostras
sanguineas foram extraidos, saponificados e metilados de acordo com método descrito por
Lepage e Roy. Nas amostras de placenta, foi utilizado o método de Folch para a extracao
lipidica, seguida por metilacdo, pelo método de Lepage e Roy. Os ésteres de acidos graxos
foram quantificados por cromatografia gas-liquido. Os resultados foram expressos como
média *+ desvio-padrdo em mg/100 mg de acidos graxos totais. Os teores de acidos graxos
foram correlacionados com a expressdao das proteinas transportadoras e associados as
varidveis antropométricas indicativas de crescimento do neonato. Nos compartimentos
placentarios, foram encontradas maiores concentragcdes de AA e AGPI-CL, na porcédo fetal



em relacdo & materna nas placentas de maes adolescentes, assim como em rela¢do & porcao
fetal das gestantes adultas. A porcdo materna das placentas das gestantes adolescentes
apresentou maior expressao génica da proteina FATP4 e o RNAm da proteina FATP1 foi
mais expressivo na porcao fetal das placentas das gestantes adultas. O FABPpm apresentou
correlagdo negativa e significativa com a concentragdo de DHA na porcdo materna das
placentas das gestantes adolescentes. Nas adolescentes, as concentraces de AA, EPA e DHA
assim como do total de AGPI-CL nos eritrocitos do sangue do corddo umbilical foram
superiores as do sangue materno, enquanto que nos eritrocitos do sangue do corddo umbilical
das adultas, observou-se maior quantidade de AA e no somatério do AGPI-CL em relacdo ao
sangue materno. Por outro lado, os precursores (&cidos graxos essenciais) apresentaram-se
em maiores concentracGes no sangue materno em relacdo ao sangue do cordao umbilical em
ambos os grupos. O AA dos eritrocitos das mées adolescentes foi correlacionado positiva e
significativamente com o comprimento ao nascer. As diferengas observadas entre os dois
grupos etarios, principalmente em relacdo as concentracbes de AGPI-CL, sinalizam
singularidades no transporte placentario destes compostos lipidicos, sugerindo eficiente
transferéncia placentaria desses acidos graxos nos compartimentos fetais placentarios das
adolescentes.
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ABSTRACT

The increased metabolic and physiological demands of pregnant adolescent may adversely
affect the placental development resulting in alterated fetal growth. Essential fatty acids and
their long chain polyunsaturated fatty acid derivatives (LC-PUFAS) such as docosahexaenoic
acid (DHA) and arachidonic acid (AA) are important for fetal growth and development and
are accumulated in maternal adipose tissue during the anabolic phase of pregnancy. The
placenta is an organ through which these fatty acids flow from mother to fetus, mainly in late
pregnancy (catabolic phase). The uptake and transport of fatty acids across the placenta is
mediated by mechanisms involving fatty acid binding proteins expressed on the membrane
(FABPpm - membrane fatty acid binding proteins), fatty acid translocase-FAT and fatty acid
transport protein-FATP 1-6. The gene expression of these proteins is related to the
incorporation of LC-PUFAs in placenta and maternal-fetal circulation. These proteins are
involved in preferential uptake LC-PUFA to the fetus. Considering the importance of LC-
PUFAs for fetal development and the lack of studies about the status of these fatty acids in
placentas of adolescent mothers, the aims of this study were to quantify the fatty acids in
placenta of adolescent and adult pregnants and in maternal and fetal blood and correlate these
concentrations with the gene expression of FATP1, FATP4, FABPpm and FAT/CD36. The
sociodemographic, anthropometric and obstetric variables were obtained through medical
records or interview. The blood lipids were extracted according to Lepage & Roy method,
while placenta we used the method of Folch for lipid extraction, followed by methylation, by
the method of Lepage and Roy. The esters of fatty acids were quantified by gas-liquid
chromatography and the results were expressed as mean + standard deviation of mg/100 mg
of total fatty acids. The concentration of these fatty acids were correlated with the gene
expression of transporter proteins, as well as associated with anthropometric data of the
newborn. In placental compartments were found higher concentrations of AA and LC-PUFAs
in fetal side than in maternal side in placentas of adolescent mothers, as well as in relation to
the fetal side of pregnant adults. The gene expression of FATP4 in maternal side of the
pregnant adolescents placentas was higher than the maternal side of pregnant adults placentas
and the mRNA expression of FATP1 was higher in fetal side of the pregnant adults placentas
than pregnant adolescents placentas. Significant positive associations were observed between
FABPpm and the concentration of DHA in the maternal side of the pregnant adolescents
placenta. In adolescent mothers, it was observed that the concentration of AA, EPA and DHA
and total LC-PUFAs was higher in erythrocytes from umbilical cord blood than in maternal
blood, while in adult cord erythrocytes we found higher concentrations of AA and LC-



PUFAs than maternal blood. On the other hand, the precursors (essential fatty acids)
concentrations were higher in maternal blood than cord blood in both groups. The AA
concentrations in erythrocytes of adolescent mothers were positively and significantly
correlated with birth length. The differences observed between the two age groups, mainly in
relation to concentrations of LC-PUFAs, indicate singularities in placental transport of these
fatty acids, suggesting efficient placental transfer of these fatty acids in the fetal placental
compartments of teenagers.
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1. INTRODUCAO

A gestacdo e os eventos a ela relacionados, como puerpério e lactacdo, sdo
marcados por profundas mudancas que interferem na vida da mulher (BAIAO;
DESLANDES, 2006). De outro modo, a adolescéncia constitui periodo do ciclo vital em que
0 ser humano estd em condicdo peculiar de desenvolvimento, em razdo das mudancas
bioldgicas, psicoldgicas e sociais ainda ndo bem estruturadas. A superposi¢do da gestacao a
esse periodo acarreta sobrecarga psicologica e psiquica, aumentando a vulnerabilidade
materno-fetal aos agravos a satde e psicossociais (BRASIL, 2006).

As demandas metabdlicas e fisioldgicas aumentadas da gestante adolescente
afetam negativamente o desenvolvimento placentario, resultando em crescimento fetal
prejudicado (WALLACE et al., 1997). Neste contexto, a gravidez na adolescéncia, dissociada
de acompanhamento pré-natal adequado, destinado a prevencdo e tratamento de possiveis
intercorréncias (GAMA et al., 2002), esta relacionada ao aumento no risco de desfechos
negativos, em comparacdo aos observados com a gestacdo na vida adulta (HORNSTRA,
2000; INNIS, 2003)

A importancia dos lipidios na nutricdo e desenvolvimento humano é reconhecida
h& muitas décadas e a demanda fetal por acidos graxos é aumentada durante o crescimento
fetal que ocorre especialmente durante o terceiro trimestre da gestacdo (SCHAIFF et al.,
2005). Este periodo também esta associado a aquisicdo de acidos graxos poli-insaturados de
cadeia longa (AGPI-CL) como acido docosahexaenoico (DHA) e &cido araquiddnico (AA),
essenciais para o crescimento do cérebro e desenvolvimento ocular (LAURITZEN et al.,
2001). Assim, a habilidade da placenta em facilitar a transferéncia materno-fetal de nutrientes,
incluindo os acidos graxos, é de crucial importancia para o adequado desenvolvimento do
feto, que depende destes substratos, derivados da circulacdo materna (KNIPP; AUDUS;
SOARES, 1999).

O mecanismo de transporte preferencial dos acidos graxos poli-insaturados de
cadeia longa através da placenta ndo estd completamente esclarecido (Gil-Sanchez et al.,
2012). Difusdo passiva explica parte da transferéncia placentaria de nutrientes, no entanto,
como o requerimento fetal é bastante elevado, esse mecanismo, exclusivamente, ndo consegue
suprir a demanda. Consequentemente, carreadores especificos, denominados proteinas de

transporte, localizam-se na placenta e agem facilitando esta transferéncia, atendendo as



crescentes necessidades do feto principalmente no dltimo trimestre da gestacdo
(ALDORETTA; HAY, 1995).

Diferentes proteinas de membrana estdo envolvidas na captacdo e transporte de
acidos graxos pela placenta, incluindo: FABPpm (plasma membrane fatty acid binding
protein); FAT (fatty acid translocase), também denominadas glicoproteinas CD36; e uma
familia de proteinas transportadoras, referidas como FATP 1-6 (fatty acid transport protein)
(DUTTAROQY, 2009).

Embora os mecanismos que regem a complexa interacdo entre estas proteinas
ainda ndo estejam completamente compreendidos, tem sido sugerido que elas sé&o
responsaveis pelo transporte preferencial de AGPI-CL para o feto, ou seja, pela maior
concentracdo de AGPI-CL encontrada na circulagcdo fetal quando comparada a materna
(BLADES, 2001).

Considerando que as peculiaridades metabdlicas que distinguem o organismo
adolescente do adulto, acrescidas aquelas relacionadas ao periodo gravidico, podem promover
diferencas nos processos de transferéncia materno-fetal de nutrientes, neste trabalho,
buscamos avaliar se o transporte de AGPI-CL, nos diferentes compartimentos placentarios, se

encontra diferenciado entre gestantes adolescentes e adultas.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Gestacdo: considerac0es gerais

A gravidez constitui condicdo acompanhada por alteracdes anatdmicas,
fisioldgicas e psicologicas que afetam quase todas as suas funcbes organicas. Essas mudancas
s80 necessarias para regular o metabolismo materno e promover o crescimento fetal, assim
como para preparar a mae para o trabalho de parto e lactacdio (RESENDE; COSLOVSKY,
1998).

O periodo gestacional € heterogéneo no sentido das modificacdes fisiologicas e
metabolicas verificadas, bem como em termos de exigéncias nutricionais, que ndo obedecem
ao mesmo padrédo ao longo de toda a gestacdo. No primeiro trimestre, a saide do embrido vai
depender da condigdo nutricional pre-gestacional da mulher, ndo somente quanto as suas
reservas de energia, mas também quanto as de vitaminas, minerais e oligoelementos. O
segundo e terceiro trimestres representam etapas cujas condigdes ambientais vigentes tém
maior potencial para imprimir efeitos diretos sobre o estado nutricional do feto (BANG; LEE,
2009 e FAZIO et al., 2011).

A massa corporal pré-gestacional € considerada o fator que mais influencia no
ganho de peso durante a gestacdo e a salude materna e fetal (PADILHA et al., 2007). No
entanto, outros fatores podem afetar a habilidade individual da mulher em se adaptar as
demandas da gestacdo, como por exemplo, a idade materna (CARLIN; ALFIREVIC, 2008).
O aumento na incidéncia da gravidez antes dos 20 anos de idade é uma realidade (SANTOS et
al, 2009).

2.1.2 Adolescéncia e gestacao

A Organizacdo Mundial da Saude conceitua a adolescéncia como sendo o periodo
da vida compreendido entre 10 e 19 anos (WHO, 1995). Constitui fase em que o ser humano
estd em condicdo peculiar de desenvolvimento, pelas mudancgas biologicas, psicoldgicas e
sociais ainda ndo bem estruturadas (BRASIL, 2006). De acordo com o Censo Demografico
2010, o Brasil registra 190.755.799 milhdes de habitantes, sendo 17,9% adolescentes. Entre



estes, 17 milhdes sdo mulheres adolescentes (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA
E ESTATISTICA (IBGE), 2010).

Contrariamente as tendéncias mais recentes de reducdo do numero de filhos por
mulher, a taxa de fecundidade na adolescéncia apresentou pequeno aumento percentual na
média nacional (DESLANDES, 2009), indicando que a gravidez antes dos 20 anos de idade é
uma realidade no Brasil (SANTOS et al., 2009). No mundo, aproximadamente 25% de
mulheres tém seu primeiro filho antes de completarem 20 anos de idade, com taxas ainda
mais elevadas em paises em desenvolvimento (MARTINS et al., 2011). Diferentes fatores
contribuem para este cenario, entre os quais, 0 inicio cada vez mais precoce da puberdade,
com o decréscimo da idade da menarca, instalando-se, cada vez mais cedo, a capacidade
reprodutiva (BRASIL, 2006).

De acordo com Santos et al (2009), o fendmeno gravidez na adolescéncia é
considerado, em alguns paises, sobretudo naqueles em desenvolvimento, um problema de
salde publica importante, com implicagdes sociais e biologicas.

A gestacdo, o parto e a maternidade sdo situacGes que podem trazer multiplas
consequéncias emocionais, sociais e econdémicas para a saude da mae adolescente e do seu
filho (MARTINS et al., 2011). Entre as mulheres de 15 a 19 anos, a chance de ocorréncia de
morte por problemas decorrentes da gravidez ou do parto é duas vezes maior do que entre as
maiores de 20 anos; entre as menores de 15 anos, esta ocorréncia é ainda cinco vezes maior,
sendo uma das principais causas de morte nesta faixa etaria (CARNIEL et al., 2006).

Ha controvérsias na literatura acerca dos fatores responsaveis pela maior
frequéncia de resultados obstétricos adversos em adolescentes. Entretanto, fatores
socioecondmicos, tais como pobreza, baixo nivel educacional, gravidez ndo desejada, estresse
psicoldgico, uso de drogas ilicitas, além de assisténcia pré-natal inadequada, sdo geralmente
apontados como importantes determinantes dos piores indices de complicacBes nestas
pacientes (CONDE-AGUDELO; BELIZAN; LAMMERS, 2005; FIGUEIREDO; PACHECO;
MAGARINHO, 2005). Mées adolescentes, principalmente aquelas sem assisténcia pré-natal,
apresentam maior risco de mortalidade por complicacGes obstétricas, sindrome hipertensiva
gestacional e partos prematuros, assim como, em decorréncia de infeccBes puerperais,
hemorragias, abortos (SCHOLL; HEDIGER; BELSKY, 1994) e baixo peso ao nascer
(SANTOS; MARTINS; SOUZA, 2008).

Os riscos atribuidos & gestacdo na adolescéncia parecem maiores quanto mais
proxima da menarca ocorrer a gestacdo (SCHOLL; HEDIGER; BELSKY, 1994). Por



exemplo, considera-se que quanto mais jovem a gestante, maior o risco de baixo peso ao
nascer, sendo este associado a mortalidade neonatal (SAUNDERS; BESSA; PADILHA,
2009). Observa-se também, nos filhos de mées adolescentes, baixo APGAR — indice que varia
de 0 a 10, utilizado para avaliar cinco quesitos objetivos, relacionados a vitalidade do recém-
nascido: frequéncia cardiaca, respiracdo, irritabilidade reflexa, tbnus muscular e cor, e
infeccOes perinatais (GAMA; SZWARCWALD; LEAL, 2002).

Entretanto, Santos, Martins e Souza (2008) mostraram que a chance de baixo peso
ao nascer (BPN) entre as pacientes adolescentes que realizaram menos do que quatro
consultas no pré-natal foi aproximadamente trés vezes maior do que entre aquelas que
compareceram a quatro ou mais consultas. Estes autores também encontraram associa¢cdo
entre risco de BPN com baixa escolaridade e inicio tardio do pré-natal, sendo a idade das
gestantes, a variavel mais fracamente associada ao risco de BPN entre os filhos destas
adolescentes. A ma qualidade da assisténcia pré-natal, em termos do acompanhamento tardio
e do menor nimero de consultas, foi a variavel que melhor explicou o0 BPN.

Neste sentido, a adolescéncia ndo caracteriza, a priori, periodo de gravidez de alto
risco (MAGALHAES et al., 2006). Quando a gestacio ocorre neste periodo, ndo ha prejuizo
na evolucdo da gestacdo e condicbes dos recém-nascidos, desde que a assisténcia pré-natal
seja adequada, tendo em vista que o risco obstétrico, materno e infantil, esta relacionado nao
somente com a idade materna e condi¢cdes socioecondmicas, mas também com a paridade, a
assisténcia pré-natal e perinatal (MAGALHAES et al., 2006; RAATIKAINEN et al., 2006;
SANTOS; MARTINS; SOUZA, 2008).

No entanto é preciso reconhecer que gestantes adolescentes frequentam menos as
consultas no periodo pré-natal e, muitas vezes, tardam em procurar assisténcia pré-natal
(SANTOS et al., 2009). Adicionalmente, adolescentes tém sido considerados grupo de risco
nutricional, por diferentes razfes: 1) apresentam demanda aumentada de nutrientes — na
medida em que se encontram em fase de crescimento e desenvolvimento fisico intenso
(CARVALHO et al., 2001); 2) costumam apresentar habitos alimentares inadequados, sendo
0 peixe, por exemplo, um dos alimentos de menor frequéncia de consumo por essa parcela da
populacdo, o que contribui para ingestdo inadequada de 4&cidos graxos da série n-3
(CARVALHO et al., 2001); 3) muitas adolescentes adotam dietas com objetivo de reducéo de
peso, sem orientacdo apropriada, o que pode constituir fator comprometedor do estado

nutricional pré-gestacional, no caso de gestacdo neste periodo (BERLAMINO et al., 2009)



A associacéo entre esses fatores de risco nutricional e as demandas especificas, no
caso da gestacdo no periodo da adolescéncia, implica em necessidade de acompanhamento e
orientagdo peculiares para o grupo.

Sendo assim, o atendimento humanizado e de qualidade no pré-natal, parto e
puerpério é fundamental para diminuir os agravos atribuidos a gestacdo na adolescéncia,
sendo importante, ainda, a inclusdo de medidas de prevencdo e promocdo da saude, além da
assisténcia estritamente bioldgica e curativa (BRASIL, 2006).

2.2 Acidos graxos essenciais e seus derivados de cadeia longa no crescimento fetal

O desenvolvimento do concepto por ser dividido em periodo embrionario, o qual
compreende as primeiras oito semanas de gestacdo, e o periodo fetal, que compreende o
periodo entre a nona semana de gestacdo até o final da gestacdo a termo. Nos primeiros
estagios de desenvolvimento, os acidos graxos poli-insaturados s@o requeridos pelo embrido
para a divisdo celular, crescimento e diferenciacdo celular. Durante o periodo fetal, o acimulo
de lipidios e &cidos graxos poli-insaturados especificos como, por exemplo, o DHA, é
relativamente pequeno até a vigésima quinta semana de gestacdo, entretanto, a deposicdo de
lipidios no feto aumenta exponencialmente com o avanco da idade gestacional
(HAGGARTY, 2010).

Os acidos graxos que sao requeridos durante o desenvolvimento do concepto séo
utilizados como fonte de energia, para manter a fluidez, permeabilidade e conformacéo das
membranas celulares, e, ainda, sdo precursores de compostos bioativos como prostaciclinas,
prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos (HAGGARTY, 2010).

As necessidades de producdo energética também sdo bem elevadas, uma vez que a
energia, além de permitir a manutencdo de gradientes eletroquimicos nas membranas
celulares de todo o organismo, também é necessaria para garantir a intensa velocidade dos
processos anabdlicos, caracteristica do crescimento fetal, envolvendo a sintese de proteinas,
carboidratos complexos e lipidios (MULLIS; TONELLA, 2008).

Os acidos graxos essenciais (AGE), linoleico (LA, 18:2 n-6) e a-linolénico (ALA,
18:3 n-3), e seus derivados de cadeia longa, tém sido referidos como importantes
determinantes do crescimento e desenvolvimento fetal (INNIS, 2007). No entanto, os AGE

ndo podem ser sintetizados pelos tecidos dos mamiferos devido a deficiéncia das enzimas A15



e A12 dessaturases, devendo, necessariamente, ser obtidos a partir do consumo dietético
(CALDER, 2001; INNIS, 2003). Desta forma, podem dessaturar e elongar, por meio de outras
enzimas, o LA a &cido araquidénico (AA, 20:4 n-6) e o ALA a é&cido eicosapentaendico
(EPA, 20:5 n-3) e a acido docosahexaendico (DHA, 22:6 n-3) (INNIS, 2005). Os acidos
graxos AA, EPA e DHA, dada a presenca de duas ou mais ligagdes duplas em suas longas
cadeias carbonadas, sdo denominados acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (AGPI-
CL) (INNIS, 2003) (Figura 1).
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Figura 1 - Metabolismo dos acidos graxos das séries n-6 e n-3.
Fonte: (HAGGARTY, 2010)

O AA é fundamental para o crescimento fetal (HEIRD; LAPILLONNE, 2005) e o
DHA tem importante funcdo na formacéo, desenvolvimento e funcionamento do cérebro e da
retina, durante o periodo gestacional e os primeiros anos de vida. Dentre os AGPI-CL da série
n-3, o DHA é o mais abundantemente encontrado no sistema nervoso central de mamiferos e
se concentra especialmente, nos fosfolipidios das membranas da massa cinzenta cerebral e dos

componentes visuais da retina (INNIS, 2008). Destaca-se que os AGPI-CL n-6 e n-3,



acumulados pelo feto, séo fundamentalmente, derivados da mée, provenientes da transferéncia
placentéria, visto que a habilidade do feto e da placenta em dessaturar e elongar os &cidos
graxos € limitada (CUNNINGHAM; McDERMOTT, 2009; HAGGARTY, 2010). Dessa
forma, a ingestdo dietética materna desses acidos graxos, bem como de seus precursores
essenciais deve ser suficiente para garantir a disponibilidade adequada para o feto
(DUTTAROQY, 2009). A este respeito, Van Eijsden et al (2008) verificaram associacao
positiva entre 0 peso ao nascer e a concentracdo de AGPI-CL da série n-3 do plasma materno
no inicio da gestacdo. Os autores sugeriram que as dimensdes do neonato ao nascer podem
ser otimizadas pela ingestdo materna de AGPI-CL durante a gestacao.

Além disso, tém sido sugerido que eritrocitos maternos, 0s quais apresentam
lisofosfolipideos em suas membranas, podem atuar como armazenador de AGPI-CL e
veicular o transportes destes 4cidos graxos para a placenta (GIL-SANCHEZ et al., 2011) e
serem utilizados para o crescimento fetal (GHEBREMESKEL et al. 2000).

No estudo de Oliveira et al (2012) foi avaliado, no puerpério imediato, o contetido
de AA e DHA, no plasma materno e no corddo umbilical de mulheres adolescentes e adultas.
Foi verificado percentual de AA mais elevado no plasma materno e no corddo das
adolescentes em relacdo ao de adultas e os teores relativos de DHA no plasma das méaes
adolescentes correlacionaram-se positivamente com 0 peso ao nascer e 0 perimetro cefalico
de seus respectivos neonatos. Os autores concluiram que, em situacdo de maior
vulnerabilidade nutricional, como a gestacdo na adolescéncia, os AGPI-CL de importancia
para o desenvolvimento adequado do neonato séo preservados.

Adicionalmente, as diferencas nas concentracdes de &cidos graxos, no plasma
materno e do corddo, entre adolescentes e adultas, podem indicar que a gestacdo afeta de
forma distinta o status de AGPI-CL nestes dois grupos etarios. Corroborando com essa
hipdtese, Torres & Trugo (2009) em estudo de revisdo, analisaram resultados relativos ao
status de &cidos graxos de gestantes e nutrizes (30 dias ap0s o parto) brasileiras, adolescentes
e adultas. Os autores constataram concentracdes significativamente maiores de EPA, DHA e
do total de AGPI-CL em membranas de eritrocitos de nutrizes adolescentes quando
comparadas as de adultas. Apesar da escassez de informacdes a respeito do impacto da
gestacdo e da lactacdo sobre o metabolismo de AGE e AGPI-CL em adolescentes, 0s autores
também sugeriram que essas duas situacdes fisioldgicas podem afetar diferentemente o status

desses acidos graxos entre adultas e adolescentes.
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E possivel que as diferencas entre os dois grupos, relativas as concentragdes de
acidos graxos, sejam devidas ao transporte placentario dos AGPI-CL, que poderia ser distinto
entre gestantes adolescentes e adultas, em decorréncia de alteragdes metabdlicas especificas

no organismo materno.

2.3 Placenta: desenvolvimento e funcionalidade

2.3.1 Formacdo e funcbes placentarias

A placenta ¢ um o¢rgao vital para o feto (CHERNYAVSKY et al., 2011),
constituindo sua principal comunicagdo com o organismo materno, atuando na regulacdo do
desenvolvimento intrauterino (FOWDEN et al., 2008).

Com a fecundagdo do dvulo pelo espermatozoide, o ovo alcanca a cavidade
uterina e se fixa no endometrio, iniciando assim os ajustes fisiolégicos que permitirdo a
evolucdo da gestacdo. Dentre esses, ocorrem modificacdes no endomeétrio, que passa a ser
denominado “decidua”, que dara origem a placenta (SAUNDERS, 2005).

A formacéo da placenta inicia-se com a implantacdo do blastocisto sob o epitélio
uterino levando a diferenciacdo de linhagem de células do trofoblasto em estruturas
embrionarias e extraembrionarias. Este processo ocorre no primeiro trimestre de gestacdo e
envolve a angiogénese do tecido placentario e o estabelecimento, progressivo, da circulacao
materna e fetal na placenta, destinado ao preparo para a segunda fase do crescimento fetal
(BITSANIS et al., 2005).

As células do trofoblasto sdo importantes para a implantacdo do blastocisto e
interacdo com o ambiente uterino para o suficiente suprimento sanguineo. Conforme a
gestacdo progride, as células trofoblasticas desenvolvem fungdes especializadas a fim de
promover eficiente transporte de nutrientes para o feto e a eliminacdo de residuos. Além
disso, estas células constituem érgdo enddcrino, secretando horménios e citocinas na corrente
sanguinea materna, reprogramando a fisiologia da gestante em beneficio do crescimento fetal
(Figura 2). Como consequéncia destas multiplas funcdes, defeitos na diferenciacao das células
trofoblasticas levam a alteracbes das funcbes da placenta, as quais estdo associadas a

complicagcBes da gestacdo, tais como, infertilidade, nascimento pré-termo, restricdo de
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crescimento intrauterino e pré-eclampsia (JAUNIAUX; VAN OPPENRAAILJ; BURTON et
al., 2010; JOHN; HEMBERGER, 2012).

Placenta ————____

Vasos sangiine:
fetals ———=

Membrana
placentaria

Con’.@c umbilical

Espago
interviloso
Vasos

Cordao umbilical sangliineos™
da mae

Figura 2- Estrutura da placenta
Fonte: (JASSON; POWELL, 2007)

O trofoblasto contribui para a formacdo da membrana plasmatica, a qual constitui-
se por uma bicamada de moléculas fosfolipidicas e € a estrutura mais importante no transporte
de nutrientes (BROLIO et al., 2011). A membrana placentaria se localiza entre a circulacao
materna e a fetal sob a forma de um sincicio conhecido como sinciciotrofoblasto, que
apresenta um polo apical, com diferenciacdes — microvilos, voltado para o lado materno e um
polo basal, voltado para o lado fetal (HAGGARTY, 2010). A partir da décima semana de
gestacdo até o nascimento a termo, a espessura da placenta diminui e a area de superficie para
0 transporte de nutrientes, aumenta gradualmente durante o dltimo trimestre de gravidez
(HAGGARTY, 2010).

O desenvolvimento da placenta é influenciado pelo estado nutricional pregresso
da gestante, bem como durante a gestacdo e sua taxa de crescimento € inicialmente maior do
que a do feto, de modo a preparar 0 ambiente para a transferéncia de nutrientes, necessaria
para o crescimento fetal (THAME, 2004). A este respeito, Jansson e Powell (2007) citaram
que o indice de massa corporal (IMC) materno associa-se positivamente com o peso da
placenta, enquanto Winder et al (2011) mostraram que maior massa de gordura corporal
materna e area muscular do braco predizem peso placentario mais elevado. Adicionalmente,
em ambos estudos foi referida associacdo positiva entre o percentual de gordura corporal da
gestante e o comprimento, largura e area da placenta. Complementarmente, Fowden et al

(2008), em seu estudo de revisdo, assinalaram que o0 baixo peso materno, no primeiro
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trimestre de gestacdo, estd associado a placenta de menor tamanho, enquanto Jansson e
Powell (2007) apontaram que o peso da placenta correlaciona-se positivamente com o peso do
feto, em condicoes normais de gestacao.

J& foi descrito que o tamanho da placenta guarda relacdo com a sua eficiéncia
funcional, correlacionando-se positivamente com 0 peso ao nascer. Assim, maior circulacdo
de lipidios e glicose, pode resultar em crescimento mais elevado da superficie da placenta e
transferéncia aumentada destes nutrientes por unidade de é&rea placentaria. Maiores
concentracdes de lipidios também estdo associadas com o aumento de hormdnios como
insulina, IGF-I e leptina, que estimulam a capacidade de transporte de nutrientes na placenta
(HUDA; BRODIE; SATTAR, 2010).

Uma das fungdes da placenta dos mamiferos é assegurar étima nutricdo em todas
as fases do desenvolvimento fetal (GUDMUNDSSON; DUBIEL; SLADKEVICIUS, 2009;
RIQUELME, 2009). Isto envolve a transferéncia de nutrientes, gases e agua para o feto,
excrecdo de residuos de produtos de metabolismo fetal no sangue materno, bem como a
adaptacdo do metabolismo materno, em diferentes fases da gestacdo, por meio de horménios
(CETIN; ALVINO, 2009).

A capacidade da placenta em fornecer nutrientes para o feto depende de uma
série de fatores: o tamanho, a morfologia, o fluxo sanguineo, sua taxa de consumo e producao
de nutrientes e da expressdo de proteinas transportadoras especificas nas membranas do
sinciciotrofoblasto (JASSON; MYATT; POWELL, 2009). No entanto, durante o
desenvolvimento, todos estdo intimamente inter-relacionados e sdo sensiveis a mudancas
ambientais de origem materna e fetal (FOWDEN et al., 2008).

A placenta requer fonte de energia, constante e abundante, para suprir suas
proprias necessidades de crescimento e maturacdo bem como para o transporte de nutrientes
(DUTTAROQY, 2009). Os trofoblastos promovem a oxidacdo dos &cidos graxos, em grande
quantidade, sugerindo que a placenta humana utiliza, de forma significativa, estes nutrientes
como combustivel metabdlico em todo o periodo gestacional. Qualquer intercorréncia durante
a producdo de energia pode interferir no crescimento, diferencia¢do e funcdo da placenta e,
assim, pode comprometer o crescimento e o desenvolvimento fetal (OEY et al., 2003)

Alteracdes em qualquer um daqueles fatores podem afetar o crescimento
intrauterino (THAME, 2004; FOWDEN et al. 2006; JONES; POWELL; JANSSON, 2007),

com consequéncias importantes para a viabilidade e bem-estar do recém-nascido, revelando
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que a placenta tem acdo em longo prazo, que ultrapassa os limites do periodo gestacional,
podendo interferir na satde do individuo adulto (THAME, 2004).

Adicionalmente, a placenta ndo é apenas um 6rgao passivo destinado a promover
a troca materno-fetal de nutrientes e outras substancias, mas pode adaptar-se ao meio, em
resposta a variagdes intrinsecas (idade gestacional e genes do crescimento fetal-placentério) e,
extrinsecas (condi¢Ges nutricionais e outros fatores ambientais). Esta adaptacdo dindmica
ocorre com o intuito de contribuir para a otimizacdo da passagem de nutrientes e gases,
potencializando o crescimento fetal e a viabilidade ao nascimento (SANDOVICI et al., 2012).
A placenta absorve os nutrientes, em grande proporc¢do, produzindo novos metabolitos que
sdo transferidos para o feto, sdo utilizados nos processos relacionados ao seu proprio
desenvolvimento ou retornam para a circulagao materna (FOWDEN et al., 2008).

2.3.2 A placenta no transporte especifico de acidos graxos

A habilidade da placenta em extrair os acidos graxos essenciais (AGE) e acidos
graxos poli-insaturados de cadeia longa (AGPI-CL) da circulagdo materna e transferi-los para
o feto é de crucial importancia para o adequado desenvolvimento do feto (HANEBUTT et al.,
2008). A difusdo passiva explica parte da transferéncia placentaria de nutrientes, no entanto,
como o requerimento fetal é bastante elevado, assim, esse mecanismo, exclusivamente, ndo
consegue suprir a demanda. Consequentemente, carreadores especificos de nutrientes,
denominados proteinas de transporte, localizam-se na placenta e agem facilitando essa
transferéncia, atendendo as crescentes necessidades do feto, principalmente no Gltimo
trimestre da gestacdo (ALDORETTA; HAY, 1995).

Esses acidos graxos para serem transportados, através da membrana dos
microvilos do sinciciotrofoblasto da placenta, necessitam estar na forma ndo esterificada
(&cidos graxos nao esterificados, AGNE) (HANEBUTT et al., 2008). Na circulacdo materna,
AGNE podem ser provenientes da hidrélise dos triglicerideos das lipoproteinas catalisada pela
lipase lipoproteica placentéria, e/ou pela lipase horménio sensivel do tecido adiposo materno
(INNIS, 2003; DUTTARQY, 2009). Por meio de um destes mecanismos, 0s acidos graxos
sdo transferidos para o compartimento fetal, resultando no aumento do conteldo destes

compostos lipidicos na circulagédo fetal, cuja qualidade especifica, depende, em grande parte,
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da composicdo dos &cidos graxos existentes na circulagdo materna (INNIS, 2003; GIL-
SANCHEZ; KOLETZKO; LARQUE, 2012).

A captacdo e transporte de &cidos graxos pela placenta envolve difusdo passiva ou
mediadores proteicos. Diferentes proteinas de membrana ja foram descritas, incluindo, as
proteinas ligantes de &cidos graxos expressas na membrana (FABPpm, plasma membrane
fatty acid binding proteins), a &cido graxo translocase (FAT, fatty acid translocase), também
denominada glicoproteina CD36 e uma familia de proteinas transportadoras (FATP 1-6, fatty
acid transport protein) (DUTTAROQY, 2009). A proteina FABPpm é expressa exclusivamente
na regido da placenta voltada para a circulacdo materna (CAMPBELL; GORDON; DUTTA-
ROY, 1998; LAGER; POWELL, 2012). De outro modo, em relacdo a localizacdo das FATPs,
ha controvérsias. A FATP1 foi identificada tanto na regido da placenta voltada para a
circulacdo materna quanto naquela voltada para a circulacdo fetal, ndo sendo conhecida a
localizagdo das demais isoformas (LAGER; POWELL, 2012). Entretanto, segundo Campbell
e Dutta-Roy (1995), Campbell, Gordon e Dutta-Roy (1998), Duttaroy (2009) e Gil-Sanchez,
Koletzko e Larqué (2012), todas as isoformas das FATPs estdo presentes em ambas regides da

placenta, assim como a FAT/CD36 (Figura 3).
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Figura 3- Estrutura e funcdo de transporte da placenta humana. (A) A placenta é
constituida por dois componentes: uma por¢do fetal, formada pelo saco coridnico e
outra materna formada pelo endométrio. O epitélio que realiza o transporte de
nutrientes, conhecido como sinciciotrofoblasto, constitui a camada exterior de varias
estruturas individuais de vilosidades dentro da placenta. Esse epitélio mantém a
circulagdio materna e fetal separada, enquanto permite a troca de nutrientes. (B)
Proteinas se ligam e transportam &cidos graxos dentro do sinciciotrofoblasto polarizado.
pFABPpm (placental plasma membrane fatty acid-binding protein) — proteina ligante
de &cidos graxos na membrana plasmética placentaria. FATP 4 (fatty acid transport
protein) — proteina transportadora de &cidos graxos. FABP 1, 3, 4 (fatty acid-binding
proteins) proteina ligante de &cido graxo, responsavel pelo transporte intracelular de
acidos graxos de cadeia longa. FAT/CD36 (fatty acid translocase) é uma glicoproteina
de membrana envolvida na captacao de acidos graxos.

Fonte: (CUNNINGHAM, McDERMOTT, 2009).
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As proteinas FATPs e FAT/CD36 tém sido identificadas em muitos tecidos, mas
somente a FABPpm parece ser exclusiva do tecido placentario (CAMPBELL, DUTTARQY,
1995; GIL-SANCHEZ; KOLETZKO; LARQUE, 2012). Apés captagdo por estas proteinas,
0s acidos graxos penetram no citoplasma e se ligam, agora, as proteinas citoplasmaticas
ligantes de acidos graxos (intracelular fatty acid binding protein, FABPS). As FABPS podem
ser responsaveis pela translocacdo citoplasmatica dos &cidos graxos livres para locais de
esterificagdo, P-oxidacdo ou para a circulagdo fetal (DUTTARQY, 2009), assim como
também podem se ligar, de maneira especifica, aos fatores de transcricdo nuclear como, por
exemplo, o PPAR (peroxisome proliferator activated receptor), no nicleo da célula
(STORCH; CORSICO, 2008). As FABPS descritas na placenta sdo: FABP1 ou liver FABP
(L-FABP), FABP3 ou heart FABP (H-FABP), FABP4 ou adipocyte (A-FABP), FABPS5 ou
keratinocyte FABP (K-FABP) e FABP7 ou brain FABP (B-FABP) (CUNNINGHAM,;
McDERMOTT, 2009) (Figura 4).

fATERNO transporte mediado por difusdo
proteinas passiva

[ NEFA | e B oxidagia
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|génica

Figura 4 - Modelo de transporte placentério de acidos graxos
Fonte: (HANEBUTT et al., 2008)
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Destaca-se a importancia de fatores de transcricdo nuclear como PPARs, RXR
(retinoid X receptor), LXR (liver X receptor), SREBP (sterol regulatory element-binding
proteins) na funcao de transporte de &cidos graxos (DUTTARQY, 2006). As trés isoformas de
PPAR sdo expressas na placenta (PPAR o, PPAR B/6 e PPAR y) sendo a expressdo
placentaria do PPAR vy bastante eclevada (FOURNIER et al., 2007). Do ponto de vista
nutricional, os PPARs sdo muito importantes, uma vez que sdo ativados AGPI-CL e seus
metabdlitos (MATSUDA; KOBAYASHI; KITAGISHI, 2013) e, assim, regulam a expressdo
das proteinas transportadoras de acidos graxos da placenta (BILDIRICI et al., 2003). Esta
regulacdo esta associada com o aumento da expressdo do FATP1 e FATP4 (SCHAIFF et al.,
2005).

Os AGNEs podem ser oxidados nos trofoblastos ou reesterificados e
armazenados, como triglicerideos e outras fracdes lipidicas, nas células placentarias. Assim
como em outras células, elevadas concentracbes de AGNE sdo toxicas e, para evitar esta
toxicidade, os &cidos graxos sdo esterificados, se ligam ao glicerol, e os triglicerideos séo
armazenados em goticulas de lipidios. Estes acidos graxos esterificados podem sofrer acédo
das hidrolases em um processo denominado lip6lise (LARQUE et al., 2006). Na placenta este
processo pode afetar a taxa de acidos graxos que é transferida para o feto (GIL-SANCHEZ;
KOLETZKO; LARQUE, 2012).

O mecanismo mais eficiente de transporte de lipidios dos tecidos para o sangue
envolve a sintese e secrecdo de lipoproteinas contendo apolipoproteina B-100 (apoB-100).
Estas lipoproteinas podem conter grande quantidade de triglicerideos e também agir como
carreadores de lipidios, ja tendo sido demonstrado que a placenta humana pode sintetizar e
produzir apoB, assim como um tipo de lipoproteina que poderia transportar lipidios para a
circulacdo fetal (MADSEN et al., 2004). Entretanto, ha controvérsias em relacdo a capacidade
de secrecdo da lipoproteina placentéria, e ha indicios de que o transporte intracelular de acidos

graxos da placenta para a circulacdo fetal ocorre por difusdo passiva e por meio das proteinas
transportadoras, FAT/CD36 e FATPs, localizadas na porcdo fetal da placenta (HANEBUTT
et al., 2008).

Uma vez na circulacdo fetal, os acidos graxos sdo reesterificados no figado e sédo
exportados para a circulacdo. A placenta pode aceitar novamente os AGNES, mas ndo 0s
esterificados. A esterificacdo seletiva de AGPI-CL tem sido sugerida como outro possivel
mecanismo para o acimulo preferencial destes lipidios de cadeia longa na circulagdo fetal
(KUHN; CRAWFORD, 1986).
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Embora as fungdes destas proteinas de membrana na captacdo e metabolismo de
acidos graxos da placenta bem como no processo de transferéncia destes nutrientes para o feto
ndo estejam completamente esclarecidas, tem sido sugerido que a presenca de AGPI-CL na
circulacdo fetal pode estar relacionada a interagdo destes acidos graxos com alguns
transportadores especificos, como a FABPpm (CAMPBELL; DUTTA-ROY, 1995; LARQUE
et al., 2006) e as FATP4 (LARQUE et al., 2006). Assim, essas proteinas, seriam responsaveis
pelo transporte preferencial de AGPI-CL para o feto, justificando a maior concentragdo destes
acidos graxos na circulacédo fetal, quando comparada a materna (DUTTARQY, 2009).

HAGGARTY et al. (1999) encontraram transporte preferencial seletivo para o
DHA (sendo a ordem de preferéncia: DHA>AA>ALA>LA). Larqué et al (2003) investigaram
in vivo a transferéncia de acidos graxos do sangue materno para a placenta humana,
encontrando acumulo preferencial de DHA em relagcdo aos outros &cidos graxos avaliados
(linoleico, oleico e palmitico), indicando transferéncia placentéaria preferencial de AGPI-CL.
Entretanto, Duttaroy (2009), em seu estudo de reviséo, indicou outra ordem de preferéncia por
AGPI-CL: AA>LA>ALA>AO (&cido graxo oleico).

Gil-Sanchez, Koletzko e Larqué, (2012), em recente revisdo, ratificaram o
reconhecimento de que ocorre transferéncia placentaria-fetal preferencial de AGPI-CL, tendo
sido apontado existir maiores concentragdes de AGPI-CL nos lipidios do sangue do cordédo
umbilical comparadas as do sangue materno, embora a propor¢do de AGE seja menor no
neonato em relacdo a mae. Esta seletiva transferéncia de AGPI-CL para a circulacdo fetal
destaca a funcéo da placenta no transporte preferencial destes compostos para o feto.

Larqué et al (2006) observaram que a suplementacdo de DHA, durante a segunda
metade da gestacdo, resultou em significativa incorporacdo de DHA nos fosfolipidios da
placenta, obtida por ocasido do parto. Adicionalmente, detectaram correlacdo positiva e
significativa entre a proporcdo de DHA e EPA nos fosfolipidios da placenta e a expressao de
RNAm das proteinas FATP-1 e FATP-4, assim como entre o0 DHA nos triglicerideos da
placenta e a FATP-1, a FATP-4, a FABPpm e a FAT. A expressdao da FATP-4 também
apresentou correlacdo positiva com o percentual de DHA nos fosfolipidios do plasma do
cordao umbilical. Os autores também observaram que o elevado percentual de EPA e DHA
nos fosfolipidios do plasma materno produziu aumento na expressdao de FATP-1 e FATP-4
pela placenta. Esses achados corroboram a importancia dessas proteinas na seletividade

placentéria.
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Apesar de se ter conhecimento do papel de vérias dessas proteinas na placenta,
estudos ainda sdo necessarios para o completo entendimento do metabolismo envolvido
quando se trata de gestagdo de adolescentes (LARQUE et al., 2006). Até o momento ndo ha
estudos até o presente momento que compare a expressao dessas proteinas entre adolescentes

e adultas.
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3. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Apesar do avanco no conhecimento acerca da fungdo das proteinas
transportadoras de acidos graxos na placenta humana, permanece constituindo vasto campo de
investigagdo, questdes relacionadas as possiveis diferengas metab6licas quando se trata de
gestacdo de adolescentes. N&o foram identificados estudos que tenham correlacionado
concentracdes de acidos graxos na placenta (por¢do materna e fetal), no plasma/eritrocitos
materno e do corddo umbilical e expressdo das proteinas envolvidas com o transporte
placentéario de AGPI-CL, comparando gestantes adolescentes e adultas. Assim, considerando
que as peculiaridades metabolicas que distinguem o organismo adolescente do adulto,
acrescidas aquelas relacionadas ao periodo gravidico, podem imprimir diferengas nos
processos de transferéncia materno-fetal de nutrientes, neste trabalho, buscamos testar a
hipdtese de que o transporte de AGPI-CL, nos diferentes compartimentos placentarios, se
encontra diferenciado entre gestantes adolescentes e adultas.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Investigar em placentas de gestantes adolescentes e adultas bem como nos
compartimentos sanguineos maternos e fetais os teores de &cidos graxos e a expressdo de
proteinas placentérias envolvidas na transferéncia de &cidos graxos de cadeia longa e
essenciais para o feto.

4.2 Objetivos Especificos

1. Caracterizar as gestantes quanto aos aspectos soOciodemograficos, obstétricos,
antropometricos, clinicos e de assisténcia pre-natal;

2. Caracterizar 0s recém-nascidos quanto as condigdes ao nascer (variaveis
antropometricas — peso, comprimento, perimetro cefalico, indice peso/idade
gestacional ao nascer) e intercorréncias no periodo neonatal precoce;

Quantificar os acidos graxos nos eritrocitos do sangue do cordao umbilical e materno;

4. Quantificar os acidos graxos nos lipidios totais dos compartimentos fetais e maternos
placentarios;

5. Avaliar a expressdo dos genes que codificam as proteinas envolvidas na captacao e/ou
transporte de acidos graxos de cadeia longa e essenciais (FABPpm, FAT/CD36,
FATP-1, FATP-4) na placenta;

6. Testar associacdo entre as concentracfes de acidos graxos das séries n-3 e n-6 e a

expressao génica das proteinas investigadas.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Captacdo, critérios de elegibilidade dos participantes e questdes éticas - Trata-se de
estudo analitico transversal (HENNEKENS; BURING, 1987), cujo planejamento obedeceu
aos aspectos éticos, inclusive os principios de beneficéncia e maleficéncia previstos na
resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude (BRASIL, 2013) os procedimentos de
coleta de dados e de material biolégico somente foram iniciados ap6s a aprovacdo do projeto
pelo Comité de FEtica e Pesquisa em Seres Humanos da Maternidade Escola (ME) da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) (CEP/MEC Numero 14/2010 em 09/08/2010,
ANEXO A). As gestantes eram abordadas no dia do parto e para participacdo do estudo foi
solicitada autorizacao por escrito a gestante e/ou ao seu responsavel legal, por meio do termo
de consentimento livre e esclarecido, que continha esclarecimentos acerca dos objetivos e
procedimentos do estudo, garantia de sigilo dos dados e de seu uso restrito para fins de
pesquisa. Também foi solicitada autorizacdo para a inclusdo de seus filhos neste estudo
(TCLE, ANEXOS B e C).

No que se refere as perdas, das 16 gestantes adolescentes captadas, apenas uma
recusou-se a participar do estudo. Considerando as adultas, foram recrutadas 17 gestantes,
porém, duas foram excluidas por serem fumantes.

A populacdo estudada foi constituida por 30 gestantes, 15 adolescentes (idade
entre 15 e 19 anos) e 15 adultas (idade entre 20-35 anos) - e seus respectivos recém-nascidos -
todas ndo tabagistas, sem gestacdo gemelar, ndo usuérias de suplementos nutricionais ou
qualquer outro tipo de medicamento, droga e livres intercorréncias clinicas, anteriores ou
durante a gestacdo, como hipertensdo arterial sistémica, diabetes mellitus tipo 2, ma formacéo
e anencefalia fetais, bem como doencas infecciosas, como tuberculose e sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS), cujo parto, a termo, foi realizado na ME/UFRJ.
Gestantes/recém-nascidos incluidos no estudo, também dispunham de informacdes acerca da
idade gestacional ao nascer e do peso na primeira hora ap6s o nascimento, do local de
realizacdo do pré-natal (ME ou outra unidade do municipio do Rio de Janeiro).

Por tratar-se de estudo biomolecular, bastante oneroso, o nimero de gestantes
avaliadas constitui uma sub amostra de conveniéncia de mulheres que realizaram partos a

termo na ME no periodo compreendido entre mar¢o de 2011e margo de 2012.
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5.2 Coleta e armazenamento de amostra biolégica — O sangue do corddo umbilical foi
coletado pela equipe de obstetricia da maternidade, imediatamente apds o parto, por ordenha
manual, em tubo contendo 1g Na2- EDTAJ/L. As placentas também foram separadas e pesadas
em balanca digital Filizola® e, posteriormente, 5g da regido central das porcdes materna e
fetal foram coletados e lavados em soro fisiologico (NaCl 0,9%). As amostras foram
armazenadas em nitrogénio liquido e o restante das placentas descartado. O sangue do cordéo
umbilical foi submetido a centrifugacdo (3500 rpm por 15 minutos), para a separacao do
plasma e da fracdo de eritrdcitos, de acordo com Ney et al (2009). Em seguida, estes materiais
bioldgicos foram transferidos para eppendorfs, devidamente identificados, e mantidos a -20°C
até o dia seguinte ao parto, quando o sangue materno foi coletado e tratado conforme descrito
para o sangue do corddo umbilical. Subsequentemente, todas as amostras foram transportadas,
sob refrigeragdo, até o Laboratorio de Bioquimica Nutricional do Instituto de Nutricdo da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, onde foram armazenadas em freezer -80°C até a
ocasido das analises biomoleculares e de acidos graxos, realizadas por pesquisadores

devidamente treinados, integrantes da equipe do projeto.

5.3 Avaliacdo sociodemografica, obstétrica e da assisténcia pré-natal - As informacdes,
descritas a seguir, foram obtidas por meio de consulta aos prontuarios e entrevista: idade
cronoldgica; situacdo marital (classifica-las como solteiras, casadas/vive com companheiro);
quanto ao grau de escolaridade em categorias de anos de estudo (< 8 ou > 8 anos de estudo);
condicdes de saneamento da moradia; ocupacdo profissional (se trabalhavam ou ndo); o nivel
econémico por meio do calculo da renda familiar, definida como a soma da renda de todos os
integrantes da familia, incluindo salarios, pensbes, aposentadorias e outros rendimentos e
namero de pessoas no domicilio. A identificacdo da cor da pele foi por auto-classificacgéo.

As informacGes obstétricas e da assisténcia pré-natal investigadas foram: idades
ginecoldgica e gestacional (IG) em semanas, segundo a data da ultima menstruacdo (DUM) e
ultrassonografia (US), namero de gestac@es, tipos de partos (férceps, vaginal e cesariana) e
abortos (espontaneos ou provocados), intervalos interpartal e intergestacional, nimero de
consultas da assisténcia pré-natal e de assisténcia nutricional pré-natal, IG na primeira
consulta da assisténcia pré-natal, medicamentos e/ou suplementos nutricionais usados na
gestacdo, historia reprodutiva anterior, doenca obstétrica atual, historia familiar, tabagismo e

uso de drogas.
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5.4 Avaliacdo do estado nutricional antropométrico materno - Para esta avaliacdo foi
considerado o peso pré-gestacional (PPG) - referido ou medido na primeira consulta, caso
tenha ocorrido ainda no primeiro trimestre gestacional - e a estatura, ambos registrados nos
prontudrios ou cartdo da gestante. O ganho de peso gestacional total foi calculado pela
subtracdo do peso pré parto - ou referente a ultima consulta do pré-natal - do PPG. Para
avaliacdo do indice de massa corporal (IMC) pré-gestacional foi empregada a classificacio
recomendada pela WHO (1995) e o Institute of Medicine (IOM, 2009), validada por Padilha
et al (2009) para gestantes brasileiras atendidas na maternidade onde ocorreram 0s partos, que
define as categorias a seguir: baixo peso (IMC <18,5 kg/m?); eutrofia (IMC > 18,5 kg/m? e <
25 kg/m®); sobrepeso (IMC > 25kg/m? e < 30 kg/m?) e obesidade (IMC > 30 kg/m?).

A adequacdo do ganho de peso gestacional total foi avaliada segundo as
recomendacgdes do I0M (2009), tambem validadas por Padilha et al (2009), que considera as
seguintes categorias: baixo peso de 12,5-18,0kg; eutrofia de 11,5-16,0kg; sobrepeso de 7,0-
11,5kg e obesidade de 7,0kg e 7,0-9,1 kg (para adolescentes), segundo Gutierrez e King
(1992).

Para a classificacdo do estado nutricional antropométrico pre-gestacional das
gestantes adolescentes foi utilizado os pontos de corte de IMC, especificos para idade e sexo
feminino. A classificacdo, categorizada em escore-z, estabelece como baixo peso, < -2z;

eutrofia, > -2z < +1z; sobrepeso, >+1z < +2z ¢ obesidade, > +2z (WHO, 2007).

5.5 Avaliacdo do estado antropométrico do recém-nascido - Foram coletadas as
informacGes dos prontuarios destinadas a este fim, tais como: peso até uma hora apos o
nascimento, comprimento, perimetro ceféalico e idade gestacional ao nascimento segundo a
data da ultima menstruacdo. Peso ao nascimento inferior a 25009 foi considerado baixo peso
ao nascer (WHO, 1995). A adequacdo do peso para idade gestacional ao nascer foi avaliada
segundo a proposta de Pedreira et al (2011), que classifica o recém-nascido em: pequeno para
idade gestacional (PIG, abaixo do percentil 10), adequado para idade gestacional (AlG, entre
os percentis 10 e 90) e grande para idade gestacional (GIG, acima do percentil 90). Para
comprimento e perimetro cefalico ao nascer foram utilizadas, como referéncias, as curvas da

WHO publicadas em 2006 e 2007, respectivamente.
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5.6 Anélise de 4cidos graxos na placenta, sangue do corddo umbilical e sangue materno -
A extracdo de lipidios, saponificacdo e metilacdo dos acidos graxos do sangue materno e fetal
foram realizadas pelo método de transesterificacdo de Lepage e Roy (1986), enquanto que
para a extracao e saponificacdo das amostras de placenta foi empregado o método de Folch
(FOLCH, LEES, SLOANE STANLEY, 1957) e, na metilagéo a frio, Lepage e Roy (1986).
Antes dos procedimentos de extracdo e metilacdo dos &cidos graxos, os eritrocitos foram
submetidos a uma lavagem com tampédo fosfato sddico 5mM hipotdnico (sem NaCl),
destinada a promover o rompimento das hemécias, de acordo com Burton, Ingold e
Thompson (1981). Os acidos graxos metilados foram analisados por cromatografia gasosa,
utilizando equipamento Agilent Technologies 7890A CG System, equipado com detector de
ionizacdo de chama, uma coluna capilar especifica para separacdo de acidos graxos (SP-2330
(Supelco Inc., Bellefonte, PA) com 60m x 0,32m de didmetro interno e acoplado a um
software EZChrom Elite CDS (Agilent Technologies, Inc., C.A., U.S.A). Os ésteres
metilicos foram identificados por comparacdo com seu tempo de retencdo relativo com

padrdes conhecidos (Sigma, Supelco e Nuchek).

5.7 Analise da expressdo dos genes que codificam as proteinas envolvidas no transporte
de acidos graxos na placenta - Foi realizada de acordo com a técnica descrita por Larqué et
al (2006) que envolve etapas iniciais de extracdo de RNA total e transcricdo reversa. A
extracdo do RNA total foi feita com Trizol, de acordo com as recomendacdes do fabricante,
que consistiram das seguintes etapas: adicdo de 0,5 ml de Trizol em eppendorfs contendo
amostras de placenta, seguido de sonicacdo no gelo (4 etapas de 40 segundos, amplitude
40%). Em seguida, foi adicionado mais 0,5ml de Trizol. Depois foi realizada a centrifugacédo
a 12000g por 10 minutos; adicdo de 200ul de cloroférmio; agitacdo manual durante 15
segundos. Apds estes procedimentos 0s eppendorfs permaneceram em repouso por 5 minutos.
Em seqguida, foi realizada novamente centrifugacdo a 12000g por 15 minutos a 4°C;
transferiu-se a fase aquosa para um novo eppendorf com cuidado para ndo puxar a interfase;
adicionou-se 500ul de isopropanol e novamente permaneceram em repouso por 10 minutos.
Apos descanso, centrifugou-se a 12000 por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado
por inversao.

A partir do RNA extraido, a transcricao reversa foi realizada utilizando-se o kit de

sintese de cDNA (High-Capacity cDNA Reverse Trancription Kit da Applied Biosystems), de
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acordo com as recomendacGes do fabricante. O meio de reacdo foi, entdo, incubado a 25°C
por 10 minutos; 37°C por 120 minutos; 85°C por 5 minutos e resfriadas a 4°C.

A expressdo génica foi determinada, ap6s obtencdo do cDNA, por amplificacdo
pela técnica de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) em tempo real, utilizando-se o kit
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) no equipamento StepOnePlus Real-
Time PCR e seguindo-se as recomendacdes do fabricante. Os resultados foram expressos com
relacdo ao grau de expressdo de gene constitutivo (gliceraldeido fosfato desidrogenase). Para
analise em PCR, realizado no equipamento StepOnePlus, foi utilizado um conjunto de
iniciadores para FAT/CD36 (forward: 5-GGAAAGTCACTGCGACATGA-3";reverse: 5'-

CCTTGGATGGAAGAACGAATC), FABPpm (forward:5’-
GGAAGGAAATAGCAACAGTGG-3"; reverse:5-TCCTACACGCTCACCATATAAGC-
3), FATP1 (forward:5"- AGGTGGTTCAGTACATCGGG; reverse:5 -

AGAACTCCCCGATTTGGC-3) e FATP4 (forward:5-ATACCCACTGAACCTTTGGC-
37; reverse:5-GGTGTTGATGAGGGCTGC-3).

5.8 Analise estatistica - Para a realizacdo das andlises estatisticas, foi utilizado o software
GraphPad Prism 5 e o nivel de significancia adotado foi < 0,05. O intervalo de confianca de
95% foi empregado para comparar as frequéncias entre as variaveis categoricas. O teste t
pareado e o teste de Mann-Whitney foram utilizados para comparar dados de um mesmo
grupo, com distribuicGes paramétricas e ndo parameétricas, respectivamente. Para avaliacao
das correlacdes entre as variaveis continuas foi utilizado o coeficiente de correlacdo de
Pearson ou de Spearman, dependendo da natureza das variaveis (de distribuicdo normal ou

ndo, respectivamente).
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6. RESULTADOS

Os resultados obtidos no presente estudo, assim como a sua discussdo, foram organizados no
formato de um manuscrito intitulado “Expressdo placentaria de transportadores de acidos
graxos em gestantes adolescentes e adultas”, com possibilidade de publicagdo em “Placenta”.
Sdo apresentados os dados sociodemograficos, antropométricos e obstétricos das gestantes
adolescentes e adultas que integraram a investigagdo, assim como os dados antropométricos
de seus respectivos recém-nascidos. Resultados relativos aos teores de &cidos graxos em
eritrocitos do sangue materno e do corddo umbilical e dos compartimentos materno e fetal das
placentas das gestantes adultas e adolescentes bem como suas correlagfes com a expresséo

génica das proteinas transportadoras de acidos graxos também sdo descritos e analisados.

MANUSCRITO:

Expressdo placentaria de transportadores de acidos graxos em gestantes adolescentes e

adultas.
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Resumo

Estudos prévios do nosso laboratério revelaram importantes diferengas nas
concentracdes de acidos graxos de cadeia longa, no plasma materno e do corddo umbilical,
entre adolescentes e adultas, assim como na relacdo entre o perfil de acidos graxos nestes
compartimentos e os pardmetros de crescimento entre os recém-nascidos. Considerando que
modificacfes no transporte placentario de acidos graxos para o feto podem alterar seu
crescimento, o presente estudo objetivou quantificar os acidos graxos na placenta (porgdes
materna e fetal) de gestantes adolescentes e adultas bem como nos compartimentos materno-
fetais sanguineos e correlacionar suas concentracfes com a expressao génica das proteinas
FATP1, FATP4, FABPpm e FAT/CD36. Foram selecionadas 15 gestantes adolescentes e 15
gestantes adultas. A quantificacdo dos &cidos graxos eritrocitarios e nos lipidios totais da
placenta foi realizada por cromatografia gas-liquido. Os teores de acidos graxos foram
correlacionados com a expressdo das proteinas transportadoras e associados as variaveis
antropométricas indicativas de crescimento do neonato. Nos compartimentos placentarios,
foram encontradas maiores concentracdes de AA e AGPI-CL, na por¢do fetal em relagcdo a
materna nas placentas de maes adolescentes, assim como em relacdo a porcdo fetal das
gestantes adultas. A por¢cdo materna das placentas das gestantes adolescentes apresentou
maior expressdo génica da proteina FATP4 e o RNAm da proteina FATP1 foi mais
expressivo na porcdo fetal das placentas das gestantes adultas. FABPpm apresentou
correlacdo negativa e significativa com a concentragdo de DHA na regido materna das
placentas das gestantes adolescentes. Nas adolescentes, as concentraces de AA, EPA e DHA
assim como do total de AGPI-CL nos eritrocitos do sangue do corddo umbilical foram
superiores as do sangue materno, enquanto que nos eritrocitos do sangue do corddo umbilical
das adultas, observou-se maior quantidade de AA e no somatério do AGPI-CL em relacdo ao
sangue materno. Por outro lado, os precursores (acidos graxos essenciais) apresentaram-se em
maiores concentracfes no sangue materno em relacdo ao sangue do corddo umbilical em
ambos os grupos. O conteudo de AA dos eritrocitos das mées adolescentes foi correlacionado
positiva e significativamente com o comprimento ao nascer. As diferencas observadas entre
os dois grupos etarios, principalmente em relacdo as concentragdes de AGPI-CL, sinalizam
singularidades no transporte placentario destes compostos lipidicos, sugerindo a existéncia de
mecanismo mais eficiente de transferéncia destes acidos graxos nos compartimentes fetais
placentarios das adolescentes.

Palavras-chave: acidos graxos, proteinas transportadoras de acido graxo, expressao génica
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INTRODUCAO

A gravidez na adolescéncia tem sido identificada como um problema de salde
publica no Brasil e em outros paises, especialmente em razdo dos possiveis efeitos adversos
para a mée e a crianga (Brasil, 2006). Aumento do risco de parto prematuro, baixo peso ao
nascer, mortalidade neonatal e infantil e mortalidade materna incluem-se entre os desfechos
mais graves e predominantes entre adolescentes (Olausson, Cnattingius, Haglund, 1999;
Wallace et al, 2006; Chen et al, 2007), que sdo ginecologicamente imaturas e, ainda,
apresentam demandas especificas para atender ao seu préprio crescimento, somadas as
inerentes ao processo gestacional (Chen et al, 2007).

Ja foi descrito que o crescimento do organismo da gestante adolescente, afeta
negativamente o desenvolvimento placentario, resultando em crescimento fetal prejudicado
(Wallace et al, 1997). Neste contexto, a gravidez na adolescéncia esta associada ao aumento
no risco de alterac6es metabolicas, em comparacdo a gestacao na vida adulta.

Os &cidos graxos essenciais (AGE), acido linoleico (LA), &cido linolénico (ALA)
e seus derivados (acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa, AGPI-CL), principalmente o
acido docosahexanoico (DHA, 22:6 n-3) e o acido araquidonico (AA, 20:4, n-6) apresentam
importancia crucial no crescimento e desenvolvimento fetal (Hornstra, 2000; Innis, 2003). A
fonte primaria de AGPI-CL para o feto é a circulacdo materna (Herrera, 2002) de modo que
existe dependéncia da dieta materna, bem como do transporte placentario para o suprimento
fetal destes nutrientes (Hornstra, 2000; Herrera, 2002; Innis, 2003). Durante o ultimo
trimestre da gestacdo, o crescimento cerebral € acompanhado por aumento no acumulo de
lipidios no feto (Lauritzen et al, 2001; Innis, 2008). Este periodo, portanto, é critico para o
fornecimento de AGPI-CL ao feto, visando o desenvolvimento do sistema nervoso central e 0
adequado crescimento.

Os &cidos graxos provenientes da circulacdo materna estdo presentes como acidos
graxos livres ligados a albumina ou incorporados em lipoproteinas que, por acdo da enzima
lipase lipoproteica placentaria (LPL), sdo dissociados das mesmas e liberados (Gil-Sanchez et
al, 2011). A transferéncia destes acidos graxos para o feto pode ocorrer por difusdo simples,
ou por meio de proteinas transportadoras (Hanebutt et al, 2008).

Muitas proteinas envolvidas no transporte de lipidios foram identificados na
placenta humana, incluindo CD36 (também conhecida como fatty acid translocase [FAT]),

plasma membrane fatty acid binding proteins (FABPpm), FATPs (também conhecidas como
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SLC27As) e fatty acids binding proteins (FABPS), que se encontram no citoplasma. Apesar
do reconhecimento da presenga de CD36 nas por¢Oes materna e fetal da placenta (Campbell et
al, 1998), pouco se sabe acerca da sua funcdo neste tecido. FABPpm foi identificada
exclusivamente na por¢cdo materna da placenta (Campbell, Dutta-Roy,1995; Duttaroy, 2009) e
liga-se, preferencialmente, aos AGPI-CL e AGE (Campbell, Gordon, Dutta-Roy, 1996;
Campbell et al, 1998).

FATPs constituem uma familia de seis proteinas transportadoras transmembrana e
tendo sido demonstrado que aumento na expressao destas proteinas eleva a taxa de
internalizacdo de &cidos graxos (Schaffer, Lodish, 1994; Stahl et al, 1999). FATP1 localiza-se
em ambas porcdes da placenta (materna e fetal) (Campbell et al, 1998). A confirmacdo da
expressdo do RNAmM de FATP2 a FATP26 (também conhecidas como SLC27A2-A6) em
placenta humana de recém-nascido a termo foi posterior (Larque et al, 2006). Entre todas,
FATP1 e FATP4 apresentam maior expressao, sugerindo papel importante destas proteinas na
transferéncia de acidos graxos na placenta humana. No entanto, a participagdo de cada FATP
no transporte de um &cido graxo especificos, é desconhecida (Melton et al, 2011).

A presenca destes transportadores de acidos graxos nas membranas da placenta
sugere a existéncia de um transporte direcional entre as circulacbes materna e fetal. Além
disso, vérias formas de FABPs sdo expressas nos trofoblastos humanos, incluindo FABP3
(heart-FABP) e FABPL1 (liver-FABP) (Campbell et al, 1998). Estas proteinas intracelulares
estdo envolvidas na captacdo e transporte de é&cidos graxos no citoplasma (Storch,
McDermott, 2009), entretanto, os mecanismos envolvidos permanecem desconhecidos.

Modificacdes na transferéncia placentaria de acidos graxos durante a gestacao, e
especialmente durante a gestacdo de adolescentes, podem estar associadas a eventos capazes
de comprometer a programacao metabolica fetal, implicando em riscos para a saude do
individuo, inclusive ao longo prazo.

Em estudo anterior do nosso grupo de pesquisa, foram observadas concentracdes
mais reduzidas de LA e ALA e maiores proporcdes de AA, EPA e DHA em plasma do cordao
umbilical, em relacdo ao plasma materno, em maes adolescentes e adultas (Oliveira et al,
2012). Adicionalmente, foi verificado maior concentracdo de AA no plasma materno e do
cordao umbilical de adolescentes, em relacdo ao grupo de mées adultas e, a concentracdo de
DHA no plasma materno das adolescentes, correlacionou-se positivamente com 0 peso ao
nascer e perimetro cefalico (Oliveira et al, 2012), enfatizando a importancia destes compostos

para o desenvolvimento fetal.
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Por outro lado, tem sido sugerido que os eritrocitos maternos podem armazenar
AGPI-CL, constituido importante veiculo para o transporte destes &cidos graxos para a
placenta (Ghebremeskel et al, 2000). Assim, o presente estudo foi idealizado para determinar
se a gravidez na adolescéncia pode modificar a expresséo do RNAm das proteinas
transportadoras de acidos graxos nas por¢des placentarias materna e fetal, em comparacao as
gestantes adultas. Adicionalmente, investigamos a concentracdo de acidos graxos nos lipidios
totais da placenta e comparamos a composicdao de AGPI-CL nos eritrdcitos materno e do
cordao umbilical de gestantes adolescentes e adultas.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo analitico transversal, aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa em Seres Humanos, cuja captacdo de participantes ocorreu de forma continua, ao
longo de 12 meses. A populacdo estudada foi constituida por 30 gestantes, 15 adolescentes
(idade entre 15 e 19 anos) e 15 adultas (idade entre 20-35 anos) - e seus respectivos recém-
nascidos - todas ndo tabagistas, sem gestacdo gemelar, ndo usuarias de suplementos
nutricionais ou qualquer outro tipo de medicamento e droga e livres intercorréncias clinicas,
anteriores ou durante a gestacéo, como hipertensdo arterial sistémica, diabetes mellitus tipo 2,
méa formacdo e anencefalia fetais, bem como doencas infecciosas, como tuberculose e
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), cujo parto, a termo, foi realizado em uma
maternidade publica da cidade do Rio de Janeiro.

O sangue do corddo umbilical foi coletado pela equipe de obstetricia da
maternidade, imediatamente ap6s o parto, por ordenha manual, em tubo contendo 1g Na2-
EDTA/L. As placentas também foram separadas e pesadas em balanca digital Filizola® e,
posteriormente, 5g da regido central das por¢cdes materna e fetal foram coletados. As amostras
foram armazenadas em nitrogénio liquido e o restante das placentas descartado. O sangue do
cordao umbilical foi submetido a centrifugacdo (3500 rpm por 15 minutos), para a separacao
do plasma e da fracdo de eritrocitos de acordo com Ney et al (2009). Em seguida, estes
materiais bioldgicos foram transferidos para eppendorfs, devidamente identificados, e
mantidos a -20°C até o dia seguinte ao parto, quando o sangue materno foi coletado e tratado
conforme descrito para o sangue do corddo umbilical. Subsequentemente, todas as amostras

foram transportadas, sob refrigeracdo, até o Laboratério de Bioquimica Nutricional do
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Instituto de Nutricdo da Universidade Federal do Rio de Janeiro, onde foram armazenadas em
freezer -80°C até a ocasido das anélises biomoleculares e de &cidos graxos, realizadas por
pesquisadores devidamente treinados, integrantes da equipe do projeto.

InformagBes sociodemograficas, obstétricas e da assisténcia pré-natal foram
obtidas por meio de consulta aos prontuarios e entrevista.

Para avaliagdo do estado nutricional antropométrico materno foi considerado o
peso pré-gestacional (PPG) - referido ou medido na primeira consulta, caso tenha ocorrido
ainda no primeiro trimestre gestacional - e a estatura, ambos registrados nos prontuarios ou
cartdo da gestante. O ganho de peso gestacional total, foi calculado pela subtracdo do peso
pré-parto - ou referente a Gltima consulta do pré-natal - do PPG. Para avaliacdo do indice de
massa corporal (IMC) pré-gestacional foi empregada a classificagcdo recomendada pela WHO
(1995) e o Institute of Medicine (I0M, 2009), validada por Padilha et al (2009) para gestantes
brasileiras atendidas na maternidade onde ocorreram os partos, que define as categorias a
seguir: baixo peso (IMC <18,5 kg/m?); eutrofia (IMC > 18,5 kg/m? e < 25 kg/m?); sobrepeso
(IMC > 25kg/m? e < 30 kg/m?) e obesidade (IMC > 30 kg/m?).

A adequacdo do ganho de peso gestacional total foi avaliada segundo as
recomendacgdes do I0M (2009), também validadas por Padilha et al (2009), que considera as
seguintes categorias: baixo peso de 12,5-18,0kg; eutrofia de 11,5-16,0kg; sobrepeso de 7,0-
11,5kg e obesidade de 7,0kg e 7,0-9,1 kg (para adolescentes), segundo Gutierrez e King
(1992).

Para a classificacdo do estado nutricional antropométrico pré-gestacional das
gestantes adolescentes foi utilizado os pontos de corte de IMC, especificos para idade e sexo
feminino. A classificacdo, categorizada em escore-z, estabelece como baixo peso, < -2z;
eutrofia, > -2z < +1z; sobrepeso, >+1z < +2z e obesidade, > +2z (WHO, 2007).

Para a avaliacdo do estado nutricional antropométrico do recém-nascido foram
coletadas as informacdes dos prontuarios. Peso ao nascimento inferior a 2500g foi
considerado baixo peso ao nascer (WHO, 1995).

A adequacdo do peso para idade gestacional ao nascer foi avaliada segundo a
proposta de Pedreira et al (2011), que classifica 0 recém-nascido em: pequeno para idade
gestacional (PIG, abaixo do percentil 10), adequado para idade gestacional (AIG, entre os
percentis 10 e 90) e grande para idade gestacional (GIG, acima do percentil 90). Para
comprimento e perimetro cefalico ao nascer foram utilizadas, como referéncias, as curvas da

WHO publicadas em 2006 e 2007, respectivamente.
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A extracdo de lipidios, saponificacdo e metilacdo dos &cidos graxos do sangue
materno e fetal foram realizados pelo método de transesterificacdo de Lepage e Roy (1986),
enquanto que para a extragdo e saponificacdo das amostras de placenta foi empregado o
método de Folch (Folch, Lees, Sloane Stanley, 1957) e, na metilacdo a frio, Lepage e Roy
(1986). Os é&cidos graxos metilados foram analisados por cromatografia gasosa, utilizando
equipamento Agilent Technologies 7890A CG System, equipado com detector de ionizacdo
de chama, coluna capilar especifica para separacdo de acidos graxos (SP-2330 (Supelco Inc.,
Bellefonte, PA) com 60m x 0,32m de didmetro interno e acoplado a um software EZChrom
Elite CDS (Agilent Technologies, Inc., C.A., US.A.). Os ésteres metilicos foram
identificados por comparacdo com seu tempo de retencdo relativo com padrdes conhecidos
(Sigma, Supelco e Nuchek).

A andlise da expressdo dos genes que codificam as proteinas envolvidas no
transporte de acidos graxos na placenta foi realizada de acordo com a técnica descrita por
Larqué et al (2006) que envolve etapas iniciais de extracdo de RNA total e transcrigdo
reversa. A expressao génica foi determinada, apos obtencdo do cDNA, por amplificacdo pela
técnica de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) em tempo real, utilizando-se o kit SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) ) no equipamento StepOnePlus Real-Time PCR
e seguindo-se as recomendacdes do fabricante. Os resultados foram expressos com relacdo ao
grau de expressdo de genes constitutivos (gliceraldeido fosfato desidrogenase). Para a

quantificacdo em PCR, foi utilizado um conjunto de iniciadores para FAT/CD36 (forward: 5"-

GGAAAGTCACTGCGACATGA-3";reverse: 5-CCTTGGATGGAAGAACGAATC),
FABPpm (forward:5"-GGAAGGAAATAGCAACAGTGG-3'; reverse:5 -
TCCTACACGCTCACCATATAAGC-3), FATP1 (forward:5"-

AGGTGGTTCAGTACATCGGG; reverse:5-AGAACTCCCCGATTTGGC-3) e FATP4
(forward:5"-ATACCCACTGAACCTTTGGC-3"; reverse:5-GGTGTTGATGAGGGCTGC-
3.

Para a realizacdo das analises estatisticas, foi utilizado o software GraphPad Prism
5 e o nivel de significancia adotado foi < 0,05. O intervalo de confianca de 95% foi
empregado para comparar as frequéncias entre as variaveis categoricas. O teste t pareado e o
teste de Mann-Whitney foram utilizados para comparar dados de um mesmo grupo, com
distribuicdes paramétricas e ndo-paramétricas, respectivamente. Para avaliacdo das

correlagdes entre as variaveis continuas foi utilizado o coeficiente de correlagdo de Pearson
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ou de Spearman, dependendo da natureza das variaveis (de distribuicdo normal ou nédo,

respectivamente).

RESULTADOS

As caracteristicas sociodemogréficas, reprodutivas e relativas ao pré-natal das
gestantes adolescentes e adultas estdo apresentadas na Tabela 1. A média de idade foi de 25,6
+ 5,5 anos (adultas) e 16,9 + 1,1 anos (adolescentes). Em relacdo a renda familiar per capita,
ocorreu maior concentracdo (66,7%) na categoria < 1 salario minimo, para ambos 0s grupos
de mées.

A maior parte das adolescentes (60,0%) possuia escolaridade ndo compativel com
o0 Ensino Basico, diferente das adultas que somaram taxas bem inferiores (26,6%) na categoria
de menos de 8 anos de estudo. Elevada parcela das adolescentes era solteira (80,0%),
enquanto que entre as adultas, prevaleceu a situagdo ‘“casada/vive com companheiro”
(66,7%).

O numero de primiparas prevaleceu no grupo de adolescentes, cuja idade
ginecoldgica média foi igual a 4,5 anos, enquanto a das puérperas adultas alcangou 11,4 anos.
Entre todas as adolescentes, somente uma apresentou idade ginecoldgica inferior a 2 anos.

Quanto ao numero médio de consultas no pré-natal, ndo houve diferenca
significativa entre as gestantes adolescentes e adultas (7,4 versus 8,2 consultas,
respectivamente), concentrando-se a maioria destas gestantes na categoria de assisténcia pré-
natal considerada adequada (6 ou mais consultas).

As variaveis referentes a antropometria materna (estado nutricional pré-
gestacional e adequacdo de ganho ponderal total) mostraram resultados semelhantes entre as
gestantes: maior concentracdo das gestantes na categoria de eutrofia e proporcoes
equivalentes entre as categorias de adequacdo e excessivo ganho ponderal, no entanto, a
proporcao de maes com ganho de peso insuficiente foi maior nas adolescentes (28%) que nas
adultas (7%) (Tabela 2).

A Tabela 3 apresenta dados referentes a caracterizacdo dos recém-nascidos quanto

a0 sexo e variaveis antropométricas no nascimento bem como demais variaveis relacionadas ao
parto das puerperas adultas e adolescentes. A classificacdo do peso ao nascer segundo a idade

gestacional definiu varidvel que categorizou adequagdo para 100% dos neonatos incluidos no
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estudo. Nenhuma mée concebeu crianga com peso ao nascer inferior a 25009 e acima de 4000g.
Além disso, mdes adolescentes e adultas conceberam criangas, cuja maioria apresentou
perimetro cefalico ao nascer nos limites da faixa de adequagdo (P3-P97), assim como também
verificado para o comprimento ao nascer. A idade gestacional média dos recém-nascidos das
mées adultas foi maior em comparacdo a de maes adolescentes e as porcentagens referentes aos
tipos de parto, entre as puérperas adolescentes e adultas, foram coincidentes.

Na Tabela 4 estdo indicadas as variaveis antropométricas maternas e do peso da
placenta com as variaveis antropométricas do neonato no grupo de maes adultas. Observa-se que
ndo houve significancia estatistica entre os dados correlacionados. JA no grupo das maes
adolescentes verificou-se que o0 peso ao nascer correlacionou-se positiva e significativamente
com o ganho de peso materno e com o peso da placenta. O mesmo ocorreu com as variaveis
comprimento ao nascer e peso da placenta, conforme € indicado na Tabela 5 .

Os teores de &cidos graxos nos lipidios totais das amostras de placentas de
gestantes adolescentes e adultas encontram-se descritos na Tabela 6. Considerada a fracéo de
acidos graxos saturados (AGS), nas mulheres adultas, o acido graxo C14:0 apresentou-se em
maior concentragdo na porgdo materna, em comparagdo ao compartimento fetal. Este mesmo
acido graxo foi encontrado em maiores proporcdes nos lipidios totais da porcdo placentaria
fetal das adolescentes, em comparacdo a porcao fetal do tecido das maes adultas. Ja o &cido
graxo C20:0 estd mais presente no compartimento fetal em comparacdo ao materno das
placentas das gestantes adultas. N&o foi identificada diferenca significativa entre as
concentragdes do acido graxo monoinsaturado oleico entre adolescentes e adultas, mesmo
tendo sido constatado teores significativamente menores relativos ao somatorio desta classe
de &cidos graxos, na porcao placentéria fetal, comparada a das adultas.

O conteudo relativo ao somatorio dos acidos graxos essenciais foi similar entre os
compartimentos da placenta em ambos os grupos. No entanto, as adolescentes apresentaram,
nas porcdes materna e fetal, valores significativamente maiores neste parametro,
comparativamente as adultas, nas respectivas porcbes placentarias. No que diz respeito a
concentracdo de linoleico, foi constatada menor propor¢cdo na porcdo fetal no grupo de
gestantes adultas em comparacdo ao compartimento placentario fetal das gestantes
adolescentes.

Foram identificadas maiores concentracbes do &cido araquidénico nos
compartimentos placentérios fetais das gestantes adolescentes quando comparadas a porcéo

materna, como também em relacdo ao compartimento placentério fetal do grupo das gestantes
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adultas. Além disso, os teores relativos ao somatorio dos &cidos graxos poli-insaturados de
cadeia longa mostraram-se superiores no compartimento fetal em comparagéo ao materno no
grupo de gestantes adolescentes, como também em relacdo a por¢do materna da placenta
destas mesmas mulheres.

Considerados os resultados referentes as andlises de biologia molecular,
comparamos a expressdo relativa do RNAm das proteinas FATP4, FATP1, FAT/CD36 e
FABPpm no compartimento materno das placentas de gestantes adolescentes e adultas
indicadas na Figura 1. FATP4, neste compartimento, foi mais expressa entre as adolescentes.
As diferencas na expressdo das demais proteinas ndo alcancaram significancia estatistica. No
entanto, foi identificada correlacdo negativa e com tendéncia significativa entre a expressao
da FABPpm e a concentracdo de DHA, também no grupo de adolescentes (r= -0,59; p=0,05).

A Figura 2 indica os resultados referentes a expresséo relativa do RNAm das
proteinas FATP4, FATP1 e FAT/CD36 no compartimento placentario fetal de gestantes
adolescentes e adultas. FATP1, neste compartimento, foi mais expressa entre as adultas.

Os teores de acidos graxos nos lipidios totais de eritrocitos obtidos do sangue
materno e do cordao umbilical de ambos 0s grupos de gestantes estdo descritos na Tabela 7.
Concentracdes mais elevadas dos acidos graxos C14:0, C16:0 e C:18:0 bem como relativas ao
somatorio dos AGS foram identificados nos eritrécitos do corddo em relacdo ao materno nas
puerperas adolescentes. Maior concentracdo de C16:0 também foi verificada nos eritrocitos
do sangue do cordéao das adolescentes do que nos eritrocitos do sangue do corddo das adultas.
E ainda, maiores concentracdes de C18:0 e de C22:0, no sangue do corddo em comparacao ao
0 sangue materno das adultas.

Acidos graxos monoinsaturados cis apresentaram-se em maiores concentra¢des no
sangue materno em relacdo ao do corddo umbilical, em ambos 0s grupos, enquanto 0s
isbmeros trans, foram identificados em menor concentracdo no sangue do corddo, comparado
ao sangue materno, no grupo das adolescentes.

O conteldo tanto do acido graxo linoleico, quanto o relativo ao somatoério dos
AGE foram significativamente mais elevados nos eritrocitos do sangue materno em relacéo
aos do sangue do corddo umbilical, em ambos 0s grupos. Quanto ao &cido graxo essencial
alfa-linolénico, ndo foram identificadas diferencas na sua concentracdo entre 0s
compartimentos eritrocitarios sanguineos materno-fetais e entre os dois grupos de puérperas.
J& 0 AA assim como o total dos AGPI-CL foram identificados em maiores concentragcdes nos

eritrocitos do sangue do corddo umbilical, comparados aos do sangue materno, também em
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ambos grupos de puérperas. No grupo das adolescentes a concentracdo total dos AGPI n-6 foi
significativamente menor nos eritrocitos do sangue do corddo umbilical em relacdo a do
sangue materno. A concentracdo total dos AGPI-CL foi significativamente menor nos
eritrécitos dos compartimentos sanguineos materno-fetais das adolescentes comparados,
respectivamente com os das maes adultas.

Entre os AGPI-CL, as concentracfes de EPA e DHA apresentou-se maior nos
eritrécitos do sangue do corddo umbilical, comparado aos do sangue materno, apenas no
grupo das gestantes adolescentes. A concentragdo de DHA nos eritrdcitos do sangue materno
das mées adolescentes foi significativamente menor comparada a das maes adultas.

Considerando todos os 4cidos graxos identificados no eritrocito materno, apenas o
AA, entre adolescentes, apresentou correlacdo com os dados antropométricos de seus
respectivos neonatos, sendo verificada correlacdo positiva entre este acido graxo e o

comprimento ao nascer (r = 0,54; p<0,05).

DISCUSSAO

Na andlise dos indicadores demograficos e sociais, avaliados no presente estudo,
observa-se que as gestantes adolescentes apresentaram nivel de escolaridade inferior em
relacio ao das adultas. Segundo Brasil, (2006), 0 acesso ao pre-natal aumenta com a
progressdo da escolaridade da mulher. Entretanto, a grande maioria das gestantes,
adolescentes e adultas, realizou mais de 6 consultas pré-natais, caracterizando assisténcia
adequada, de acordo com critério definido pelo Ministério da Saude que estabelece como
adequada a assisténcia pre-natal em mais de seis consultas. Nossos resultados foram
semelhantes aos apontados por Santos et al (2012), que verificaram que mais de 55% das
puerperas adolescentes atendidas em maternidades publicas do Municipio do Rio de Janeiro
compareceram a 7 ou mais consultas de pré-natal.

E possivel que a adequada assisténcia pré-natal tenha contribuido para os
desfechos positivos relativos ao estado nutricional da quase totalidade dos recém-nascidos
investigados, que mostrou, em relacdo ao conjunto de parametros avaliados, valores nos
limites da faixa de adequagéo, para ambos os grupos. Gama, Szwarcwald, Leal (2002)
verificaram que a ocorréncia de desfechos desfavoraveis foi maior nos filhos de adolescentes

que realizaram pouca ou nenhuma assisténcia pré-natal. De acordo com estes autores, 0
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acompanhamento médico adequado durante a gestagdo pode ser visto como uma politica de
salide compensatoria, capaz de minimizar o efeito das desigualdades socioeconémicas.

No grupo de mées adolescentes, mas ndo entre as adultas, verificamos correlagéo
positiva e significativa entre o peso ao nascer e 0 ganho de peso materno. Correlacdo positiva
e significativa também foi identificada entre o peso assim como 0 comprimento ao nascer e 0
peso da placenta. Carvalho e Nascimento (2006) encontraram, em seu estudo com maes
adultas, boa correlacdo entre o peso da placenta e o peso do recém-nascido, assinalando que
um incremento na ordem de 10 gramas no peso da placenta, estad associado a aumento
correspondente a 12,4 gramas no peso do recém-nascido. Santos et al (2012) também
observaram forte associacao entre 0 peso ao nascer e o ganho de peso gestacional e citam ser
esse achado descrito na literatura e revelador da importante relacdo positiva que existe entre
essas variaveis.

Em relacdo a paridade, constatou-se que a presenca de primiparas foi maior no
grupo das adolescentes em comparagdo ao grupo de puérperas adultas, o que se assemelha ao
estudo de Kassar et al (2006), que verificou que entre as gestantes adolescentes 66,8%
vivenciavam o seu primeiro parto. A gravidez na adolescéncia, e também sua repeticéo,
dificulta o retorno ao ambiente escolar, comprometendo o futuro profissional dessas jovens,
visto que nesta fase da vida elas ainda ndo possuem capacitacdo profissional (Souza-Mata et
al, 2009).

A categoria “eutrofia” relativa ao estado nutricional pré-gestacional concentrou
mais de ¥ das gestantes adolescentes, em acordo com os resultados descritos por Santos et al
(2012), que também encontraram percentual bastante elevado de gestantes adolescentes nesta
categoria. Estes autores verificaram, ainda, elevada taxa de inadequacdo quanto ao ganho
ponderal na gestacdo (72%), assemelhando-se, mais uma vez, aos nossos resultados (64%)

Nossos resultados relativos ao estado nutricional pré-gestacional das gestantes
adultas se assemelham aos descritos por Padilha et al (2007), cuja taxa de eutrofia também foi
maior em relacdo as demais categorias, entretanto, considerada a variavel adequacao
ponderal, quase 50% das nossas gestantes adultas apresentaram ganho de peso inadequado
(insuficiente ou excessivo), contra apenas 7% do grupo estudado por Padilha et al (2007).

A compreensdo das relagbes entre os teores de AGE e AGPI-CL nos
compartimentos placentarios maternos e fetais para o adequado crescimento e
desenvolvimento fetal, no que diz respeito ao binbmio gestante adolescente e feto, tem sido

pouco valorizada na literatura. Em nosso estudo, constatamos conteido de AA e do somatorio
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dos AGPI-CL mais elevado na porcdo placentaria fetal das gestantes adolescentes em
comparacdo aos teores destes acidos graxos verificados no compartimento materno destas
mesmas placentas. Diferentemente, entre as gestantes adultas, o contetdo de &cidos graxos
nos compartimentos placentarios fetal-materno foi similar. Adicionalmente, observamos
concentragdes mais elevadas dos acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (AA, EPA e
DHA) no compartimento fetal das placentas de mées adolescentes em relacdo ao
compartimento fetal das gestantes adultas.

Né&o foram encontrados na literatura dados que pudessem explicar as diferencas no
conteddo dos AGPI-CL, nos distintos compartimentos placentérios, entre gestantes
adolescentes e adultas. No entanto, sabe-se que na gestacdo a captacdo placentéaria de AGPI-
CL é preferencial e intensa (Haggarty, 2002). Tem sido apontado que as proteinas de
membrana, ligantes de acidos graxos na placenta (FABPpm) e a proteina transportadora de
acidos graxos (FATP4), estdo envolvidas na captacdo de AGPI-CL, enquanto que as proteinas
ligantes de &cidos graxos (FABPs) no citosol séo responsaveis pelo deslocamento intracelular
dos AGPI-CL para o compartimento fetal (Cunningham, McDermott, 2009).

Desta forma, buscando identificar mecanismo molecular capaz de explicar as
diferencas identificadas, relativas ao conteddo dos AGPI-CL, nos compartimentos
placentarios materno-fetais de gestantes adolescentes e adultas, avaliamos a expressdo das
proteinas envolvidas na captacdo e transporte dos acidos graxos nestes diferentes
compartimentos. Constatamos aumento da expressdo génica da proteina FATP4 na porcgéo
materna das placentas das gestantes adolescentes em comparacdo as adultas, ndo tendo sido
identificadas diferencas estatisticamente significativas na expressdo das demais proteinas,
avaliadas nas porcoes placentarias materna e fetal da placenta, como a FABPm, FAT/CD36.
Constamos ainda, expressdo mais reduzida da FATP1 no compartimento fetal da placenta das
adolescentes.

Assim, € possivel considerar que a maior captacdo dos acidos graxos de cadeia
longa e, consequentemente, o direcionamento desses acidos graxos para 0 compartimento
fetal placentario, justificaria 0 aumento observado na concentracdo de AGPI-CL nesta regido
da placenta das adolescentes. Entretanto, estudos adicionais envolvendo a expressdo génica
das FABPs nas por¢des materno e fetal das placentas de mées adolescentes, sdo necessarios
para confirmar essa hipdtese. Além disso, a entrada de maior quantidade de AGPI-CL

(Ackerman, Robinson, Kniss, 2007) favorece a estocagem, o que pode indicar uma reserva
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importante destes &cidos graxos para disponibilizar ao feto, em situacdo de maior demanda de
crescimento e desenvolvimento.

Campbell, Gordon e Dutta-Roy (1996) observaram acumulo preferencial de
AGPI-CL no tecido fetal em placentas de gestantes adultas saudaveis. Schaiff et al (2005) e
Duttaroy (2009) apontam que as proteinas FATPs podem aumentar a internalizacdo de acidos
graxos na placenta, principalmente quando se encontram em baixas concentragdes, e a
proteina FATP4 ¢é responsavel pela captacdo e transporte transplacentario de &cidos graxos
provenientes da circulacdo materna.

Encontramos menor concentracdo do somatério de acidos graxos poli-insaturados
de cadeia longa (AA, EPA e DHA) nas membranas dos eritrocitos maternos das adolescentes
em relagdo as adultas. Este achado pode estar refletindo o menor consumo dietético destes
lipidios ou de seus precursores, entre as gestantes adolescentes. A maior expressdo génica da
proteina FATP4 no compartimento materno deste grupo de gestantes adolescentes poderia
estar relacionada a menor concentragdo sanguinea destes acidos graxos, indicando mecanismo
fisiologico de adaptacdo com o intuito de garantir a captacdo destes acidos graxos.

Além disso, vem sendo sugerido que as FATPs agem em conjunto com a acylCoA
sintetase (ACS), uma enzima que impede a saida desses acidos graxos, favorecendo, assim,
sua incorporacdo na placenta, por meio da conversdao em ésteres de acylCoA (Duttaroy, 2009,
Zhan et al, 2012). O influxo destes &cidos graxos € realizado via um gradiente de
concentragdo decorrente da conversdo intracelular em AcylCoA (Zhan et al, 2012). E possivel
que, em adolescentes, esta enzima esteja em menor atividade, dependendo ainda mais da
atividade dos FATPs para favorecer esse transporte. Talvez o aumento da expressdo da
proteina FATP-4 seja um mecanismo de adaptacdo para intensificar a captacdo de AGPI-CL.

Os processos bioquimicos responsaveis pela concentracdo seletiva de acidos
graxos poli-insaturados de cadeia longa na porc¢do fetal das placentas ndo estdo esclarecidos.
N&o ha dados na literatura referentes a expressdo génica de proteinas transportadoras de
AGPI-CL em placentas de gestantes adolescentes, o que dificulta a abordagem comparativa
dos resultados obtidos no presente estudo.

Observamos menor expressdo de FATP1 no compartimento fetal das placentas de
médes adolescentes, comparadas as adultas. Os estudos de expressdo de transportadores
placentarios demonstraram que, em presenca de maior acimulo de AGPI-CL nas placentas a
expressdo de FATP1 é diminuida (Marszalek, Lodish, 2005; Duttaroy, 2009). E possivel

especular a existéncia de um mecanismo auto regulatério predominante, capaz de impedir a
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entrada de grandes quantidades de AGPI-CL, substrato com elevado potencial oxidativo, cuja
modulacdo poderia envolver a FATP1. Entretanto, a confirmagdo desta hipdtese exige estudos
complementares.

A maior expressao de FATP1 e FATP4 na placenta humana (Larqué et al, 2006)
sugere participacdo importante destas proteinas na transferéncia de acidos graxos. Além disso,
a letalidade embrionéria devida a delecdo do gene FATP4 em ratos revela envolvimento
fundamental destas proteinas placentérias, relacionadas ao transporte de &cidos graxos nos
compartimentos materno-fetal, durante a embriogénese (Gimeno et al, 2003).

Apesar de ndo encontrarmos diferencas estatisticas na expressao das proteinas
FABPpm e FAT/CD36 entre 0s grupos, observamos associa¢do entre a concentracdo de DHA
e a expressdo da proteina FABPpm no compartimento materno das placentas de gestantes
adolescentes (r=-0,59; p=0,05) mas foi estabelecida significancia para p< 0,05. Campbell et
al (1998), Duttaroy (2000) e Larqué et al (2003) também ja descreveram associacfes de
mesma natureza. Adicionalmente, tem sido demonstrado que FABPpm é ligante preferencial
dos AGPI-CL (Campbell et al, 1998; Duttaroy, 2000; Cunningham, McDermott, 2009. E
provavel que o limitado n amostral do presente estudo tenha reduzido o poder dos testes
estatisticos empregados.

Maiores concentracbes de AGPI-CL no compartimento fetal das placentas de
adolescentes nos levaria a supor que maiores concentracbes de AGPI-CL também estariam
presentes nos eritrocitos do cordao umbilical em comparacdo aos valores observados nos
eritrocitos do sangue materno. De fato, constatamos maiores concentracdes de AGPI-CL e
menores concentracdes dos AGE, linoleico e alfa linolénico nos eritrocitos do sangue do
cordao umbilical tanto no grupo de médes adolescentes quanto no de adultas. Resultados
similares foram encontrados em compartimentos plasmaticos, no estudo de Oliveira et al,
(2012) com gestantes adultas e adolescentes.

O enriquecimento seletivo de AGPI-CL na circulacdo fetal esta amplamente
descrito na literatura, sendo denominado “biomagnification” (Crawford, Hassam, Williams,
1976; Gil-Sanchez et al, 2011) e destaca a funcdo da placenta na transferéncia preferencial
destes nutrientes para o feto, ainda que o mecanismo exato para esses efeitos ndo seja
conhecido.

Ha referéncia acerca do fato de que o eritrocito materno, que contém
lisofosfolipidio em sua membrana, apresenta contetdo elevado de AGPI-CL, e é utilizado

como Vveiculo para a conducdo destes &cidos graxos para a placenta (Ghebremeskel et al,
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2000). No grupo das adolescentes observamos que a concentracdo de AGPI-CL (EPA, AA e
DHA) nos eritrocitos maternos foi menor em comparacdo ao conteudo destes lipidios nos
eritrécitos das mdes adultas. Este achado poderia indicar menor concentracdo de
lisofosfolipidio em eritrocitos de gestantes adolescentes, o que resultaria em menor
concentracdo de AGPI-CL e AA. No entanto, estas diferengas também poderiam ser
atribuidas a intensa captacdo destes acidos graxos pela placenta de maes adolescentes, a fim
de garantir o suprimento desses acidos graxos ao feto. Hipdtese capaz de justificar a maior
concentracdo de AGPI-CL no compartimento fetal das placentas dessas adolescentes.

H& consenso na literatura acerca da importancia da transferéncia dos AGPI-CL
para 0 adequado desenvolvimento fetal (Duttaroy, 2000; Uauy et al, 2000; Innis, 2007). Entre
todos os acidos graxos identificados no eritrocito materno, apenas o AA, entre adolescentes,
apresentou correlacdo positiva com o parametro antropometrico (comprimento ao nascer) de
seus respectivos neonatos (r = 0,54; p<0,05).

Neste estudo ndo verificamos aumento na concentragéo de AGPI-CL (EPA, DHA
e AA) nos eritrécitos do corddo do grupo de adolescentes em comparacdo ao de adultas.
Observamos, inclusive, valores mais reduzidos, relativos aos totais de AGPI-CL e de
EPA/DHA/AA, nos eritrocitos do corddo de mées adolescentes em relagdo as adultas. Ao
analisar a idade gestacional ao nascer, encontramos que a duracdo da gestacdo entre as
adolescentes foi significativamente mais curta do que a das mulheres adultas. Comparando a
concentracdo dos AGPI-CL no corddo umbilical de recém-nascidos pré-termo e a termo,
Araya et al (2000) observaram concentragdes mais reduzidas de AA e DHA nas criangas pre-
termo.

Apesar de todas as alteracdes verificadas, ndo identificamos efeitos desfavoraveis
sobre parametros de crescimento dos recém-nascidos. E possivel que adaptacdes fisioldgicas e
metabolicas, bem como a particdo desses nutrientes entre os organismos materno e fetal, seja
acentuadamente modificada em mées jovens em crescimento, de modo a favorecer o
desenvolvimento fetal. Ha referéncias acerca da importancia do AA para o crescimento e
como precursor de eicosandides em numerosos processos fisioldgicos (Innis, 2007) bem como
da essencialidade do DHA para a formacdo do sistema nervoso central, associando-se
positivamente com a fun¢do comportamental e cognitiva durante a infancia (Hornstra et al,
2006).

Nossos achados permitiram concluir que, apesar dos varios relatos na literatura

relativos & maior vulnerabilidade da gestante adolescente em apresentar complicacdes
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materno-fetais, possiveis mecanismos adaptativos sdo acionados, de modo a permitir a
eficiéncia na captacdo e transporte de nutrientes essenciais, como € o caso da maior expressao
de transportadores dos AGPI-CL pela placenta, em favor de melhores desfechos da gestacao

na adolescéncia, refletindo em adequado crescimento e desenvolvimento do neonato.
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TABELAS E FIGURAS

Tabela 1 — Caracterizagcdo das mdes adolescentes (n=15) e adultas (n=15) quanto as
variaveis sociodemograficas, reprodutivas e relativas ao pré-natal

VARIAVEIS RESULTADOS
Adultas Adolescentes

Idade materna (anos)
Média + DP (min-max) 25,6 £5,5(20-35) 16,9 + 1,1(15-19)
Renda familiar per capita (salario minimo) [n(%6)]
<1 10 (66,7) 10 (66,7)
>1 3 (20) 2 (13,3)
N&o souberam informaram 2 (13,3) 3 (20)
Estado civil [n(%0)]
Solteira 5 (33,3) 12 (80)
Casada/ vive com o companheiro 10 (66,7) 3 (20)
Escolaridade (anos de estudo) [n(%6)]
<8 4 (26,6) 9 (60)
>8 11 (73,3) 6 (40)
Trabalha [n(%0)]
Sim 12 (80) 1(6,7)
Né&o 3 (20) 14 (93,3)
Paridade [n(%o)]
Nenhum parto 8 (53,3) 13 (86,7)
> 1 parto 7 (46,7) 2 (13,3)
Idade ginecoldgica (anos) [n(%0)]
<2 0 1(6,7)
>2 15 (100) 14 (93,3)

NuUmero de consultas no pré-natal [n(%0)]
<6 1(7) 2 (13,3)
>6 14 (93) 13 (86,7)




Tabela 2 — Caracterizacdo das variaveis antropométricas relacionadas ao periodo
gestacional e variaveis obstétricas das maes adolescentes (n=15) e adultas (n=15)

VARIAVEIS RESULTADOS
Adultas Adolescentes

Estado nutricional pré-gestacional [n(%)]”
Baixo peso 0 0
Eutrofia 10 (66,7) 11 (78,6)
Sobrepeso/Obesidade 5 (33,3) 3(21,4)
Adequacéo de ganho ponderal na gestagdo [n(%)]"
Insuficiente 1(6,7) 4 (28,0)
Adequado 8 (53,3) 5 (36,0)
Excessivo 6 (40,0) 5 (36,0)
Tipo de Parto [n(%0)]
Forceps 0 0
Vaginal 11 (73,3) 11 (73,3)
Cesérea 4 (26,7) 4 (26,7)

*ndmero amostral para as variaveis em questdo (n=14)
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Tabela 3 - Caracterizacdo dos recém-nascidos quanto ao sexo e variaveis
antropométricas no nascimento e relacionadas ao parto de mées adolescentes (n=15) e
adultas (n=15)

VARIAVEIS RESULTADOS
Adultas Adolescentes

Sexo [n (%0)]
Feminino 7 (46,7) 10 (66,7)
Masculino 8 (53,3) 5 (33,3)
Peso ao nascer (g)
Média+DP 3347 + 350 3395 + 346
Comprimento ao nascer (cm)
MédiatDP 47,4 £5,9 48,6 £1,5
Perimetro cefalico ao nascer (cm)
MédiatDP 34,6 £3,7 34,3+1,6
Peso da placenta ()
Média+DP 661 + 130 610 + 103
Idade gestacional ao nascer (semanas) 399+0,8 38,9+0,7°
Classificacdo do peso ao nascer® [n (%0)]
PIG 0 0
AlIG 15 (100) 15 (100)
GIG 0 0
Adequacdo comprimento ao nascer [n (%)]
<P3 2 (13,3) 0
P3-P97° 13 (86,7) 15(100)
> P97 0 0
Adequacao perimetro cefalico ao nascer [n (%6)]
<P3 1(6,7) 2 (13,3)
P3-P97° 13 (86,6) 13 (86,7)
> P97 1(6,7) 0

2AIG- grande para idade gestacional; PIG- pequeno para idade gestacional; AIG- grande para idade gestacional; °

adequacao; “teste Maan-Whitney (p=0,03)
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TABELA 4 - Associagdes das varidveis antropométricas maternas e do peso da placenta com
as varidveis antropométricas do neonato no grupo de maes adultas (n=15)

Variaveis Peso ao Comprimento Perimetro
antropométricas nascer (g) ao nascer cefalico (cm)
maternas e peso (cm)

da placenta
rt r’ p r’ p
IMC
pré-gestacional 0,31 0,24 0,23 0,39 0,25 0,36
(Kg/m?)
Ganho de peso
(Kg) 0,29 0,28 0,39 0,14 0,22 0,41
Peso da
placenta (g) 0,49 0,07 0,23 0,42 0,39 0,16
T Coeficiente de Pearson > Coeficiente de Spearman

TABELA 5 - Associagdes das variaveis antropométricas maternas e do peso da placenta com
as variaveis antropométricas do neonato no grupo de maes adolescentes (n=15)

Variaveis Peso ao Comprimento Perimetro
antropomeétricas  nascer ao nascer cefalico
maternas e peso (9) (cm) (cm)

da placenta
rt p rt p rt p
IMC
pré-gestacional 0,19 0,49 0,12 0,67 0,21 0,45
(Kg/m?)
Ganho de peso
(Kg) 0,71 0,004 0,39 0,15 0,18 0,51
Peso da
placenta (g) 0,74 0,002 0,54 0,04 0,21 0,45
! Coeficiente de Pearson




TABELA 6 - Composicdo de acidos graxos nos lipidios totais em placentas de gestantes
adolescentes e adultas (mg/100mg)
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Placenta de gestantes

Placenta de gestantes

ACIDOS GRAXOS adultas adolescentes
Porcéo Porcéo Porgao Porgao
Materna Fetal Materna Fetal

Saturados
C14:0 0,50,1 0,1%0,03" 0,50,4 0,741, 7%
C16:0 25,1+0,9 26,0+£2,8 24,8+1,1 25,5+1,3
C18:0 14,9+0,9 14,7£1,4 15,0+0,6 14,8+0,8
C20:0 0,32+0,09 0,35+0,13" 0,30+0,12 0,26+0,05
C24:0 1,51+0,50 1,53+0,8 1,40+0,7 1,48+0,6
Monoinsaturados
C18:1 n-9 cis 9,8%1,6 11,1+3,8 10,2+0,6 9,5+0,9
C18:1 n-9 trans 1,7+£0,7 1,7+£0,4 1,6+0,7 1,3+0,4
C24:1 15¢ 1,5+0,5 1,3+0,1 1,4+0,4 1,5+0,4
Poli-insaturados
essenciais
C18:2 n-6 (linoleico) 9,1+1,4 8,9+1,2 10,2+1,5 10,6+0,8"
C18:3 n-3 (linolénico) 0,09+0,03 0,1+0,08 0,1+0,04 0,11+0,05
Poli-insaturados de
cadeia longa
C20:4 n-6 17,3+2,5 16,4%4,4 17,4424 19,5+1,3"
C22:4 n-6 1,3+0,2 1,1+0,3 1,2+0,3 1,3+0,4
C20:5n-3° 0,32+0,1 0,35+0,1 0,28+0,1 0,2620,05"
C22:6 n-3° 2,840,6 2,6£0,5 2,5+0,5 2,2+0,5"
C22:5n-3 0,61+0,2 0,59+0,1 0,66+0,2 0,59+0,2
Total de AGM' 12,9431 14,0£3,6 12,6£2,5 11,3+1,8"
Total de AGE® 9,0+1,6 9,1+1,5 10,3+1,4" 10,8+0,9"
Total de AGPI-n6" 30,545,1 29,9174 32,8+4,2 35,2+3,6"
Total de AGPI-n3' 3,8+1,1 3,6£0,9 3,9+0,7 3,51£0,9
Total de EPA/DHA/AA 20,5+2,5 19,4+5,0 20,2+2,5 22,2415
Total de AGPI-CL! 22,4+2,7 21,154 22,5129 24,37+1,7°"
Total de SaturadosX 42,245,1 43,6%4,8 42,7+2.8 42,8+3,0

Valores apresentados em média e desvio-padrao (n=15)

AA — 4cido graxo araquidonico; °EPA — 4&cido graxo eicosapentaendico; ‘DHA — 4&cido graxo
docosahexaendico; “DPA — 4cido docosapentaenéico;’AGM: 4cidos graxos monoinsaturados — inclui C18:1 9c,
C18:1 11c e C24:1 15¢; %AGE: écidos graxos essenciais - Inclui C18:3 n-3 e C18:2 n-6; "Total AGPI n-6: 4cidos
graxos poli-insaturados - Inclui C18:2 n-6, C18:3 n-6, C20:3 n-6 C20:4 n-6 e C22:4 n-6; 'Total AGPIn-3: 4cidos
graxos poli-insaturados - Inclui C18:3 n-3, C20:5 n-3, C22:5 n-3 e C22:6 n-3; 'Total AGPI-CL: acidos graxos
poli-insaturados de cadeia longa - Inclui C20:4 n6, C22:4n6, C20:5 n3, C22:6 n3 e C22:5 n3 “Total saturados -
Inclui C14:0, C16:0, C18:0, C20:0 e C24:0.
Médias significativamente diferentes entre os lados materno e fetal no grupo de adolescentes ou adultas (t ndo
pareado): *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. #Médias significativamente diferentes nos lados materno e fetal entre
0s grupos (t ndo pareado): #p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001
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FIGURA 1 - Expressdo relativa das proteinas FATP4, FATP1, FAT/CD36 e FABPpm por
RT-PCR em amostras de tecidos placentarios do compartimento materno de gestantes

adolescentes versus adultas (n=15)

A quantificacdo foi expressa em unidades arbitrarias (UA) e considerou-se significancia
estatistica valores P<0,05.
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FIGURA 2 - Expressdo relativa das proteinas FATP4, FATP1 e FAT/CD36 determinado por
RT-PCR em amostras de tecidos placentarios do compartimento fetal de gestantes
adolescentes versus adultas (n=15)

A quantificacdo foi expressa em unidades arbitrarias (UA) e considerou-se significancia

estatistica valores P<0,05.
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TABELA 7 - Composicdo de acidos graxos nos lipidios totais em eritrocitos de gestantes
adolescentes e adultas (mg/100mg)

Adulta Adolescente
Eritrocito Eritrocito
ACIDOS GRAXOS Sangue Sangue do Sangue Sangue do
Materno cordao Materno cordao
umbilical umbilical

Saturados
C14:0 0,5+0,1 0,5+0,1 0,5+0,1 0,7+0,2”
C16:0 23,5+1,4 23,940,9 23,4+1,3 25,442 47"
C18:0 17,4+0,8 18,5+0,5 17,741,2 19,4+1,8"
C22:0 0,8+0,13 0,5+0,09"” 0,7+0,26 0,8+0,46
Monoinsaturados
C18:1 n-9 cis 12,5+0,3 10,1+1,2"" 11,8+1,0 10,3+ 1,77
C18:1 n-9 trans 0,740,3 0,4+0,2 0,7+0,3 0,3+0,1"
Poli-insaturados
essenciais
C18:2 n6 (linoleico) 11,0+1,9 424067 12,1#1,0 4,3+0,77
C18:3 n3 (linolénico) 0,3+0,1 0,240,1 0,4+0,1 0,3+0,1
Poli-insaturados de
cadeia longa
C20:4 n-6 15,8+1,7 20,0+1,6" 14,7+1,6 18,4+2,5"
C22:4 n-6 38+0,7 43+0,6 45+0,7" 41+ 1,6
C20:5n-3° 0,740,3 0,840,1 0,5+0,3 0,8+0,2"
C22:6 n-3° 5,5+1,3 6,1+0,9 4,5+0,5" 5,5+1,07
C22:5 n-3° 1,9+0,5 0,5+0,2"™" 1,9+0,3 0,6+0,2""
Total de AGM® 13,8+1,4 12,1413 13,1+0,9 12,4+1,8
Total de AGE' 11,5+1,8 44406 12,5+ 1,0 4,6+0,6
Total de AGPI-n6° 33,5424 32,1+1,7 34,1+31 30,7+3,7
Total de AGPI-n3" 8,5+1,2 7,711 7,2+ 0,6 72411
Total de EPA/DHA/AA 21,9+3,3 27,1157 19,6+1,4" 24,143,377
Total de AGPI-CL' 28,1+3,0 32,2¢1,5 26,01+2,0" 29,1+4,7°7
Total de Saturados’ 41,8427 43,6+1,7° 42,1422 45,1424
Total de Trans* 1,3+0,5 1,0+0,4 1,4+0,4 0,9+0,3"

Valores apresentados em média e desvio-padrdo (n=15).

AA — 4cido graxo araquidénico; "EPA — 4cido graxo eicosapentaenéico; DHA — 4cido graxo docosahexaendico; “DPA
— 4cido docosapentaenéico; *AGM: &cidos graxos monoinsaturados — inclui C18:1 9¢, C18:1 11c; "AGE: 4cidos graxos
essenciais - Inclui C18:3 n-3 e C18:2 n-6; 9Total AGPI n-6: acidos graxos poli-insaturados - Inclui C18:2 n-6, C18:3 n-
6, C20:3 n-6, C20:4 n-6 e C22:4 n-6; "Total AGPI n-3: 4cidos graxos poli-insaturados - Inclui C18:3 n-3, C20:5 n-3,
C22:5 n-3 e C22:6 n-3; 'Total AGPI-CL: &cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa - Inclui C20:4 n6, C22:4n6,
C20:5 n3, C22:6 n3 e C22:5 n3; 'Total saturados - Inclui C14:0, C16:0, C18:0 e C22:0; “Total trans — Inclui C18:1 n-9
trans e C18:2 n-6 trans

Médias significativamente diferentes entre os eritrocitos materno e fetal no grupo de adolescentes ou adultas (t ndo
pareado): *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

#Meédias significativamente diferentes de eritrdcitos materno e do corddo umbilical entre os grupos (t ndo pareado):
#p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001
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7. CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Em sintese, os resultados apontaram:

1. Evolucdo dos desfechos gestacionais em relacdo aos pardmetros antropométricos
maternos, similar entre 0s grupos;

2. Correlacdo positiva e significativa entre 0 peso ao nascer e 0 ganho de peso materno;

3. Correlacdo positiva e significativa entre 0 peso ao nascer e 0 comprimento ao nascer e
0 peso da placenta;

4. Diferencas nos teores de acidos graxos nos compartimentos placentarios fetais e
maternos, com conteudos de AA e do somatério de AGPI-CL superiores na porcéo
placentaria fetal em comparacéo a porcdo materna deste tecido;

5. Teores mais elevados de AGPI-CL (EPA, DHA e AA) na porcdo fetal das placentas
das adolescentes;

6. Aumento da expressdo génica da proteina FATP4, principal responsavel pelo
transporte de AGPI-CL, no compartimento materno da placenta das adolescentes;

7. Concentragdes mais elevadas de AA, EPA e DHA, total de AGPI-CL nos eritrocitos
do sangue do cordao umbilical em comparacdo com os do sangue materno;

8. Concentracdes relativas ao somatorio de EPA, DHA e AA menores nos eritrocitos do
sangue do corddo das maes adolescentes, comparadas as dos eritrocitos de adultas;

9. Menor expressdio de FATP1 no compartimento fetal das placentas de maes
adolescentes, comparada a avaliada neste mesmo compartimento das mulheres adultas,
sem qualquer alteracdo na expressao das demais proteinas estudadas (FAT/CD36 e
FATP4);

10. Pardmetros de crescimento favoraveis relativos aos recém-nascidos de ambos 0s

grupos.

Em conclusdo, as diferencas observadas entre 0s dois grupos etarios,
principalmente em relacdo as concentracdes de AGPI-CL nos compartimentos sanguineos
materno-fetais, sinalizam singularidades no transporte placentario desses acidos graxos, que
parecem distinguir o organismo jovem do adulto, no sentido de melhor eficiéncia na

transferéncia placentaria desses acidos graxos nos compartimentos fetais das adolescentes.
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ANEXO A

Parecer de aprovagio do Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos da Maternidade
Escola da UFRJ (CEP/MEC Numero 14/2010 em 09/08/2010)

UNIVERSIDADE FEDERAL DO R10 DE JANEIRO
Maternidade-Escola
Comité de Etica em Pesquisa

Rio de Janeiro. 09 de agosto de 2010.

Informamos a V. S% que o Comité de Etica em Pesquisa da Maternidade-Escola da
Universidade Federal do Rio de Janeiro — CEP/ME-UFRIJ, constituido nos Termos da ‘
Resolugdo CNS n° 196/96 e, devidamente registrado na Comissdo Nacional de Etica em }
Pesquisa, recebeu, analisou e emitiu parecer sobre a documentagio referente ao Protocolo de ‘
Pesquisa, conforme abaixo, discriminado: ‘

|

PROTOCOLO DE PESQUISA CEP/ME-UFRJ - N°. 14/2010
CAAE: 0014.0.361.000-10

Titulo do Projeto: “Etapa complementar do projeto: Proteinas placentdrias e acidos graxos
de cadeia longa na determina¢do do Crescimento Intrauterino Restrito (CIUR): estudo
biomolecular”.

Classificacdo no Fluxograma: Grupo III
Pesquisador Responsavel: Maria das Gragas Tavares do Carmo
Instituicées onde o trabalho de campo se realizara: Maternidade Escola da UFRJ e
Instituto de Nutri¢@o Josué de Castro / CCS - UFRJ
Data de recebimento no CEP/ME-UFRJ: 21/07/2010
Data da apreciacio: 09/08/2010
Parecer do CEP/ME-UFRJ: APROVADO
Ressaltamos que o pesquisador responsavel por este Protocolo de Pesquisa devera

apresentar a este Comité de Etica um relatério das atividades desenvolvidas no periodo de 12
meses a contar da data de sua aprovacdo (item VII.13.d., da resolugdo CNS/MS N° 196/96).

Esclarecemos, que o CEP/ME-UFRIJ devera ser informado de quaisquer fatos
relevantes (incluindo mudancas no método) que alterem o curso normal do estudo, devendo o
pesquisador justificar caso, 0 mesmo venha a ser interrompido.

b

C ST
Dr. Ivo Basilio da Costa Jinior
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
Marernidade-Escola da UFRJ
- / CRM: 52.50381-1 SIAPE: 1186327

-

Rua das Laranjeiras, 180 - Laranjeiras - CEP: 22240-003 - Rio de Janeiro - RJ - Brasil
Tel.: (21) 2285-7935 — Tel/Fax: (21) 2205-9064 - E-mail: pesquisa@me.ufrj.br
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ANEXO B

Termo de consentimento livre e esclarecido para gestantes adultas

Registro: Prontuario:
Nome:
Entrevistador: Data: / /

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Este documento lhe dara informacdes e pedird o seu consentimento para participar de uma
pesquisa que estd sendo desenvolvida pelo no laboratério de Bioquimica Nutricional do INJC/UFRJ e
pela Maternidade Escola da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

O estudo pretende estudar a transferéncia de substancias originadas dos alimentos da mée
para 0 bebé durante a gestacdo e o impacto nas condi¢des ao nascer do seu filho. O objetivo final do
estudo é contribuir para a melhoria das rotinas de assisténcia pré-natal, que pode contribuir para a
melhoria da satde das mulheres e dos seus filhos.

Os procedimentos da pesquisa incluem a coleta no momento do parto do sangue do cordéo
umbilical e 5g da porcdo central de placentas, apds a separacdo do cordao umbilical. Tal procedimento
é totalmente indolor para vocé ou seu filho. Além disso, apds o término do parto sera coletado uma
pequena amostra do seu sangue por técnico competente, diminuindo assim, os incémodos que
poderiam ser causados por essa atividade.

Seré realizada uma consulta ao seu cartdo da gestante ou seu prontuario e o do seu filho
também e, faremos uma pequena entrevista na qual perguntaremos seus dados pessoais, sobre o pré-
natal e sobre a sua dieta no periodo da gestacéo.

Esclarecemos gue o risco decorrente de sua participacdo no estudo é minimo, tendo em
vista que os procedimentos empregados serdo realizados por pessoal capacitado e que todo o material
utilizado na coleta das amostras de sangue e placenta, serdo feitas com o uso de material descartavel.

Como beneficios pela sua participacdo, informamos que a partir da avaliacdo feita na sua
dieta, faremos uma orientacdo direcionada as suas necessidades. Informamos ainda que ndo ha
remuneracdo ou recompensa decorrente da sua participacdo do estudo.

As informacdes que serdo coletadas serdo mantidas em sigilo, ndo sendo divulgadas em
qualquer hipotese. Os resultados do estudo serdo apresentados em conjunto, em congressos ou
publicagbes em revistas cientificas, impossibilitando a identificacdo dos individuos que participaram
do mesmo.

Vocé tem o direito de pedir outros esclarecimentos sobre a pesquisa e de se recusar a
participar ou interromper a sua participacdo a qualquer momento, sem que isso lhe traga qualquer
prejuizo na assisténcia na Unidade.

Declaro estar ciente das informagbes deste Termo de Consentimento e concordo em

participar deste estudo.

Rio de Janeiro, / /

Participante:
Coordenador da Pesquisa:

Contatos com o coordenador: tel. 2562.6596. e-mail: tcarmo@editema.com.br

Endereco: Centro de Ciéncias da Salde, bloco J, 2° andar, laboratério 21. Universidade Federal do
Rio de Janeiro. Ilha do Fundao. RJ.
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ANEXO C

Termo de consentimento livre e esclarecido para gestantes adolescentes

Reqgistro: Prontuério:
Nome:
Entrevistador: Data: / /

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA O RESPONSAVEL
(Para sujeitos do estudo menores de 18 anos acompanhadas pelo responséavel)

ESTE DOCUMENTO LHE DARA INFORMAGOES E PEDIRA O SEU CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAR DE
UMA PESQUISA

QUE ESTA SENDO DESENVOLVIDA PELO INSTITUTO DE NUTRIGCAO JOSUE DE CASTRO DA
UNIVERSIDADE FEDERAL

DO RIO DE JANEIRO

AL MNBNOT ..t estd sendo convidada para
participar da pesquisa “Composi¢ao de acidos graxos e proteinas placentarias em puérperas
adolescentes e adultas”.

Este estudo visa obter melhor entendimento clinico e cientifico a respeito da gravidez na
adolescéncia e na vida adulta. O principal objetivo dessa pesquisa € avaliar a presenca de gordura
(Acidos graxos) no sangue da méae, no sangue do corddo umbilical e da placenta. Na placenta também
vamos avaliar a concentracdo de determinadas substancias que transportam esses acidos graxos
(proteinas). Tantos esses &cidos graxos como essas proteinas sdo importantes para o crescimento e
desenvolvimento das criancas e para saude da méde. Com sua ajuda sera possivel conhecer melhor tais
questdes para gue possamos, no futuro, prevenir alguns problemas.

Os procedimentos da pesquisa incluem a coleta no momento do parto do sangue do cordédo
umbilical e 5g da porcéao central de placentas, apds a separagdo do corddo umbilical. Tal procedimento
é totalmente indolor para vocé e para o seu filho. Além disso, ap6s o término do parto sera coletado
uma pequena amostra do seu sangue por técnico competente, diminuindo assim, os incbmodos que
poderiam ser causados por essa atividade.

Seré realizada uma consulta ao seu cartdo da gestante ou seu prontuario e o do seu filho
também e, faremos uma pequena entrevista na qual perguntaremos seus dados pessoais, sobre o pré-
natal e sobre a sua dieta no periodo da gestagéo.

Esclarecemos que o risco decorrente de sua participagdo no estudo é minimo, tendo em vista
que os procedimentos empregados serdo realizados por pessoal capacitado e que todo o material
utilizado na coleta das amostras de sangue e placenta, serdo feitas com o uso de material descartavel.

Como beneficios pela sua participagdo, informamos que a partir da avaliacdo feita na sua
dieta, faremos uma orientacdo direcionada as suas necessidades. Informamos ainda que ndo ha
remuneracdo ou recompensa decorrente da sua participacdo do estudo.

As informagfes que serdo coletadas serdo mantidas em sigilo, ndo sendo divulgadas em
qualquer hipotese. Os resultados do estudo serdo apresentados em conjunto, em congressos ou
publicagbes em revistas cientificas, impossibilitando a identificacdo dos individuos que participaram
do mesmo.

A participacao ndo é obrigatdria e vocé tem o direito de pedir outros esclarecimentos sobre a
pesquisa e de se recusar a participar ou interromper a sua participacdo a qualquer momento, sem que
isso Ihe traga qualquer prejuizo na assisténcia na Unidade.

Vocé receberd uma copia deste termo, onde consta o telefone e enderego para qualquer contato
com a pesquisadora responsavel, a fim de tirar eventuais dividas sobre a pesquisa.
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Por favor, leia atentamente as informacges contidas abaixo antes de assinar esse termo de
consentimento:

1.

o s

10.

O presente estudo sera realizado pela nutricionista Fernanda Carrilho Pinto da Fonseca e
coordenado pela Prof® Dr2 Maria das Gragas Tavares do Carmo (INJC/UFRJ), além de
estagiarios previamente orientados e treinados;

Sua participacdo é voluntaria e estd garantida a liberdade da retirada do consentimento e de
deixar de participar do estudo a qualquer momento sem nenhuma penalidade;

A pesquisa serd conduzida por meio de questionarios abordando questdes sobre idade, historia
de outras gestacOes e assisténcia pré-natal;

Serdo consultadas nos prontuarios as condi¢fes ao nascer do seu filho;

Serdo também coletadas uma pequena amostra do seu sangue (5 mL equivalente a uma colher
de cha) e do sangue do cordao umbilical (mesma quantidade);

Esclarecemos que o risco decorrente de sua participagdo no estudo é o mesmo de
procedimentos rotineiros de coleta de sangue e para evita-lo, seu sangue e o do corddo
umbilical serdo coletados por técnico especializado com material descartavel.

N&o ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo. Também ndo ha
compensacao financeira relacionada a sua participacao;

Sua identidade ndo serd revelada e qualquer informacdo obtida nesta investigacdo sera
confidencial e s6 sera revelada com a permissao da gestante e/ou de seu responsavel. Os dados
individuais obtidos nesta pesquisa serdo fornecidos somente para a pessoa que participou do
estudo. Os dados cientificos resultantes poderdo ser apresentados em congressos e publicados
em revistas cientificas, sem a identificacdo dos participantes;

A recusa em participar da pesquisa ndo trara penalidade ou constrangimento ao atendimento
recebido na Instituicao;

A pesquisadora se compromete cumprir com rigor as normas para pesquisas com seres
humanos explicitadas na Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Sadde.

Vocé podera esclarecer duvidas com os pesquisadores sobre o estudo, e sempre que desejar podera
entrar em contato com a coordenadora da pesquisa, que pode ser encontrada no endereco: Av. Carlos
Chagas Filho, 373. Edificio do Centro de Ciéncias da Salde, Bloco J, 2° andar, Cidade Universitaria.
Tel: 2562-6596 (Fernanda Fonseca e Prof? Dr? Maria das Gracgas T. Carmo)

Declaro que fui suficientemente esclarecida a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para
mim. Ficaram claros quais sdo os propositos do estudo, assim como o fato de que ndo havera nenhum
desconforto, nem riscos. Portanto, concordo espontaneamente em participar como voluntaria desta
pesquisa.

Declaro que recebi copia do presente Termo de Consentimento.

Responsavel pela Participante:

Coordenador da Pesquisa:

Pesquisador— Registro Geral:

Rio de Janeiro, de de20 .
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ANEXO D
Protocolo de Pesquisa

Data: /[ Datadoparto: [/ [/

N° Prontuério:

Nome:
Telefone:
Endereco:
DADOS PESSOAIS E SOCIODEMOGRAFICOS DA GESTANTE
1) Qual a sua idade? 2) Qual a data de nascimento? /[

3) Qual o seu estado civil? ( )solteira ( )casada ( )separada ( ) vidva ( ) vive como
companheiro

4) Como classifica sua cor de pele?

5) Cor da pele de acordo com a observacdo do entrevistador:
( )branca ( )negra ( )parda ( )amarela

6) Qual a sua escolaridade?

7) Qual a sua profissao?

8) Qual o seu tipo de moradia? ( ) Propria () Alugada ( ) Outros:

9) Tem condic6es de saneamento na moradia? ( ) Sim ( ) Néo
10) Quantas pessoas moram na casa?

11) Qual a renda familiar total? (escrever NS quando nédo souber informar)

AVALIACAO OBSTETRICA E DE ASSISTENCIA PRE-NATAL
12) Idade ginecoldgica: anos

13)Idade gestacional na 12 consulta (DUM/USG) 13.1) DUM: / /

14) Idade gestacional atual:
15) Gestacdo de feto Unico? Sim( ) Néao ( )

16) E a sua primeira gestagio? () Sim

() Né&o (Segquir para a pergunta 16.1/16.2/16.3/16.4)
16.1) Quantas gestacdes anteriores?
16.2) Qual o intervalo das gestacdes?
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16.3) Quantos partos realizados?
16.4) Qual o intervalo entre os partos?

Dados coletados dos prontuarios:
17) Historico de gestacGes anteriores:
() abortos espontaneos () abortos provocados () natimortos ( ) neomortos

18) Intercorréncias maternas atual:
() Diabetes ( )Hipertensdo/DHEG ( )HIV positiva ( )sem intercorréncias ( )outros

19) Intercorréncias fetais da gestacdo atual:

() malformacdo ( ) anencefalia ( )baixo peso ao nascer - <2,5Kg ( ) prematuridade - <37
semanas ( ) sem intercorréncias ( ) outros

20) Qual o nimero de consultas da assisténcia pré-natal?

21) Qual o nimero de consultas de assisténcia nutricional pré-natal?

22) Com que idade gestacional teve a sua primeira consulta de assisténcia pré-natal?

23) Faz uso de algum medicamento? () Sim, quais?
() Nao

24) Faz uso de algum tipo de suplemento nutricional? () Sim, quais?
( ) Nao
25) Vocé fuma? () Sim () Néo

26) Tem o habito de consumir bebida alcoolica ou de fazer uso de outro tipo de droga?

( )Sim ( ) Néo

DADOS ANTROPOMETRICOS DA GESTANTE

27) Peso pré-gestacional: Kg 28) Estatura:___cm 29) IMCpré-gestacional: Kg/m?

30) Classificacdo do estado nutricional pg:

31) Peso pré-parto: Kg 32)IMC atual: Kg/m?
33) Ganho de peso gestacional total: Kg

34) Classificacdo do estado nutricional atual:
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DADOS ANTROPOMETRICOS DO RECEM-NASCIDO

35) Data de nascimento: / /

36) Sexo: ( )Feminino ( )Masculino 37) Tipo de parto:( )cesariana ( )normal ( )férceps
38) Idade gestacional ao nascimento: semanas 39) Peso da placenta: g
40) Peso ao nascer (até 1 hora ap6s 0 nascimento): g

41) Comprimento: cm 42) Perimetro cefélico: cm  43)P/I:
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