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RESUMO

OBJETIVO: Investigar relagdo entre polimorfismos no gene fatty acid desaturase
(FADS), perfil circulante de 4cidos graxos e ingestdo lipidica em gestantes adultas
eutroficas. METODOS: Foram selecionadas 23 gestantes, com idade entre 19 e 35 anos,
eutroficas, atendidas na maternidade escola da UFRJ/RJ. Amostras de sangue materno
foram obtidas até a décima terceira semana gestacional e o contetido de acidos graxos
nos eritrocitos foi quantificado por cromatografia gasosa. Apds extragdo do DNA
materno, procedeu-se genotipagem com emprego da reagdo em cadeia da polimerase em
tempo real com sondas TagMan, destinada a identificar a presenga de polimorfismo nos
genes FADS1 SNP rs174553 e FADS2 SNP rs174575. Também foram obtidas
informagdes referentes ao consumo alimentar, mediante aplicacdo de 2 recordatdrios de
24 horas, analisadas pelo programa Dietbox. A andlise estatistica foi realizada no
software IBM-SPSS for Windows versao 20.0 e o teste-t de Student, além de modelo de
regressdo linear foram utilizados para identificar possiveis associagdes. Os resultados
foram considerados significativos quando p<0,05. RESULTADOS: A frequéncia de
individuos homozigotos para o alelo secundério do SNP rs174575 do gene FADS2 foi de
3,2% (n=1) e para o SNP rs174553 do gene FADSI foi de 9,7% (n=3). As mulheres com
polimorfismo no gene FADS2 SNP rs174575 apresentaram maior concentracdo de acido
eicosapentaenoico (EPA) (p=0,014), porém essa relacdo ndo foi mantida ao ajustar este
resultado pelo consumo de lipidios. Os demais &acidos graxos polinsaturados ndo
revelaram associagdo com o polimorfismo (4cidos linoleico (LA), alfa-linolénico (ALA),
araquidonico (AA), docosaexaenoico, docosapentaenoico, dihomo-gamma-linolénico,
EPA/ALA, AA/LA). O SNP rs174553 ndo apresentou nenhuma relacdo com as
concentragdes de lipidios no sangue. CONCLUSAO: Apenas o polimorfismo no gene
FADS2 implicou em maiores concentracdes de EPA nos eritrocitos das gestantes
estudadas e o consumo de lipidios parece ser capaz de influenciar estes resultados.

Palavras-chave: Polimorfismo, gene FADS, Acidos graxos, Consumo alimentar.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To investigate the relationship between polymorphism in the fatty acid
desaturase (FADS) gene, profile of circulating fatty acids and lipid dietary intake in adult
eutrophic pregnant women. METHODS: 23 pregnant women were selected, with age
between 19 and 35 years, eutrophic, which attended the School Maternity of UFRIJ/RJ.
Maternal blood samples were obtained until the thirteenth week of pregnancy and the
quantification of fatty acids in erythrocyte were done by gas chromatography. After
maternal DNA was extracted, the genotyping analysis was done by using the real time
polymerase chain reaction with TagMan probes designed to identify presence of
polymorphism in the FADS1 SNP rs174553 and FADS2 SNP rs174575 genes.
Information regarding dietary intake was also obtained, by applying 2 dietary food
record method, further analysed by the Dietbox program. The statistical analysis was
made in the software IBM-SPSS for Windows version 20.0 and Student t-test, as well as
multiple linear regressions were applied to verify possible associations. The results were
only deemed significant when p<0,05. RESULTS: The frequency of homozygous
individuals for the secondary allele of the SNP rs174575 of the FADS2 gene was 3,2%
(n=1) and for the SNP rs174553 of the FADS1 gene was 9,7% (n=3). The women with
polymorphism in the FADS2 SNP rs174575 presented higher concentration of the
eicosapentenoic acid (EPA) (p=0,014) however this association was not sustained when
adjusting the results by lipids intake. The remaining polyunsaturated fatty acids did not
reveal association with the polymorphism (linolenic (LA), alpha-linolenic (ALA),
archidonic (AA), docosahexaenoic, docosapentaenoic, dihomo-gamma-linolenic acids,
EPA/ALA, AA/LA). The SNP rs174553 did not reveal any relationship with the lipid
concentration in the blood. CONCLUSION: Only the polymorphism in the FADS2
gene implicated in higher concentration of EPA in erythrocyte of the pregnant women
studied and the lipid intake seems to have had the capacity to influence these results.

Keywords: Polymorphism, FADS gene, Fatty acids, Dietary intake.
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1 INTRODUCAO

O suprimento adequado de &cidos graxos polinsaturados de cadeia longa
(AGPICL), como &cido araquidénico (AA), acido eicosapentaenoico (EPA) e acido
docosaexaenoico (DHA), ¢ essencial para o desenvolvimento do concepto. As reservas
maternas sdo a principal fonte destes nutrientes para o feto (MENNITTI et al., 2015;
LAURITZEN et al., 2001). A gestante, por sua vez, pode obter estes acidos graxos (AG)
por meio de ingestdo de alimentos ou mediante a metabolizagdo enddgena dos AG
essenciais, alfa-linolénico (ALA, 18:3 n-3) e linoleico (LA, 18:2 n-6). Este processo
envolve, além da etapa de elongacdo, dessaturacdo, que ¢ catalisada pelas enzimas delta-
5 e delta-6 dessaturases (D5D e D6D, respectivamente) conhecidas como limitantes na
producdo de AGPICL, codificadas pelos genes fatty acid desaturase 1 (FADS1) e fatty
acid desaturase 2 (FADS2), respectivamente (CALDER, 2012; MERINO; MA;
MUTCH, 2010).

Diversos estudos apontam para relagdo entre polimorfismos, caracterizados por
variagdes génicas, no gene FADS e alteragdes nas concentracdes de AGPICL em
diferentes tecidos do organismo. Individuos com alteragdes do tipo single nucleotide
polymorphism (SNP) nesse gene apresentaram maiores concentragdes dos substratos das
enzimas D5D e D6D (4cidos graxos n-3 e n-6) e menores teores de seus produtos (AA,
EPA e DHA) (BARMAN et al., 2015; RALSTON et al., 2015; SIMOPOULOS, 2010;
SCHAEFFER et al., 2006).

Gestantes carreadoras do alelo polimoérfico de diferentes SNP (rs174575,
rs174553) do gene FADS apresentam menores concentragdes circulantes de AA, assim
como seus conceptos (YEATES et al., 2015; LATTKA et al., 2011; XIE; INNIS, 2008).
Adicionalmente aos fatores genéticos, o consumo alimentar também influencia o
contetdo organico de AG durante toda a vida, incluindo o periodo perinatal
(DEMMELMAIR; KOLETZKO, 2015).

Deste modo, investigar a relagdo entre o perfil circulante materno de AG
essenciais e seus derivados de cadeia longa com a ingestdo de lipidios e a presenca de
polimorfismos no gene FADS pode auxiliar na compreensdo dos mecanismos

moleculares capazes de intervir na disponibilidade destes nutrientes imprescindiveis para
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o adequado crescimento e desenvolvimento fetal. A presente investigacdo assume, neste
aspecto, carater pioneiro, j4 que ndo foram encontrados outros estudos que tenham
avaliado polimorfismos nesse gene em gestantes brasileiras e sua possivel associag¢do

com a ingestao lipidica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Metabolismo dos acidos graxos das séries n-3 e n-6

Constituidos por uma cadeia carbdnica, geralmente ndo ramificada, e uma unica
carboxila, AG sdo compostos classificados de acordo tanto com o comprimento da sua
cadeia carbonada, quanto com o seu grau de saturacdo. A localizacdo da primeira
insaturagdo, em relagdo ao grupamento metil terminal, ¢ o que define a nomenclatura n-3
ou n-6 dos acidos graxos polinsaturados (AGPI). Representam estas familias os acidos
graxos ALA e LA, respectivamente (SIMOPOULOS; DINICOLANTONIO, 2016;
PERINI et al., 2010).

O organismo humano ¢ capaz de sintetizar AG saturados e insaturados, a partir da
lipogénese de novo, exceto ALA e LA, devido a deficiéncia das enzimas delta-15 e delta-
12 dessaturases. Por esta razdo, estes AG sdo reconhecidos como essenciais, cuja
ingestao ¢ vital para a espécie humana, uma vez que sua fonte ¢ exclusivamente dietética
(HAGGARTY, 2014; CALDER, 2012; SIMOPOULOS, 2010). Acido linoleico ¢é
facilmente encontrado na natureza em sementes de diversas plantas como girassol e
milho, enquanto ALA esta presente, essencialmente, em 6leos de origem vegetal com
6leo de linhaga, soja e em vegetais folhosos verdes escuros (CALDER, 2012; MARTIN
et al., 2006; CONNOR, 1999).

Tem sido reconhecida a importincia da ingestdo de alimentos capazes de
disponibilizar propor¢do adequada entre estas familias de AG (razdo n-6/n-3)
(CANDELA et al., 2011). O aumento significativo na produ¢do de 6leos vegetais ricos
em n-6, decorrente dos avangos tecnoldgicos nos processos da agroindustria, resultou na
elevagdo do consumo destes oleos e concomitante maior desequilibrio da razao n-6/n-3,
chegando a ultrapassar 16:1, nos paises ocidentais (SIMOPOULOS, 2016). Neste
contexto, foi sugerido que o consumo excessivo de LA, aliado a menor ingestdo de
alimentos fontes de ALA, pode estar relacionado a inducdo do estado cronico de
inflamacdo nos individuos, aumentando o risco para o desenvolvimento de diferentes
enfermidades como aterosclerose, obesidade e diabetes mellitus tipo 2 (SIMOPOULOS;
DINICOLANTONIO, 2016).
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Os acidos graxos ALA e LA podem ter suas cadeias carbonadas alongadas,
quando s3o incorporados dois 4&tomos de carbono entre suas respectivas por¢des metil
terminal e a dupla ligagdo mais proxima, processo mediado por enzimas. De outro modo,
por acdo das enzimas D5D e D6D, nos carbonos 5 e 6, respectivamente, ocorre a
dessaturacdo destes AG essenciais formando os AGPI de cadeia ainda mais longa,
denominados AGPICL. A enzima delta-6 dessaturase converte LA em &4cido gama
linolénico (GLA, C18:3n-6) e ALA em 4&cido estearidonico (SDA, C18:4n-3). Ocorre
ainda, conversao do 4acido dihomo-gama linolénico (DGLA, C20:3n-6) em AA (C20:4n-
6) e do 4cido eicosatetraenoico (C20:4n-3) em EPA (C20:5n-3), por meio da ac¢do da
D5D. Assim, LA pode ser convertido em AA, enquanto ALA, em EPA, éacido
docosapentaenoico (DPA, C22:5 n-3) e DHA (C22:6 n-3) (SIMOPOULOS;
DINICOLANTONIO, 2016; CALDER, 2012) (Figura 1).

LA ALA
-18:2 18:3
Dessaturagao
A6 FADS2
C18:3 C18:4
l Elongacgéo l
C20:3 (GLA) C20:4
Dessaturacao
AS FADS1
C20:4 (AA) C20:5 (EPA)
l Elongagdo
S— - Elongagdo R
Dessaturagdo A6 desaturase
A4 desaturase v
C22:5 C22:6 (DHA C24:6
A Beta-oxidagdo

Figura 1. Representagdo esquematica das etapas de dessaturacdo e
elongacdo dos acidos graxos das familias (séries) n-3 e n-6. As enzimas
dessaturases delta 6 (A6) e delta (AS) sdo codificadas pelos genes
FADS2 e¢ FADSI, respectivamente. AA, acido araquidonico; DHA,
acido docosahexaenoico; EPA, acido eicosapentaenoico; FAD, acido
graxo dessaturase; GLA, acido gama-linoleico.

Fonte: Adaptado de Simopoulos e DiNicolantonio (2016).
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2.2 Acidos graxos na gestaciio

O periodo gestacional ¢ caracterizado por diversas alteragdes fisiologicas,
incluindo modificagdes no perfil lipidico materno, fundamentais para a formagdo e
desenvolvimento do feto. Variagdes nas concentracdes de AG nos diferentes
compartimentos organicos maternos durante o periodo gestacional ja foi reportado. O
estudo de Dwarkanath e colaboradores (2009) encontrou diferengas significativas de AA
entre o primeiro e o segundo trimestre, bem como entre o primeiro e o terceiro trimestre.
Enquanto que ¢ possivel identificar diminui¢do de AA, o DHA parece aumentar durante
a gestacdo (MONIQUE et al., 1995). Essas altera¢des parecem normarlizar-se apenas no
periodo pos-parto. Neste sentido, ¢ possivel identificar que os AG desempenham papel
crucial. Possuem a capacidade de agirem como componentes da estrutura celular e
precursores de compostos bioativos sinalizadores, além de indispensaveis, ainda, no
desenvolvimento de tecidos e 6rgdos (ZENG; LIU; LI, 2017; JIN et al., 2016; OKOIJIE et
al., 2011).

Deste modo, durante a vida intrauterina e neonatal, acidos graxos, especialmente
seus derivados de cadeia longa, exercem efeitos que vao muito além do seu classico
reconhecimento como substratos energéticos (INNIS, 2007). Para o adequado
desenvolvimento dos distintos sistemas organicos, ao longo do periodo fetal, sdo
exigidas quantidades e propor¢des suficientes de nutrientes, incluindo de AG. Estes
compostos desempenham a¢des moduladoras especificas. A maturagdo do sistema
imunoldgico, por exemplo, exige a producdo balanceada de eicosanoides, moléculas
derivadas do EPA, DHA e AA, que desempenham papel chave como mediadores e
reguladores da inflamagdo e da imunidade (ZENG; LIU; LI, 2017; ASHLEY-MARTIN
et al., 2015; CALDER, 2011; HAGGARTY, 2010; INNIS, 2007).

A agdo moduladora dos AGPICL sobre a expressdo de genes, por meio de sua
direta ligacdo a fatores de transcri¢do, confere a estas moléculas lipidicas envolvimento
em etapas cruciais da neurogénese e sinaptogénese, especialmente importantes nos
periodos da embriogénese e até os dois primeiros anos de vida (BALOGUN; CHEEMA,
2014; CLARKE et al.,, 2002). Deste modo, para o adequado desenvolvimento das

funcdes neurais e desempenho cognitivo satisfatdrio, sdo requeridas quantidades
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suficiente destes AG (LOWENSOHN; STADLER; NAZE, 2016; INNIS, 2014;
JANSSEN; KILIAAN, 2014).

Regulacdo da expressdo de genes relacionados ao metabolismo lipidico e
adipogénese também constitui acdo de AGPICL em pré-adipdcitos e a razdo n-6/n-3
parece regular a adipogénese perinatal, embora os mecanismos celulares e os efeitos em
longo prazo ainda ndo sdo bem compreendidos (RUDOLPH et al., 2017). Ambas as
familias de AGPI tém varias acdes bioldgicas antagdnicas e influenciam a func¢do do
tecido adiposo branco (FLECKENSTEIN-ELSEN et al., 2016). Nesse contexto, ja foi
demonstrado que o AA ¢ capaz de programar o potencial de diferenciacdo dos pré-
adipdcitos pela regulacdo da expressdao génica nos estagios iniciais da adipogénese
(NIKOLOPOULOU et al.,, 2014), enquanto outros estudos enfatizam efeitos
antiobesogénicos e antinflamatorios para os AGPICL da familia n-3 (BELCHIOR et al.,
2015; LUDWIG et al., 2013). Portanto, a qualidade dos AG transportados para o feto
parece interferir na predisposi¢do para o desenvolvimento de obesidade (KABARAN;
BESLER, 2015; INNIS, 2011).

Por outro lado, no feto, a capacidade hepatica de dessaturagdo dos AGPI ¢
limitada dada a imaturidade do sistema enzimatico requerido, inviabilizando suprimento
suficiente de AGPICL frente a grande demanda deste periodo do ciclo vital. Ademais,
também ¢ restrita a capacidade da placenta em sintetizar AGPICL. Assim, a alimentacdo
bem como as reservas adiposas maternas constituem a fonte principal destes nutrientes
para o concepto, sendo transferidos através da placenta (AKBARI; MANSOURIAN;
KELISHADI, 2015; DE VRIESE et al., 2002).

Frente ao papel essencial dos AGPICL para o adequado desenvolvimento fetal, o
interesse em investigar os possiveis mecanismos envolvidos em sua producdo ¢
crescente. Neste sentido, diferentes estudos tém pesquisado a relagdo de polimorfismos
que modificam o funcionamento adequado das enzimas D5D e D6D (BARMAN et al.,
2015; RALSTON et al., 2015; SCHAEFFER et al., 2006).
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2.3 Polimorfismos

A nutrigenética, ciéncia que estuda os genes e suas variagdes € 0 modo como
estes influenciam as necessidades nutricionais de cada individuo, representa ferramenta
essencial para desenvolvimento de estratégias alimentares personalizadas que venham a
auxiliar na promoc¢do de saude (FENECH et al., 2011). Extensa informacdo cientifica
tem apontando existir associa¢do entre polimorfismos génicos e diversas doengas ou
particularidades nutricionais individuais. Caracterizados por variagdes em alelos de
genes especificos, polimorfismos diferem das mutagdes génicas por serem encontrados
em mais de 1% da populagio (MORALES et al, 2016; SIMOPOULOS, 2010;
MALERBA et al,, 2008).

Diferentes tipos de polimorfismos sdo reconhecidos. Quando uma ou mais bases
nitrogenadas estdo ausentes, ¢ denominado “polimorfismo de delecdo”. Havendo adi¢ao
de uma ou mais bases nitrogenadas, ¢ referido “polimorfismo de inser¢do”. Na situacao
de troca ou substituicdo de uma ou mais bases nitrogenadas, “polimorfismo de
substituicdo”. Neste ultimo caso, quando ocorre substituicdo de um nico nucleotideo, se
configura altera¢des do tipo Single Nucleotide Polymorphism (SNP) (Figura 2) (MOTT;
MOHR, 2015).
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Figura 2. Representacdo esquemadtica do polimorfismo de um tUnico
nucleotideo (SNP, single nucleotide polymorphism). A: Adenina; G:
Guanina; T: Timina; C: Citosina. Fonte: What is DNA. Dna
encyclopedia.

Disponivel em: <https://www.whatisdna.net/wiki/single-nucleotide-
polymorphisms/> Acesso em: 15 Out. 2017.

As andlises para identificagdo de polimorfismos utilizam a técnica da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR, Polymerase Chain Reaction), que pode ser convencional ou
em tempo real. O método convencional requer mais tempo, apresenta dificuldades na

padronizacdo e baixa sensibilidade. Deste modo, estudos recentes vém aplicando a
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técnica em tempo real, por apresentar maior sensibilidade, ndo possuir risco de

contaminagdo por brometo e ser mais rapida. '

2.4 Genes FADS1 e FADS2

Os genes Fatty Acid Desaturase 1 e 2 (FADS1 e FADS2) codificam as enzimas
D5D e D6D, respectivamente, conhecidas como limitantes na producdo de AGPICL
(LATTKA et al, 2010). A maior expressdo dessas enzimas ocorre no figado e, em
menores proporgdes, no cérebro, coracdo e pulmdo. Mudancas na sua atividade podem
levar a alteragdes na quantidade e no perfil tecidual de AG, influenciando diversos
processos bioldgicos regulados por estes compostos lipidicos (RALSTON et al., 2015).

Os genes FADS1 e FADS?2 estdo orientados na direcdo cabega-cabega, unidos por
suas por¢des terminais, em um aglomerado de genes, juntamente com um terceiro fatty
acid desaturase (FADS3) no cromossomo 11 (11ql2-ql3). Enquanto a fungdo das
enzimas do FADS1 e FADS2 sdo conhecidas, a do produto do gene FADS 3 ainda nao
esta definida (ZHANG; KOTHAPALLI; BRENNA, 2016; LATTKA et al., 2010).

Conhecidos como extremamente polimorficos, os genes FADS1 e FADS2
apresentam mais de quatro mil variantes, especialmente SNP, dos quais, em média, 200
estdo relacionados a alteracdes da estrutura proteica das enzimas D5D e D6D
(MINIHANE, 2016) e associados a diminuicdo da conversdo de LA e ALA em seus
derivados de cadeia longa (SCHOLTZ et al,, 2015; SIMOPOULOS, 2010). As alteragdes
genéticas explicam, especialmente, variagdes no conteudo tecidual de AA, enquanto que
para o DHA, o efeito do polimorfismo ¢ menos evidente, indicando que o contetdo
organico deste AGPICL da familia n-3 ¢ mais influenciado por seu consumo alimentar
(LATTKA et al., 2010).

A frequéncia de carreadores do alelo secundério, dos genes FADS varia
consideravelmente entre os continentes. A ocorréncia entre hispanicos e norte-
americanos alcanca 97%. Entre individuos asiaticos e europeus, atinge entre 20% e 50%
e, em descendentes de africanos, a frequéncia ¢ quase nula, proxima a 1% (AMEUR et

al., 2012).

'Life Technologies. Real time PCR handbook. Disponivel em: < https:/www.thermofisher.com/br/en/home/life-
science/pcr/real-time-pcr/qper-education/real-time-per-handbook.html > Acesso em: 22 Jun. 2017
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Correspondéncia entre alguns SNP do gene FADS com variagdes nos teores de
AG em distintos compartimentos organicos ja foi descrita. Schaeffer e cols. (2006)
investigaram a relagdo de 18 SNP dos genes FADS1 e FADS2 com a composi¢do e os
teores de AG plasmaticos de 727 individuos. Portadores do alelo secundario de 11 dentre
os 18 SNP estudados apresentaram aumento no substrato e diminuicdo do produto das
dessaturases. A variagdo observada foi especialmente elevada para o AA.
Posteriormente, foi pesquisada relagdo entre polimorfismo no gene FADS e variagdes no
contetido de AG na membrana de eritrocitos (MALERBA et al., 2008), no tecido adiposo
(BAYLIN et al.,, 2007) e no leite materno (LATTKA et al,, 2011; XIE; INNIS, 2008). Os
resultados foram positivos nos trés compartimentos analisados e as associacdes também
foram mais significativas para os teores de AA e, para o leite materno, também foram
encontrados resultados importantes nas variagdes de EPA.

Em gestantes, polimorfismos nos genes FADS1 e FADS2 tém sido relacionados
com diminui¢do de AA e EPA no sangue, além destes AGPICL também estarem
reduzidos no sangue do recém-nascido. Essas variacdes no gene FADS materno foram
associadas, em alguns estudos, ao menor desenvolvimento cognitivo e escores de
coeficiente de inteligéncia mais reduzidos nas criancas, possivelmente, em razao da
diminui¢do na disponibilidade dos derivados lipidicos de cadeia longa em etapas cruciais
do desenvolvimento fetal (STEER et al., 2013; MORALES et al., 2011; XIE; INNIS,
2008).

E reconhecido, entretanto, que a interagdo entre o conteudo de AGPICL nos
diferentes compartimentos orgdnicos e estas variantes genéticas representa tematica
complexa. E possivel que a propria ingestio de AG constitua fator capaz de regular a
expressao dos genes FADS (SIMOPOULOS, 2010). Adicionalmente, ndo existe
consenso acerca de quais SNP dos genes FADS1 e FADS2 estdo relacionados a
alteracdes de AG (MINIHANE, 2016). Xie e Innis (2008) investigaram a relacdo dos
SNP rs174553, rs99780, rs174575 e rs174583 do gene FADS com as concentracdes de
AG no sangue e leite materno, encontrando valores aumentados dos AGPI e diminuidos
de seus produtos AGPICL. Os autores encontraram associagdes positivas para os SNP

rs174553 e rs174575. Outros trés estudos, que avaliaram polimorfismos no gene FADS
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em gestantes, encontraram resultados significativos para os SNP rs174575 e rs174553
(SCHOLTZ et al., 2015; YEATES et al., 2015; STEER et al., 2013).

As evidéncias acerca dos efeitos do polimorfismo no gene FADS sobre as
concentragdes de AGPICL nos diferentes tecidos humanos sdo crescentes (BARMAN et
al., 2015; RALSTON et al., 2015; SIMOPOULOS, 2010). Deste modo, identificar as
variaveis que podem mitigar ou agravar alteracdes lipidicas desta natureza, causadas
pelas variantes desse gene, pode representar forma de entender como modular o
polimorfismo. Nesse contexto, a alimentacdo poderia constituir fator ambiental capaz de
minimizar as diferencas nas concentragdes de AGPICL entre carreadores de alelo

primério e secundario (MATHIAS; PANI; CHILTON, 2014).

2.5 Ingestio materna de acidos graxos polinsaturados e polimorfismo do gene
FADS

A adequada alimentagdo da gestante constitui um dos fatores essenciais para o
estabelecimento de ambiente intrauterino associado aos desfechos materno-fetais
positivos. Neste contexto, ja foi descrito que o consumo inadequado de AG essenciais
bem como de seus derivados de cadeia longa, durante a gestacdo, relacionam-se com
maior susceptibilidade do feto para o desenvolvimento de doengas cronicas ndo
transmissiveis na vida adulta (MENNITTTI et al., 2015).

O contetdo circulante de AGPICL guarda relagdo tanto com o metabolismo dos
AG essenciais, quanto com seu proprio consumo alimentar (SIMOPOULOS, 2010).
Conforme ja salientado, dada a imaturidade do sistema enzimatico hepatico do feto e a
limitada capacidade da placenta em sintetizar AGPICL, o suprimento fetal destes
nutrientes ¢ proveniente da alimentacdo e das reservas adiposas maternas. Deste modo,
inadequagdo nutricional, durante a gestacdo, pode resultar em menor disponibilidade
destes compostos para o desenvolvimento do concepto, ja tendo sido descrita maior
vulnerabilidade para a deficiéncia destes nutrientes durante o periodo gestacional
(SILVA; JUNIOR;SOARES, 2007).

Considerando a fungdo essencial das enzimas D5D e D6D nas vias metabodlicas
de sintese enddgena dos AGPICL, a investigacdo dos efeitos dos polimorfismos nos

genes FADS1 e FADS2 sobre a produgdo destes compostos tem sido ampliada
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(MINIHANE, 2016; BARMAN et al., 2015; RALSTON et al., 2015). Adicionalmente, o
potencial modulador da agdo destes genes, decorrente do suprimento dietético de
AGPICL também vem sendo objeto de estudo. Neste sentido, ja foi sugerido que a
suplementa¢ao com AGPICL n-3 pode induzir regulagdo nos genes FADS, sendo capaz
de modificar a expressdo deste gene (HOILE et al., 2014). Ralston e cols. (2015)
mostraram expressdo reduzida de FADS1 e FADS2 em adipoécitos tratados com EPA e
AA, assim como das dessaturases D5D e D6D. Adicionalmente, em modelo
experimental, foi demonstrado que animais que ndo expressam o gene FADS2 podem
desenvolver desregulacdo da lipogénese bem como outras complicagdes, relacionadas a
obesidade, dependendo do suprimento dietético de AG (STOFFEL et al., 2014). Outros
investigadores tém sugerido que o gene FADS influencia o contetido organico de
AGPICL entre individuos cujo consumo de peixes ¢ reduzido, que seriam mais
dependentes da producdo enddgena de AGPICL (SCHOLTZ et al., 2015; YEATES et
al., 2015). Assim, essa modulagdo poderia explicar porque diferentes populacdes, que
apresentam frequéncias similares nas variantes SNP dos genes FADS, mas tém padrdo de
ingestdo dietética distinto, podem apresentar distribui¢do tecidual de AG bem diferente
(YEATES et al., 2015; MATHIAS; PANI; CHILTON, 2014).

Apesar de o polimorfismo no gene FADS estar relacionado a diminui¢do dos
produtos das dessaturases em diversos SNP, o aumento da ingestdo de EPA, AA e DHA
parece compensar as diferencas entre individuos carreadores do alelo secundario e
primério (MELDRUM et al,, 2017; GILLINGHAM et al., 2013; CORMIER et al., 2012).
Desta forma, avaliar o consumo de AGPI ¢ essencial para entender o poder da influéncia
dessas alteragcdes génicas sob as concentragdes desses produtos no organismo (YEATES
etal., 2015; CORMIER et al., 2012).

Assim, a disponibilidade de AGPI poderia influenciar ou ser influenciada pela
presenga dessas variantes dos genes FADS e, no contexto da gestagdo, estas questdes
adquirem relevancia ainda maior, considerando a importancia do suprimento adequado
destes compostos lipidicos para o adequado crescimento e desenvolvimento do concepto,

conforme salientado anteriormente.
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3 JUSTIFICATIVA

Evidéncias apontam para o reconhecimento de que a composicdo de AG dos tecidos
organicos depende, tanto da ingestdo dietética, quanto das vias metabodlicas envolvidas
no metabolismo deste nutriente que, por sua vez, podem ser controladas por
polimorfismos genéticos. Deste modo, dada a importancia do suprimento fetal de AG e
de seus derivados de cadeia longa, cuja origem ¢ fundamentalmente proveniente do
conteudo circulante materno, justifica-se a investigacdao de polimorfismos no gene FADS
e sua relacdo com o perfil de AG no sangue de gestantes.

Nao foram encontrados estudos anteriores que tenham analisado estas varidveis em
mulheres brasileiras durante a gesta¢do, de modo que se espera que os resultados da
presente investigacao pretenderam contribuir para elucidar mecanismos moleculares que,
futuramente, possam fortalecer as recomendagdes de maior consumo de AGPICL,
contribuindo, assim, para a promo¢ao do adequado desenvolvimento fetal, assim como

da satide do concepto em longo prazo.
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4 HIPOTESE

Gestantes carreadoras do SNP rs174575 e/ou rs174553 do gene FADS apresentam
concentragodes eritrocitarias de AA, EPA ¢ DHA diminuidas. Adicionalmente, maior
ingestao dietética de AGPI ¢ capaz de reduzir diferengas nas concentragcdes dos AGPICL

entre portadores do alelo secundario e primario.
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S OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral
Investigar relagdo entre polimorfismos no gene FADS, perfil circulante de acidos

graxos e consumo alimentar de lipidios em gestantes adultas eutroficas.

5.2 Objetivos especificos

* Estimar o consumo alimentar de acidos graxos saturados, monoinsaturados e
polinsaturados;

* Identificar polimorfismos no gene FADS;

* Determinar as concentragdes eritrocitarias dos acidos graxos essenciais (LA e
ALA) e de seus respectivos derivados de cadeia longa (AA, EPA, DGLA, DPA,
DHA);

* Estimar a atividade das enzimas delta 5 dessaturase (EPA/ALA) e delta 6
dessaturase (AA/LA);

* Testar associacdo entre polimorfismos no gene FADS, concentragdes sanguineas

de acidos graxos essenciais € AGPICL e a ingestao de lipidios.
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6 METODOS

6.1 Consideracoes éticas

O presente estudo constitui subprojeto de uma investigagdo maior intitulada
“Obesidade materna e biomarcadores moleculares e inflamatdrios placentarios: estudos
de intervencdo com o6leo de peixe e probiodticos”, cadastrado no Conselho Nacional de
Etica em Pesquisa (CAAE: 34611513.0.0000.5257), com aprovagio do Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da Universidade Federal
do Rio de Janeiro (UFRJ) em 19 de outubro de 2014 (ANEXO A). Todos os
procedimentos dessa pesquisa foram planejados respeitando-se os aspectos éticos,
inclusive os principios de beneficéncia e ndo maleficéncia previstos na resolugdo

466/2012 do Conselho Nacional de Satide (BRASIL, 2017).

6.2 Delineamento do estudo e captacio das participantes

Trata-se de um estudo analitico transversal, com captacdo de voluntérias e coleta
de amostras bioldgicas na Maternidade Escola da UFRJ, que atende mulheres cujas
caracteristicas sociodemograficas se assemelham as das gestantes que utilizam outras
unidades de saide do Municipio do Rio de Janeiro (SANTOS et al., 2012). A captagdo
das gestantes voluntarias ocorreu de forma continua, entre marco de 2015 e abril de
2016, caracterizando amostra de conveniéncia. Apds esclarecimentos acerca dos
objetivos e procedimentos do estudo, foi solicitada autorizacdo, por escrito, da
participagdo da gestante, por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (ANEXO B).

6.3 Critérios de elegibilidade

Foram elegiveis gestantes de feto unico, até a décima terceira semana gestacional
(de acordo com a primeira ultrassonografia), adultas e com indice de massa corporal
(IMC) pré-gestacional entre 18,5 e 24,9 Kg/m? (calculado de acordo com a massa
corporal relatada e estatura verificada por enfermeiras da Maternidade Escola, em
estadidmetro Filizola®, com variagdo de 0,5 cm), categorizadas eutroficas (WHO, 2002),

sem diagnostico prévio, ou em curso, de diabetes mellitus, cardiopatias, hipertensdo
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arterial sistémica, insuficiéncia renal, disturbios tircoidianos e/ou infecciosos, nao
tabagistas, que ndo consumiam bebida alcodlica ou faziam uso de suplemento contendo

AG.

6.4 Obtencdo de informacdes sociodemograficas, obstétricas e da assisténcia pré-
natal

Informagdes relativas as varidveis que foram utilizadas para caracterizacao das
condi¢des sociodemograficas das gestantes investigadas foram obtidas por meio de
entrevista e incluiram: idade materna, definida em anos completos no dia da entrevista;
renda familiar, definida em nimero de saldrios minimos vigentes no municipio do RJ;
nimero de pessoas residentes no domicilio; situagdo marital (solteira/unido estdvel ou
casada); escolaridade (ensino fundamental, médio, superior); ocupacdo (dona de
casa/trabalha fora/estudante) e cor da pele por autoclassificagdo (branca, negra, parda,
indigena ou amarela). Adicionalmente, por meio de consulta aos prontudrios das
gestantes, e/ou entrevista também foram obtidas informagdes obstétricas e da assisténcia
pré-natal, incluindo, medicamentos e/ou suplementos nutricionais usados na gestacao,
doenga obstétrica atual, uso de tabaco e drogas. Todas as informacdes coletadas foram

registradas em formulario previamente elaborado e testado (ANEXO C).

6.5 Coleta de informacgdes destinadas a identificacio do consumo de fontes
alimentares de acidos graxos

Informacgdes referentes ao consumo de fontes alimentares de AG foram obtidas
mediante a aplicacdo de dois recordatérios de 24 horas (R24h) por nutricionistas e/ou
estudantes do curso de nutricdo (CASTELL et al., 2015). O primeiro, por ocasido da
inser¢do da gestante no projeto, e o segundo, por meio de contato telefonico, na mesma
semana em que o primeiro foi realizado. Ambos referentes a dias tipicos de alimentag¢ao
da gestante

As informagdes coletadas foram analisadas por meio do programa Dietbox,
inserindo os alimentos ou preparacdes na tabela que fornecia informacdes sobre a
composi¢do centesimal de acordo com a Tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos

(TACO, 2011). Os alimentos que ndo constavam no programa foram incluidos utilizando
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a informacdo nutricional contida no rétulo do produto ou, na auséncia de roétulo, foi

utilizada a tabela da United States Department of Agriculture (USDA, 2015).

6.6 Coleta das amostras de sangue

As gestantes captadas compareciam a Maternidade Escola para realiza¢do dos
exames de sangue previstos na rotina de assisténcia pré-natal desta unidade de satde, em
jejum prévio de 8 horas. Especificamente para essa dissertagdao, somente foi analisado o
sangue coletado até a décima terceira semana gestacional. Todas as coletas foram
realizadas por profissional habilitado, sendo recolhidos 4 (quatro) mL adicionais de
sangue, em tubo vacutainer, previamente identificado, contendo 1g de Na2-EDTA/L,
especialmente para o projeto. Em seguida, no laboratério de andlises da propria
Maternidade, a equipe de alunos pesquisadores do projeto prosseguia com o
processamento das amostras coletadas. Assim, foram separados, em criotubos, 500 uL de
sangue total e acondicionados em recipiente contendo nitrogénio liquido. Para separagdo
do plasma, o restante das amostras foi submetido a centrifugacdo (3.500 rpm por 15
minutos). O sobrenadante (plasma) foi aliquotado em tubos eppendorfs, e a massa
acumulada no vacutainer (hemacias), submetida a lavagem com solucdo salina, sendo
recolhido volume correspondente a 1 mL, em tubo eppendorf adicional, contendo BHT
(butylated hydroxytoluene, hidroxitolueno butilado) como antioxidante. As aliquotas
correspondentes ao plasma e hemacias foram mantidas em isopor com gelo e
transportadas juntamente com os criotubos em nitrogénio liquido até o Laboratério de
Bioquimica Nutricional do Instituto de Nutricdo Josué de Castro da UFRJ,
permanecendo armazenadas em freezer -80°C, até a realizagdo das analises

correspondentes.

6.7 Extracio do DNA e genotipagem

As amostras de sangue total foram utilizadas para a extracdo do DNA materno,
por meio da aplicagdo de kit comercial (Qiagen DNA Blood Mini Kit), com
processamento manual, por meio de centrifugagdo, fornecendo 4 a 12 ug de DNA no
eluido final. Para genotipagem empregou-se a técnica da reacdo em cadeia da polimerase

(polymerase chain reaction, PCR), em tempo real, utilizando-se o kit TagMan
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(Termofisher®). Para cada reacdo foram utilizados 5 pL. do MasterMix, 0,25 pL da
Sonda TagMan especifica para o SNP rs174553 do gene FADSI e outra para o SNP
rs174575 do gene FADS2, 3,75 uL de agua MiliQ e 1 pL. do DNA extraido previamente.
Todas as reagdes foram realizadas em triplicata. As misturas foram individualmente
dispostas na placa que teve seus pogos previamente identificados e, posteriormente
vedados, para inser¢ao no equipamento Step One (Applied Biosystems ®) e identifica¢ao

da presenca de polimorfismos.

6.8 Analise de acidos graxos no sangue materno

Para quantificacdo dos AG presentes nos lipidios totais do sangue materno as
amostras de eritrocitos maternos, obtidas conforme descri¢ao anterior, foram submetidas
a metilacdo direta alcalina, realizada de acordo com o método adaptado American Oil
Chemists' Society Ce 2b-11 (AOCS, 2011), que preconiza a adicdo de 5 mg de padrdo
interno C13:0 (Sigma-Aldrich). Cromatografia gasosa foi empregada para a analise dos
teores de AG destas amostras metiladas, utilizando equipamento Agilent Technologies
7890A CG System, equipado com detector de ionizagdo de chama, acoplado ao
programa EZChrom Elite CDS (Agilent Technologies, Inc., C.A., U.S.A.). As solugdes
de ésteres metilicos foram inseridas no equipamento por meio de injetor automatico, no
volume de 1 pl/amostra, com taxa de divisdo (split) 1:2. Os ésteres metilicos foram
separados em coluna capilar de silica fundida SP-2560 de bis-cianopropil polisiloxano
(Supelco Inc., PA, USA) com 100 m de comprimento x 0,25 um x 0,2 pm de didmetro
interno, com programagao das temperaturas de corrida e do fluxo de gases (hidrogénio,
gés de arraste; nitrogénio, gas auxiliar; hidrogénio e ar sintético da chama - Linde Gases,
RJ, BR), cuja programagdo de temperatura inicial foi estabelecida em 100 °C,
alcancando, na rampa 1, temperatura de 140 °C com taxa de aumento de 3 °C/minuto. Na
rampa 2, a taxa de aumento da temperatura foi de 0,5 °C/minuto até alcangar 170 °C. Em
seguida, na rampa 3, 3,2 °C/ minuto até 220 °C, permanecendo nesta temperatura por 35
minutos. As temperaturas do injetor e do detector foram de 250 °C. Os fluxos de gases
(Linde Gases, RJ, BR) foram de 0,75 mL/minuto para o géas de arraste (hidrogénio); 25

mL/ minuto para o gés auxiliar (nitrogénio); 30 mL/minuto e 400 mL/minuto para o
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hidrogénio e para o ar sintético da chama, respectivamente. Os AG metilados foram
identificados com base na comparagdo com o tempo de retengdo relativo dos picos do
padrdo (Nu-Chek Prep. Inc., mistura de ésteres metilicos 463), e a quantificacdao de cada

AG foi realizada utilizando-se o padrao interno C13:0 (Sigma-Aldrich) como referéncia.

6.9 Analise estatistica

Os teores de AG nas amostras de sangue materno assim como os dados referentes
ao consumo de lipidios foram expressos como média, desvio padrdo, mediana, minimo e
maximo, enquanto os polimorfismos dos genes como frequéncias absolutas e
relativas. Apos emprego do teste de Kolmogorov-Smirnov foi reconhecida a natureza
paramétrica da distribuicdo dos dados avaliados. Teste t-Student foi utilizado para
comparar o conteudo materno de AG, segundo a presenca de polimorfismo em cada gene
(KIRKWOOD; STERNE, 2006). As comparacdes também foram realizadas ajustando
pelos valores de consumo de AG saturados, monoinsaturados e polinsaturados, com uso
de modelos lineares gerais (NETER et al.,, 1996). As analises foram processadas
no software IBM-SPSS for Windows versao 20.0 e as diferengas foram consideradas

estatisticamente significantes quando p < 0,05.
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7 RESULTADOS
Os resultados da presente dissertagdo foram organizados no formato de

manuscrito a ser submetido a revista indexada.
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POLYMORPHISM OF SNP rs174575 IN THE FADS GENE IS ASSOCIATED WITH
EICOSAPENTANOIC ACID CONCENTRATION IN ERYTHROCYTE MEMBRANE
IN ADULT PREGNANT WOMEN FROM RIO DE JANEIRO

ABSTRACT

OBJECTIVE: To investigate the association between polymorphism in the fatty acid
desaturase (FADS) gene, profile of circulating fatty acids and lipid dietary intake in adult
eutrophic pregnant women. METHODS: 23 pregnant women were selected, with age
between 19 and 35 years, eutrophic, which attended the School Maternity of UFRJ/RIJ.
Maternal blood samples were obtained until the thirteenth week of pregnancy and the
quantification of fatty acids in erythrocyte were done by gas chromatography. After
maternal DNA was extracted, the genotyping analysis was done by using the real time
polymerase chain reaction with TagMan probes designed to identify presence of
polymorphism in the FADS1 SNP rs174553 and FADS2 SNP rs174575 genes.
Information regarding dietary intake was also obtained, by applying 2 dietary food
record method, further analysed by the Dietbox program. The statistical analysis was
made in the software IBM-SPSS for Windows version 20.0, student t-test as well as
multiple linear regressions were applied to verify possible associations. The results were
only deemed significant when p<0,05. RESULTS: The frequency of homozygous
individuals for the secondary allele of the SNP rs174575 of the FADS2 gene was 3,2%
(n=1) and for the SNP rs174553 of the FADS1 gene was 9,7% (n=3). The women with
polymorphism in the FADS2 SNP rs174575 presented higher concentration of the
eicosapentenoic acid (EPA) (p=0,014) however this association was not sustained when
adjusting the results by lipids intake. The remaining polyunsaturated fatty acids did not
reveal association with the polymorphism (linolenic (LA), alpha-linolenic (ALA),
archidonic (AA), docosahexaenoic, docosapentaenoic, dihomo-gamma-linolenic acids,
EPA/ALA, AA/LA). The SNP rs174553 did not reveal any association with the lipid
concentration in the blood. CONCLUSION: Only the polymorphism in the FADS2
gene implicated in higher concentration of EPA in erythrocyte of the pregnant women
studied and the lipid intake seems to have had the capacity to influence these results.

Keywords: Polymorphism, FADS gene, Fatty acids, Dietary intake.
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1. Introduciao

Adequado desenvolvimento fetal constitui processo dependente de diferentes
fatores, incluindo o suprimento suficiente de lipidios, em especial de acidos graxos
polinsaturados de cadeia longa (AGPICL) das séries n-3 e n-6, como os acidos
eicosapentaenoico (EPA), docosaexaenoico (DHA) e 4cido araquidonico (AA),
respectivamente, reconhecidos fundamentais para a eficiente maturagdo do sistema
neuroldgico, da retina e do sistema imune da crianca [1-3]. As reservas lipidicas
maternas, especialmente acumuladas nos dois primeiros tergos da gestagdo, representam
a principal fonte destes nutrientes para o feto [4]. Adicionalmente, a ingestdo destes
acidos graxos (AG) bem como a metabolizagdo enddgena de seus precursores, os AG
essenciais, alfa-linolenico (ALA, 18:3 n-3) e linoleico (LA, 18:2 n-6) também
constituem formas por meio das quais a gestante pode obter e transferir estes AG ao feto
[5].

Diversas etapas de elonga¢do, mediante a adi¢do de carbonos, e dessaturacgao, a
partir dos precursores LA e ALA, sdo necessarias para formacdo dos AGPICL. A
dessaturacdo ¢ mediada pelas enzimas delta-5-dessaturase (D5D) e delta-6-dessaturase
(D6D), codificadas pelos genes fatty acid desaturase 1 (FADSI) e fatty acid desaturase
2 (FADS2), respectivamente [6].

Diferentes estudos tém investigado as consequéncias de variagdes nos genes
FADSI1 e FADS2, especialmente do tipo single nucleotide polymorphism (SNP) [7-9].
Os principais achados em individuos carreadores do alelo secundario sdo diminui¢do nas
concentragdes dos produtos das enzimas D5SD e D6D, como AA e EPA em plasma
[10,11], eritrocito [12] e leite materno [13,14] e, consequentemente, aumento dos
substratos LA e ALA. Em gestantes, essa variante génica acarretou na diminuicdo de
AGPICL nao somente em seus proprios tecidos, como no de seus conceptos [15].

Neste contexto, considerando a fungdo essencial desses lipidios durante a
gestagdo para desfechos positivos, tanto neonatais, como em mais longo prazo, nesse
estudo se buscou avaliar possivel correlagdo entre o polimorfismo nos genes FADS1 e
FADS?2 e concentragdes de AGPI e AGPICL no eritrécito de gestantes. Adicionalmente,
também foi investigado se a qualidade dos lipidios consumidos pela gestante foi capaz de

mitigar as consequéncias metabdlicas desta variante génica.
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A realizagdo deste estudo, ainda que com uma pequena subamostra da populacao
brasileira, nao tendo sido identificados outros trabalhos envolvendo este publico-alvo,
sinaliza perspectiva promissora para ampliacdo de investigagcdes de natureza semelhante,
considerando que as variagdes étnicas sdo importantes fatores a serem avaliados nas

pesquisas envolvendo genética.

2. Métodos

Sujeitos da pesquisa

O presente estudo de desenho analitico transversal envolveu uma amostra de
conveniéncia de gestantes adultas recrutadas entre margo de 2015 e abril de 2016. Todas
as voluntarias recebiam atendimento na Maternidade Escola da Universidade Federal do
Rio de Janeiro, instituicdo publica localizada no Rio de janeiro, Brasil. O protocolo de
pesquisa foi aprovado pelo Comité de FEtica da Instituigio (niimero
34611513.0.0000.5257), de acordo com a Resolugdo 466/2012 do Conselho Nacional de
Saude [16] e cada participante assinou termo de consentimento antes de ser incluida no
estudo.

Foram elegiveis gestantes eutrdficas [17], de feto unico, captadas até a décima
terceira semana gestacional, sem diagnostico clinico prévio, ou em curso, de doencas
cronicas ndo transmissiveis, ndo tabagistas, ndo consumidoras de bebida alcodlica ou
usuarias de suplemento contendo AG. Informagdes relativas as condi¢des
sociodemograficas das mulheres investigadas foram obtidas por meio de entrevistas
estruturadas aplicadas por profissionais treinados. Adicionalmente, por meio de consulta
aos prontuarios das gestantes, e/ou entrevista, foram obtidas informagdes obstétricas e da
assisténcia pré-natal, incluindo suplementos nutricionais usados na gestacdo, doenca

obstétrica atual, uso de tabaco e drogas.

Estimativa da ingestdo de lipidios

Informagdes relativas a ingestdo lipidica foram obtidas mediante a aplicacdo de
dois recordatérios de 24 horas (R24h), referentes a dias tipicos de alimentagcdo da

gestante [18]. O primeiro R24h foi presencial, enquanto o segundo, realizado na mesma
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semana, foi obtido por meio de contato telefonico. Ambos os inquéritos foram aplicados
por profissionais nutricionistas ou estudantes do curso de nutricdo. Os dados foram
analisados utilizando-se o programa Dietbox utilizando a Tabela Brasileira de
Composicdo de Alimentos [19]. Para alimentos ndo listados no programa foram
utilizadas as informag¢des nutricionais descritas no rotulo do produto ou, na auséncia de
rotulo, utilizou-se a tabela de composi¢do quimica da United States Deparment of

Agriculture [20].

Coleta e processamento das amostras de sangue

Amostras de sangue (4 mL) foram coletadas por profissional habilitado, em
tubos vacutainer, previamente identificados, contendo 1g de Na2-EDTA/L, no proprio
dia da captagdo das voluntdrias, ocasido em que compareciam a maternidade em jejum
prévio de 8 horas. Foram reservados 500 puL. de sangue total e para o restante das
amostras o plasma foi separado dos eritrocitos por centrifugagcdo a 3.000 rpm / 10 min.
As hemadcias foram submetidas a lavagem com solugdo salina, sendo recolhido volume
correspondente a 1 mL, em tubo eppendorf, contendo antioxidante BHT. As aliquotas
correspondentes ao plasma, hemadcias e sangue total permaneceram armazenadas em

freezer -80 °C, até a realizacdo das andlises correspondentes.

Extracdo do DNA e genotipagem

A extragdo do DNA materno foi realizada mediante emprego de kit comercial
(Qiagen DNA Blood Mini Kit), nas amostras de sangue total. Para genotipagem utilizou-
se a técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), em tempo real, por meio do kit
TagMan (Termofisher®). Para cada reagdo foram utilizados 5 pL. do MasterMix, 0,25 pL.
da Sonda TaqMan especifica para o SNP rs174553 do gene FADSI e outra para o SNP
rs174575 do gene FADS2, 3,75 uL de agua MiliQ e 1 pL. do DNA extraido previamente.
Todas as reagdes foram realizadas em triplicata. As misturas foram individualmente
dispostas na placa que teve seus pogos previamente identificados e, posteriormente
vedados, para inser¢ao no equipamento Step One (Applied Biosystems ®) e identificacao

da presenca de polimorfismos.
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Analise de acidos graxos

As amostras de eritrocitos maternos foram submetidas a metilacdo direta alcalina,
de acordo com o método adaptado American Oil Chemists' Society Ce 2b-11 [21] que
preconiza a adicdo de 5 mg de padrio interno C13:0 (Sigma-Aldrich). Os ésteres
metilicos de AG foram separados e quantificados em cromatografo Agilent Technologies
7890A CG System, equipado com detector de ionizagdo de chama (FID) e coluna capilar
(biscianopropil-polissiloxano, 100 m 0,25 mm 0,20 m; Supelco, Bellefonte, PA, EUA),
utilizando o software EZChrom Elite CDS (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA,
EUA). As condi¢des cromatograficas foram semelhantes as descritas por de Fonseca e
colaboradores [22]. Os AG metilados foram identificados com base na comparagdo com
o tempo de retencdo relativo dos picos do padrdo (GLC 463 Reference Standard, Nu-
Check Prep. Inc., Elysian, MN, EUA) e a quantificacdo de cada AG foi realizada

utilizando-se o padrao interno C13:0 (Sigma-Aldrich) como referéncia.

Analise estatistica

Os teores de AG nas amostras de sangue materno assim como os dados referentes
ao consumo de lipidios foram expressos como média, desvio padrdo, mediana, minimo e
maximo, enquanto os polimorfismos dos genes como frequéncias absolutas e relativas.
O teste de Kolmogorov-Smirnov foi empregado para testar a normalidade dos valores
avaliados e a suposicdo de normalidade foi aceita Teste t-Student foi utilizado para
comparar o conteudo materno de AG, segundo a presenca de polimorfismo em cada
gene. As comparagdes foram também realizadas ajustando pelos valores de consumo de
AG saturados, monoinsaturados e polinsaturados, com uso de modelos lineares gerais.
As andlises foram realizadas no software IBM-SPSS for Windows versdao 20.0 e o nivel

de significancia fixado em 5%.

3. Resultados

Quarenta (40) gestantes foram consideradas elegiveis, tendo ocorrido, entretanto,

perdas de segmento. Seis participantes solicitaram que seus dados ndo fossem utilizados,
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duas ndo autorizaram a coleta de sangue e outra voluntaria foi diagnosticada com
hipotireoidismo. Deste modo, foram obtidas amostras de sangue de trinta e uma (31)
gestantes para a analise de presenca de polimorfismo. Ressalta-se que, no entanto, por
razdes técnicas, somente foi possivel quantificar o contetido de AG eritrocitario de vinte
e trés (23) mulheres. Por esta razao, resultados relativos a caracterizacao da amostra bem
como as correlagdes testadas incluiram as 23 voluntarias cujo conteudo circulante de AG
foi analisado. Adicionalmente, seis (6) gestantes ndo realizaram o segundo R24h,
resultando em dezessete (17) mulheres cujo consumo alimentar de lipidios foi estimado
(Figura 1). A decisdo de investigar a presenca de polimorfismo nas 31 voluntérias, apesar
de a impossibilidade de obtengdo da totalidade dos demais resultados pretendidos
respaldou-se no reconhecimento da relevancia destes dados, tendo em vista este ser o
primeiro estudo que identificou alteragcdes nos genes FADS1 e FADS2 em mulheres
brasileiras.

Apresentando, em média, idade correspondente a 28 anos e renda per capita
proxima a dois saldrios minimos, a maioria das gestantes investigadas era casada ou
mantinha unido estdvel, trabalhava fora de casa e todas haviam completado o ensino
fundamental. A cor da pele autodeclarada mais prevalente foi a branca (Tabela 1).
Ademais, nenhuma das gestantes relatou ocorréncia de doengas obstétricas por ocasido
do recrutamento e também nao referiram utilizagdo de tabaco e/ou drogas. Dez (10)
mulheres estavam ingerindo suplemento nutricional, contendo &cido folico, sulfato
ferroso e iodo (7, 2 e 1 gestante, respectivamente) e apenas uma fazia uso de algum tipo
de medicamento (fluoxetina).

Na tabela 2 estdo apresentados os resultados relativos a estimativa do consumo
alimentar das voluntérias. Lipidios constituiram cerca de 33 % do consumo energético
total, estimado por meio dos dois R24h, e a ingestdo de acidos graxos polinsaturados
representou quase 17 % do consumo dietético total de lipidios.

O percentual de gestantes portadoras do polimorfismo nos dois alelos foi maior
para o SNP rs174553 (9,7%; n = 3), enquanto apenas 1 pessoa era portadora homozigota
do SNP rs174575 (3,2%). No entanto, o nimero de mulheres heterozigotas foi maior

para o SNP rs174575 (41,9%; n = 13). Em ambos os polimorfismos, a maior prevaléncia
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foi de pessoas homozigotas para o alelo mais frequente, ou seja, individuos que ndo
apresentavam polimorfismo (Tabela 3).

Os dados obtidos apds analise cromatografica dos acidos graxos extraidos das
amostras de eritrocitos das gestantes estdo apresentados na tabela 4. Foi identificado
conteudo expressivamente mais elevado do 4cido graxo essencial LA frente ao de ALA
De modo correspondente, o AA, derivado do acido graxo LA, também estava presente
em maiores proporg¢des, comparado aos teores dos principais derivados do ALA (EPA e
DHA).

Para as andlises de associa¢do, devido ao numero reduzido de portadoras
homozigotas dos polimorfismos nos SNP estudados, as gestantes foram divididas em
dois grupos: sem e com polimorfismo (grupos a e b, respectivamente). Deste modo, para
as gestantes portadoras do SNP rs174575 verificou-se maior concentracdo de EPA nos
eritrocitos. Nenhum outro acido graxo demonstrou associagdo com o polimorfismo do
SNP em questdo. No intuito de estimar a atividade das enzimas dessaturases D5D e
D6D, calculou-se a razdo de EPA/ALA e AA/LA, respectivamente. Nenhuma destas
atividades enzimaticas demonstrou ter associacdo com o polimorfismo (Tabela 5).

Nao foram observadas diferencgas significativas nas concentragdes de acidos
graxos nos eritrocitos maternos entre gestantes sem (a) e com (b) polimorfismo para o

SNP rs174553 (Tabela 6).
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Figura 1. Fluxograma de perdas de segmento das gestantes voluntarias e

tamanho amostral. R24h, recordatorio 24 horas; AG, 4cidos graxos.
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Tabela 1. Caracteristicas sociodemograficas das gestantes

Variavel continua

Descricao média £ DP (N=23)

Idade materna (anos)

Peso pré-gestacional (kg)
Estatura pré-gestacional (m)
IMC pré-gestacional (kg/m?)

Renda per capita (reais)

N=23

28,05 + 4,90
57,22 £7,47

1,60 + 0,07
22,33+ 1,80
1791,25 £ 719,59

Variavel categorica

Descri¢cao % (n)

Estado civil
Solteira
Casada/unido estavel
Viuva

Ocupacio
Dona de casa
Trabalha fora
Estudante

Escolaridade

Ensino fundamental incompleto

Ensino fundamental completo

Cor da pele
Branca
Naio branca

Dona de casa

N=23

13,04% (n=3)
86,9% (n = 20)
0

39,13% (n=9)
60,87% (n=14)
0

0
100% (n = 23)

65,22% (n = 15)
34,78% (n = 8)
39,13% (n = 9)

DP, desvio padrdo; IMC, indice de massa corporal.
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Tabela 2. Média das estimativas de consumo alimentar materno

Variavel Descricio % VET
IN=17) N=17)

Energia (kcal)

média + DP 1.897 £ 546 100%

mediana (min.; max.) 1.969 (851; 2,702)

Proteina (g)

média + DP (% VET) 78,24 +£ 27,26 16%

mediana (min.; max.) 82,89 (38,11; 130,25)

Carboidrato (g)

média + DP (% VET) 243,1 + 80,34 51%

mediana (min.; max.) 263,85 (102,73; 401,9)

Lipidio (g)

média £ DP (%VET) 70,95 £27,52 33%

mediana (min.; max.) 70,89 (27,7; 130,8)

AGS (g)

média + DP 24,44 + 10,02 11,60%

mediana (min.; max.) 21,28 (10,74; 48,56)

AGMI (g)

média + DP 23,65+ 12,27 11,22%

mediana (min.; max.) 23,31 (9.4; 59,7)

AGPI (g)

média + DP 11,82 £6,39 5,61%

mediana (min.; max.) 10,12 (3,47; 23,76)

AGT (g)

média + DP 3,67 2,39 1,74%

mediana (min.; max.)

3,35 (0,86; 8,72)

Min., valor minimo; max., valor maximo; DP, desvio padrio; %VET, percentual do valor energético
total; AGS, acido graxo saturado; AGMI, acido graxo monoinsaturado; AGPI, acido graxo

poliinsaturado; AGT, acidos graxos trans.
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Tabela 3. Frequéncia alélica do gendtipo materno para os SNP rs174553 do
gene FADSI e rs174575 do gene FADS2

Gene SNP Genétipo Descricao
(N =31)

FADSI rs174553 (MAF %) (29)
Sem polimorfismo (grupo a) AA 16 (51,6)
Polimorfismo em 1 alelo AG 12 (38,7)
Polimorfismo nos 2 alelos GG 39,7
Com polimorfismo (grupo b) AG+ GG 15 (48,4)

FADS2 rs174575 (MAF %) (24)
Sem polimorfismo (grupo a) CC 17 (54,8)
Polimorfismo em 1 alelo CG 13 (41,9)
Polimorfismo nos 2 alelos GG 1(3,2)
Com polimorfismo (grupo b) CG + GG 14 (45,2)

MAF, minor allele frequency; SNP, single nucleotide polymorphism; FADS, fatty acid

desaturase.



Tabela 4. Composic¢ao de dcidos graxos em eritrocitos maternos

Variével* Descri¢ao
(N =23)

LA

média = DP 9,35+£3,1

mediana (min.; max.)
ALA

média = DP

mediana (min.; max.)
EPA

média = DP

mediana (min.; max.)
DHA

média = DP

mediana (min.; max.)
AA

média = DP

mediana (min.; max.)
DGLA

média = DP

mediana (min.; max.)
DPA

média = DP

mediana (min.; max.)
EPA/ALA (D5SD)
média = DP

mediana (min.; max.)
AA/LA (D6D)
média = DP

mediana (min.; max.)

10,24 (4,29; 13,95)

0,4+0,13
0,37 (0,17; 0,76)

0,49 +0,18
0,47 (0,24; 1,1)

4,09 + 1,07
4,03 (2,08; 6,02)

9,44 + 287
8,31 (6,58; 15,75)

1,35 + 0,49
1,45 (0,31; 2,12)

1,89 + 0,44
1,99 (0,89; 2,39)

1,31+0,57
1,16 (0,65; 3,12)

1,10 0,39
1,14 (0,58; 1,97)

*Acidos graxos expressos em g por 100 gramas de ésteres metilicos de acidos graxos; DP, desvio
padrdo; min., valor minimo; max., valor méximo; LA, acido linoleico; ALA, 4cido alfa-linolenico;
EPA, acido eicosapentaenoico; DHA, acido docosaexaenoico; AA, acido araquidénico; DGLA, acido
dihomogamalinoleico; DPA, acido docosapentaenoico; D5D, delta-5-dessaturase; D6D, delta-6-

dessaturase.
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Tabela 5. Comparagdo entre os acidos graxos presentes nos eritrocitos maternos de
individuos sem (a) e com (b) polimorfismo no gene FADS2 SNP rs174575

Gene (rs174575)

Variavel Sem polimorfismo Com polimorfismo P p*
(grupo a) (grupo b)

LA 0,439 0,373

média = DP 8,9+3,22 9,94 £ 2,99

mediana (min.; max.) 10,44 (4,29; 12,86) 10,12 (4,77; 13,95)

ALA 0,291 0,097

média = DP 0,37 + 0,08 0,44 £0,17

mediana (min.; max.) 0,37 (0,25; 0,52) 0,39 (0,17; 0,76)

EPA 0,014 0,069

média = DP 0,41 +0,13 0,59 +£0,19

mediana (min.; max.) 0,37 (0,24; 0,72) 0,55 (0,41; 1,1)

DHA 0,640 0,970

média = DP 4,19+£0,95 3,97 £ 1,26

mediana (min.; max.) 4,03 (2,27; 6,02) 4,01 (2,08; 5,9)

AA 0,081 0,379

média = DP 8,46+ 2,14 10,71 £3,29

mediana (min.; max.) 8,15 (6,93; 15,25) 10,53 (6,58; 15,75)

DGLA 0,505 0,628

média = DP 1,30 + 0,49 1,44 £0,52

mediana (min.; max.) 1,41 (0,31; 2,04) 1,7 (0,43; 2,12)

DPA 0,271 0,529

média = DP 1,98 £ 0,33 1,74 £ 0,56

mediana (min.; max.) 2,05 (1,05; 2,37) 1,65 (0,89; 2,39)

EPA/ALA (D5D) 0,105 0,811

média = DP 1,15+ 0,44 1,55 +£0,69

mediana (min.; max.) 1,14 (0,65; 2,4) 1,39 (0,8; 3,12)

AA/LA (D6D) 0,936 0,590

média = DP 1,11 £0,45 1,09 £ 0,31

mediana (min.; max.)

1,05 (0,58; 1,97)

1,14 (0,6; 1,58)

Teste t-Student; * Modelo linear geral ajustado por acidos graxos saturados, acidos graxos
monoinstaturados e acidos graxos polinsaturados ingeridos. Min., valor minimo; max., valor maximo;
DP, desvio padrdo; LA, acido linoleico; ALA, acido alfa-linolenico; EPA, acido eicosapentaenoico;
DHA, écido docosaexaenoico; AA, acido araquidonico; DGLA, acido dihomogamalinoleico; DPA, 4cido
docosapentaenoico; D5D, delta-5-dessaturase; D6D, delta-6-dessaturase.
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Tabela 6. Comparagdo entre os acidos graxos presentes nos eritrocitos maternos de

individuos sem (a) e com (b) polimorfismo no gene FADS1 SNP rs174553

Gene (rs174553)

Sem polimorfismo

Com polimorfismo

Variavel (grupo a) (grupo b) P p*
LA 0,687 0,373
média = DP 9,12+£2,98 9,66 £ 3,38

mediana (min.; max.) 10,06 (4,29; 12,86) 10,58 (4,77; 13,95)

ALA 0,811 0,097
média = DP 0,41 +0,13 0,39 +0,13

mediana (min.; max.) 0,41 (0,25; 0,76) 0,36 (0,17; 0,57)

EPA 0,210 0,069
média = DP 0,45+0,14 0,54 £0,22

mediana (min.; max.) 0,39 (0,24; 0,72) 0,5(0,33; 1,1)

DHA 0,781 0,970
média = DP 4,15+1,18 4,02+0,97

mediana (min.; max.) 4,06 (2,08; 6,02) 4,02 (2,33;5,9)

AA 0,335 0,379
média = DP 8,92 +2,38 10,11 £ 3,41

mediana (min.; max.) 8,39 (7,13; 15,25) 8,19 (6,58; 15,75)

DGLA 0,151 0,628
média = DP 1,24 +£0,43 1,54 £ 0,54

mediana (min.; max.) 1,38 (0,31; 1,71) 1,71 (0,43; 2,12)

DPA 0,470 0,529
média = DP 1,94+0,4 1,8+ 0,51

mediana (min.; max.) 2,05 (1,05; 2,37) 1,75 (0,89; 2,39)

EPA/ALA (D5D) 0,152 0,811
média = DP 1,17 £0,45 1,52 +0,7

mediana (min.; max.) 1,14 (0,65; 2,4) 1,34 (0,87; 3,12)

AA/LA (D6D) 0,804 0,590
média = DP 1,12+ 0,44 1,08 £0,32

mediana (min.; max.)

1,05 (0,58; 1,97)

1,14 (0,6; 1,58)

Teste t-Student; * Modelo linear geral ajustado por acidos graxos saturados, acidos graxos
monoinstaturados e acidos graxos polinsaturados ingeridos. Min., valor minimo; max., valor maximo;
DP, desvio padrdo; LA, acido linoleico; ALA, acido alfa-linolenico; EPA, acido eicosapentaenoico;
DHA, 4cido docosaexaenoico; AA, acido araquidonico; DGLA, 4cido dihomogamalinoleico; DPA, acido
docosapentaenoico. D5D, delta-5-dessaturase; D6D, delta-6-dessaturase.
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4. Discussao

Neste estudo, desenvolvido com gestantes eutroficas, estimamos o consumo de
lipidios, avaliamos a presenca de polimorfismo no gene FADS e quantificamos os teores
de acidos graxos nos eritrocitos destas mulheres. Ademais, verificamos a associa¢ao
entre as concentragdes de acidos graxos polinsaturados com a presenca do polimorfismo,
considerando o consumo de lipidios fator de confundimento. O polimorfismo no gene
FADS do SNP rs174575 foi associado a maior concentracdo eritrocitaria de EPA e,
adicionalmente, essa relagdo foi mitigada ao ajustar o modelo estatistico pelo consumo
de lipidios, sendo estes resultados considerados os principais achados deste estudo. No
entanto, ndo foi possivel identificar diferengas significativas nas concentragdes dos
outros AGPICL investigados (DHA e AA) para o SNP rs174575, tampouco nas
concentracdo dos AGPICL entre os genotipos do SNP rs174553.

Segundo os resultados da Pesquisa de Orcamento Familiar 2008-2009 [25], a
média do consumo energético didrio entre mulheres brasileiras de 19-59 anos, foi de
1.710 kcal, equiparando-se ao valor estimado neste estudo. No entanto, a estimativa do
consumo total de lipidios (70,97 g), assim como a de acidos graxos trans (3,67 g), foi
superior aos valores registrados pela POF (52,30 e 2,20 g, respectivamente). A tendéncia
de maior consumo de acidos graxos saturados, entretanto, manteve-se entre os dois
estudos, apontando, ainda, que AGPI sdo, dentre os lipidios analisados, aqueles
consumidos em menores propor¢des. Adicionalmente, um estudo realizado em 600
gestantes, investigou o consumo de lipidios no primeiro trimestre de gestacdo, sendo os
valores de consumo total de lipidios (73g), de acidos graxos saturados (25g) e
polinsaturados (13g), valor similar ao encontrado pelo presente estudo (70,97; 24,44;
11,82) [26].

Diversos estudos indicam papel protetor dos AGPI para a satde, especialmente
no que concerne as doengas cardiovasculares. Acidos graxos da familia n-3, em especial,
tém sido associados com propriedades antiarritmicas, e antitromboticas, particularmente
por acdo do EPA, que ja demonstrou inibir a producdo de tromboxano A2,
prostaglandina envolvida no processo de agregacdo plaquetdria e vasoconstricdo. A

fungdo endotelial também ¢ afetada positivamente por esta familia de AGPI, visto que o
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efeito vasodilatador do 6xido nitrico ¢ aumentado pelo EPA. Outros efeitos incluem,
diminuicdo do colesterol total e triglicerideos, por inibir a produ¢do da lipoproteina de
muito baixa densidade e dos triglicerideos no figado [27].

Adicionalmente, em gestantes, a suplementacdo com AGPICL n-3 tem sido
relacionada ao melhor desenvolvimento cognitivo do concepto, além de seu papel
essencial para a formagao adequada da retina e do cérebro [3]. Em situacdes particulares,
como no diabetes gestacional, condi¢do capaz de levar a macrossomia fetal, estudos em
modelo animal t€ém demonstrado que o consumo de acidos graxos n-3 diminui as chances
do feto de ocorréncia desse desfecho obstétrico, além de proteger a gestante contra o
estresse oxidativo [28].

A importancia do consumo de propor¢des balanceadas de acidos graxos durante a
gestacdo ¢ referida na literatura. Nao somente a ingestdo de n-3 interfere no
desenvolvimento adequado do feto, como também ja& foi descrito que o baixo peso ao
nascer esta associado ao consumo exacerbado de acidos graxos n-6 e trans [29]. Deste
modo, a estimativa de maior consumo de 4cidos graxos trams, pelas gestantes neste
estudo, comparada a média de consumo de brasileiras, merece destaque. Ademais,
também ¢ reconhecido que o consumo alimentar ¢ capaz de alterar as concentragdes
circulantes de diferentes acidos graxos [30].

O polimorfismo também constitui fator relacionado as variacdes nas
concentragdes de lipidios em diferentes compartimentos bioldégicos humanos. Deste
modo, pesquisas relacionadas a esta tematica sdo crescentes. Um estudo realizado com
409 criangas na Dinamarca também encontrou percentual reduzido de homozigotos para
o SNP rs174575 (3,5 %) e frequéncia alélica secundéria de 21,3%, similar ao nosso
estudo [31]. Mesmo em amostras mais expressivas, com mais de 1.400 individuos, como
foi no trabalho realizado na Ilha de Seychelles, o percentual de homozigotos alcangou
5,5%. Vale ressaltar que os residentes desta regido possuem descendéncias variadas
como africana, asidtica e europeia [7].

O estudo de Shaeffer e colaboradores [32], realizado em 2006, incluindo 727
caucasianos, revelou o percentual de carreadores homozigotos do alelo secundario para
0 SNP rs174553 de 12%, valor similar ao encontrado neste trabalho. Em 2015, Scholtz e

colaboradores [12] identificaram a presen¢a do polimorfismo no SNP rs174553 em 205
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mulheres, em sua maioria caucasianas, subdivididas em grupo controle e grupo
suplementado com DHA, encontrando as taxas de 10,42% e 6,42%, respectivamente, de
pessoas com o polimorfismo nos dois alelos. Ademais, encontraram frequéncia alélica
secundaria de 28%, similar ao valor encontrado pelo presente estudo.

Adicionalmente a investigacdo da prevaléncia de polimorfismos em genes
relacionados ao metabolismo lipidico, o contetido de &4cidos graxos em diferentes
compartimentos bioldgicos também constitui importante variavel para o estabelecimento
de correlagdes. A andlise de &cidos graxos presentes no sangue de gestantes, realizada
por Koletzko e colaboradores em 2011 [9], resultou em valores expressivamente mais
reduzidos para os acidos graxos ALA, EPA, AA, DPA, DHA, bem como para a razao
LA/AA, comparados aos nossos resultados, enquanto valores mais elevados foram
encontrados apenas para o acido graxo essencial LA e para a razdo ALA/EPA. Ressalta-
se, no entanto, a diferenca da etnia das populagdes em questdo, de origens distintas
(brasileira e inglesa), apresentando costumes e cultura alimentar diversos. Ademais, ao
considerar a idade gestacional, fator que pode estar associado as alteragdes fisioldgicas
nas fragdes lipidicas circulantes [33], cabe destacar que no estudo de Koletzko e
colaboradores [9], a coleta de sangue ocorreu em periodos distintos da gestacdo,
enquanto em nosso estudo, as analises de AG foram efetuadas nas amostras coletadas
exclusivamente até a décima terceira semana gestacional.

Um estudo observacional, realizado com gestantes chilenas [30], comparou o
contetdo circulante de AG destas mulheres com os valores obtidos em outras pesquisas
que incluiram mulheres chinesas [34], belgas [35] e americanas [36]. E possivel
identificar diferencas entre estes quatro grupos populacionais. Para o dcido graxo LA,
por exemplo, foram descritos valores (g/ 100g) correspondentes a 19,1 (belgas), 15,0
(chinesas), 14,6 (chilenas) e 9,0 (americanas). Os valores do presente estudo foram
similares ao verificado entre as mulheres americanas.

Pesquisas destinadas a investigar a associacdo entre variantes do gene FADS e
alteracdes nas concentracdes de 4cidos graxos no sangue (eritrocito ou plasma),
encontraram, em sua maioria, associacdo com AA [32,38]. Alguns estudos
demonstraram relacdo do polimorfismo com o EPA [32,39]. No que diz respeito ao acido

DHA, entretanto, poucos estudos foram capazes de encontrar alguma forma de
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associacdo, possivelmente por suas concentragdes séricas estarem intimamente
relacionadas ao consumo alimentar, considerando a reduzida capacidade do organismo
humano em produzir DHA por metabolismo enddgeno, [12,31]. De modo similar, nossa
analise ndo revelou associa¢do da variante génica SNP rs174575 com o DHA.

Sabe-se que os genes FADS1 e FADS2 codificam as enzimas D5D e D6D,
respectivamente [6]. Deste modo, polimorfismos nesse gene estariam associados &
aumento nas concentracdes de LA ¢ ALA e diminuigdo de AA, EPA ¢ DHA [11,12,13].
No nosso estudo, no entanto, a associacdo encontrada entre o SNP 1745757 do gene
FADS?2 e EPA foi de aumento deste produto nos eritrocitos maternos. Ressalta-se, ainda,
que esta relagdo pode ser explicada pelo consumo de lipidios das gestantes investigadas.
Apoés ajuste do modelo estatistico empregado pela ingestdo de acidos graxos
monoinsaturados, polinsaturados e saturados, ndo verificou-se relacdo entre o
polimorfismo do gene FADS 2 SNP rs174575 e o EPA. Deste modo, a ingestdo de
lipidios parece modular os efeitos produzidos por esta variagao génica.

Considerando a importancia do consumo alimentar, o estudo de Roke e
colaboradores [40] avaliou a mudanga nos hébitos dietéticos em individuos que haviam
sido informados de seus genotipos em relagdo ao gene FADS. Os voluntarios foram
esclarecidos acerca das possiveis consequéncias desencadeadas pelo polimorfismo neste
gene para que pudessem tomar decisdes sobre suas escolhas alimentares, baseadas no seu
teste de genotipagem. Dois grupos participaram desta pesquisa, um de geneticistas, e
outro de individuos que ndo possuiam relagdo com o estudo da genética. Em ambos os
grupos foi possivel identificar aumento no consumo de EPA e DHA e, consequentemente
a elevacdo destes AGPICL no sangue.

Este estudo prop0s investigar as consequéncias de polimorfismos no gene FADS
em gestantes do municipio do Rio de Janeiro. Assume, portanto, cardter pioneiro ao
examinar esta tematica em mulheres brasileiras. Cabe salientar a eleicdo deste publico
alvo, na medida em que as alteracdes metabolicas decorrentes dos polimorfismos
pesquisados podem se traduzir em prejuizos para o adequado desenvolvimento do feto,
produzindo efeitos deletérios, inclusive em longo prazo. Ademais, considerando as
alteracdes fisioldgicas inerentes ao periodo gestacional, a escolha de avaliar somente

mulheres no primeiro trimestre de gestacdo possivelmente minimizou os efeitos dessas
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alteracdes sobre os nossos resultados. Entretanto, o tamanho amostral pode ser
considerado a principal limitagdo deste trabalho.

Concluimos que apenas a variante génica do SNP rs174575 apresentou
associacdo com o conteido de EPA, enquanto que para o SNP rs174553 nenhuma
relagdo pode ser estabelecida. Ademais, o consumo alimentar pareceu influenciar os
resultados encontrados no presente estudo, visto que ao ajustar o modelo estatistico por
essa variavel, ndo houve diferenca entre os genotipos.

Futuras pesquisas, de maior tamanho amostral, realizadas em gestantes
brasileiras, sdo, ainda, necessarias para compreender com mais precisdo a relagdo entre o
polimorfismo no gene FADS e as alteragdes nas concentracdes de AA, EPA e DHA,

levando em consideracdo, ainda, a ingestdo alimentar.
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7 CONCLUSAO

Concluimos que apenas a variante génica do SNP rs174575 apresentou relacio
com o conteudo de EPA, enquanto que para o SNP rs174553 nenhuma relagdo pode ser
estabelecida. Ademais, o consumo alimentar de lipidios pareceu influenciar os
resultados encontrados no presente estudo, visto que ao ajustar o modelo estatistico por
esse fator, ndo foi verificada diferenga entre genotipos.

Todos os achados reportados pelo presente estudo assumem ainda maior
importancia, ao considerar que nenhuma outra pesquisa relacionada ao polimorfismo no
gene FADS foi desenvolvida com brasileiros. Adicionalmente, a escolha de realizar esta
investigagdo em gestantes, reflete a importdncia em entender as consequéncias desta
variante génica a partir da concepgao e perpassando por todos os ciclos da vida.

Destaca-se, no entanto, a necessidade da realizacdo de novas pesquisas,
envolvendo brasileiros, da infancia a velhice, com maior tamanho amostral, na tentativa
de elucidar como ocorre a associacdo do polimorfismo no gene FADS e as alteragdes nas
concentragdes de AGPICL e se o consumo alimentar ¢, de fato, capaz de modular essas

relacdes.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Obesidade malemna e blomarcadores moleculares e inflamaidrios placertérios: estudos
de Inlervengiio com Gleo de pelxe e probidtioos

Pesquisador: Fétima Lick de Carvalho Sardinba

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 34511513.0.0000.5257

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO

Patrocinador Principal: FUN CARLOS CHAGAS F. DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DO RIO DE
JANEIRO - FAPER)

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 836957
Data da Relatoria: 0102014

Apresentagio do Projeto:
Proloccio 158-14 do grupo lIl. Respostas recebidas em 20.92014

Objetivo da Pesquisa:
Vide parecer 764.722 de 21082014

Avaliagdo dos Riscos ¢ Beneficlos:
Vide parecer 784.722 de 2108/2014

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Vide parecer 764.722 de 21082014

Consideragfes sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:
Vide parecer 764.722 de 21082014

Recomendagbes:
Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Inadequagbes:
Foram apresentadas as seguntes pendfncias e suas respostas

1) Relstivarnente 2o projeto:

Enderego:  Fua Peot. Rodopho Peule Rocos NS5 Sele 01042

Bakre: Cidade Universiirie CEP: 1041013
UF: R Muriciplo: R0 DE JANERO
Telefone: (2100088 2450 Fax: (2130582 E-mall: copd@huct ot by
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1. Cronograma: o cronograma prewd o inido da selegSo de padentes em 01 de agosto de 2014, portanio
antes da aprovagio do projeto pelo CEP. soldta-se adeguagio.

Corfinuacio 4o Pawcar: 804 567

Reposta: O cronogrima fol modificado
Andlse pendéncia alendida

2. 0 projeio lista entre seus ariiério de indusfio as seguintes camderisticas:

(...) (i) Estar bvre de doengas crnicas nfio trarsmissivels como hipertensdio arterial sstdmica ¢ diabetes
melitus tipo 2; (H) Estar lvre de doengas infecciosas, (Iv) Gestar um (nico feto; (v) Nfio ser tabagista; (vi)
Residir na froa adstrita 2o estudo.

Pego que sefa informado como serSo obtidas as informagles adma. Por declaragSo (entrevista)? Nesse
caso, chamo alenglio para o tem |14 abalo.

Resposta: AS Informagies serSo obtidas por melo da corsulta a prortudiio
Andlse pendéncia alendida

3. No projeto, é preciso ficar bem daro, o dsposto no e 1.2, da Res. 466012 levar em conta, nas
pesquisas realizadas em mulheres em idade 1értil ou em mulheres grividas, a avaliagfio de riscos e
beneficlos e as eventuals inferferéncias sobre a fertiidade, a gravidez, o embrido ou o felo, o trabakho de
parto, o puerpério, a lactagho ¢ o recém-nascido. Solcita-se adequagio.

Resposta:

Induimoes informagles, respaldadas ra Ilerstum dertifice, que estabelecemn gue & suplementacso por Gleo
de pelxe ou ped-blotioos nas quanriidades especicadas ndo mprime peejuizos sobre a ferdilidade, a gravidez
o embrifio ou o felo, o trabaiho de parto, a amamentagio e o recém -nasddo

As informagbes referidos acs aspectos acima referidos foram revisadas e complementadas ¢ estlo
apresertadas no corpo do projeto na pigina 7 terceiro e quardo parfigralos:. pdgina 8 primeiro parégrafo e
pégira 11 primeko pardgrato.

Enderego:  Fua Pt Rodoipho Pauks Roces NS5 Sele 01048

Bakre: Cidade Universiivie CEP: 210419018

UF: R Municipla: IO DE JANERC

Telefone: (21090088 2450 Fax: (273058060 E-mail: cop@huct o) by

Pigra = om =8
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Andlise: perdéncia atendida

Corinuacio 3o Pawcer: 804 567

) Relstivamerte ao TCLE:

1. Dado gue o TCLE direclora-se & populagfio em geral, 6 preciso que sua linguagem sejs absolutamente
clara e compreensivel. Nesse sentido, soliciio a substituigio ou explicagdo dos seguinles lermos:
*suplemento”, “puerpério®, "probl@ico®, *permanentemente orentada”, *Ingestiio® (e derivados), "cépsula®,
*procedimentos de utilizaglio adequada”, "hemmatoma®, "perimetro®, “aquisico”, “descartévels®.

Resposta: as adequagdes foram Incompomdas 20 texto do TCLE (...)
Andlise: perdéncia alendida
2. OTCLE afirma: "As partidpanies voluntirias desse estudo serSo dhvididas em 3 grupos®. No entanio, no

peojeto apresentado B-se: “SerSo constituldos sels grupos: (...)°
Sdlicka-se esdarecimento.

Resposta: efetuamcs o ajuste com relago & dvisfio das paricdpantes (...)

Andise: perdédncia alendida

3. O TCLE afirma tambéen: *Serfio necessirias também duas pequenas amostms do seu sangue, gue serio
coletadas no dia gue vood entrar no estudo e guando completar 36 semanas de gestaclio, uma amostra de
sangue do cordfio umbllical e da placenta, que serfo coletadas apds o paro, uma pequena quantidade de
colostro (seu leite nos dols primekos dias apés o parto, 5-10mL) (...)"

Solicko que todas as quantidades coleladas sejam especificadas com o auxilio de “medidas caselras”
("colbares®).
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Resposta: Foram incorporados ao texto do TCLE. .. as especificagbes das amostras (...) em termos de
‘medidas caselras”

Corinuagio 3o Pawcer: 804 567

Andise: percdédncia alendida

4. O projeto afirma que tambéen serfo obtidas “Informagdes socdodemogrifices, obstétricas e da assisitnda
peé-natal, das quals destaco:

‘ldade cronoldgica, situagSo marital, escolaridade, condigbes de saneamento da moradia, atividade
profissional, renda familiar total, nimero de pessoas no domicllio, cor da pele (por autoclassficagdo),

nimero de gestagdes, partos ¢ a bortos (tipo)”
Devido ao carfiter das questies acima soliato gue a nalureza das informagtes a serem pesquisacas seja

expldtada no TCLE.

Resposta: fol espedificado no TCLE () a natureza das informages (..)

Andlse: perdéncia alendida

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreclagdo da CONEP:
Nfo

Consideragées Finals a critério do CEP:
1. De acordo com o em X.1.3b, da Resoluglio ONS no 46612, o pesquisador deverd

apresentar reltdros sermestrals que permiam ao CEP acompanbar o deservalvimento dos

perojetos.

Enderego:  Fua Peot. Roduipho Pauke Rocos N°2SE See 01042

Bakre: Cidade Universitivie CEP: 1041018
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Corfinuacho 3o Pawcar 304 567

2. Eventusals emendas (modificagbes) ao protoooko devern ser apresentadas, com justicativ,

a0 CEP, de forma clara e sucinta, identificando a parte do peoloccio a ser modificada.

3 - A pesquisadorn apresentou suas “respostas &s pend-Encias em arquivo magem® (apesar de exlensio
pdf)

Pego & pesquisadora gue em projetos futuros apresente as “repostas as pendéncias em arquivo gue
possibiite recursos de “cut and paste”, de forma a facilitar o trablaho deste CEP

AIO DE JANEIRO, 19 de Outubeo de 2014

Assinado por:
Carlos Alberto Guimardes
(Coordenador)

Enderego:  Fua Peot. Rodopho Peule Rocos NS5 See 01042

Bakro: Celade Uriversiirie CEP: 21 041013
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Resolugdo n° 466/2012. Conselho Nacional de Satde.

Dados de identificacdo

Titulo do projeto: Obesidade materna e biomarcadores moleculares e inflamatérios
placentarios: estudos de intervencio com 6leo de peixe e probioticos

Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Fatima Lucia de Carvalho Sardinha

Instituicdo a que pertence o Pesquisador responsavel: Instituto de Nutricdo Josué de
Castro, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Telefones para contato: (21) 3938-6556 ou (21) 99635-5046 (Profa. Fatima).

Nome da Voluntaria:

Idade: anos R.G.

Termo de Esclarecimento

As informagdes nesse documento sdo para vocé€ decidir se quer participar deste
estudo, que se chama “Obesidade materna e biomarcadores moleculares e inflamatérios
placentarios: estudos de intervencdo com dleo de peixe e probiodticos”. Nesta pesquisa se
pretende avaliar a influéncia do consumo de 6leo de peixe ou de probidticos (micro-
organismos benéficos para o corpo humano) sobre a saude da mae e do bebé.

As participantes voluntérias desse estudo serdo divididas em seis grupos:

Grupo 1: Gestantes que antes da gravidez estavam dentro do peso e que durante a
gravidez receberdo oleo de peixe

Grupo 2: Gestantes que antes da gravidez estavam dentro do peso e que durante a
gravidez receberdo probioticos

Grupo 3: Gestantes que antes da gravidez estavam dentro do peso e que durante a

gravidez ndo receberdo 6leo de peixe nem probioticos
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Grupo 4: Gestantes que antes da gravidez estavam acima do peso e que durante a
gravidez receberdo oleo de peixe

Grupo 5: Gestantes que antes da gravidez estavam acima do peso e que durante a
gravidez receberdo probioticos

Grupo 6: Gestantes que antes da gravidez estavam acima do peso e que durante a
gravidez ndo receberdo 6leo de peixe nem probioticos

No primeiro dia do estudo, o pesquisador responsavel informard a vocé qual serd seu
grupo.

Se vocé estiver no grupo que recebera 6leo de peixe, vocé terd que tomar uma
capsula (pequena embalagem oval de 1 a 2 cm que pode ser consumida) contendo 6leo
de peixe 1 vez ao dia, junto a uma refeicdo até a 36* semana (final do segundo trimestre)
de gestagdo. Se vocé estiver no grupo que recebera probiotico, vocé terd que tomar um 1
saché (embalagem parecida com um envelope) contendo probidtico, pela manha, em
jejum, até o momento do parto.

Todas as participantes desse estudo serdo acompanhadas pelo pesquisador
durante a gestacdo, parto e apos o parto. Serd realizado um questionario de informagdes
gerais e da sua alimentacdo. Essas informag¢des incluem idade, estado civil (se vocé €
solteira, casada ou estd morando com seu parceiro), escolaridade (a série que vocé parou
de estudar), condi¢des de saneamento da moradia (se sua casa tem esgoto e dgua tratada),
atividade profissional (se vocé ¢ dona de casa, estudante ou trabalha fora), renda familiar
total (quantos saldrios minimos a sua familia ganha, ao todo), nimero de pessoas no
domicilio (quantas pessoas moram na sua casa), cor da pele (se vocé classifica sua cor de
pele em branca, negra ou parda), numero de gestagdes (quantas vezes vocé ja ficou
gravida), partos (quantas vezes vocé ja entrou em trabalho de parto) e abortos (se vocé ja
sofreu algum aborto e qual foi o tipo de aborto), dentre outras. Elas serdo importantes
para que o grupo de pesquisa possa melhor conhecer a sua historia de vida. Para
preencher esse questiondrio, serd necessario consultar o seu prontuario e seu cartdo de
pré-natal. Durante as consultas de pré-natal na Maternidade Escola serd medida a sua
altura, peso e circunferéncia da cintura.

Serdo necessarias também duas pequenas amostras do seu sangue (em quantidade

igual a 5 mL, ou 1 colher de cha, de sangue, para cada amostra), que serdo coletadas no
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dia que vocé entrar no estudo e quando completar 36 semanas de gestacdo; uma amostra
de sangue do corddo umbilical (em quantidade igual a 1 colher de cha de sangue, que sao
5mL) e da placenta (em quantidade igual a 2 colheres de sopa, que sdo 30mL), que serdo
coletadas apds o parto; uma pequena quantidade de colostro (seu leite nos dois primeiros
dias apos o parto, na quantidade de mais ou menos 1 colher de sopa que sdo 5-10mL),
que sera coletado durante o periodo de internacdo, logo apos o parto, e de leite maduro,
coletado aos 20 dias, 2 e 3 meses apds o parto, na mesma quantidade que o colostro, em

datas previamente agendadas, no consultorio ou ambulatério da ME.

Riscos e beneficios relacionados a sua participacao no estudo:

Tomar o 6leo de peixe assim como do probiotico, durante a gestacdo, ndo traz
riscos a sua saude, nem para a saude do seu bebé, desde que a vocé siga as orientagdes
dos pesquisadores. Pode acontecer um pequeno desconforto ao tomar o 6leo de peixe
(vocé pode sentir um leve gosto de peixe na boca apds o consumo). Para evitar tal
sintoma, pedimos que vocé siga corretamente as instrucdes de uso dadas pelo
pesquisador que ird acompanhd-la (voc€ sera acompanhada por um pesquisador no pré-
natal e podera sempre perguntar e tirar suas dividas sobre como tomar as cdpsulas com
6leo de peixe ou saché com probidtico).

Os desconfortos com a retirada de sangue, como a formacdo de hematoma
(pequena mancha roxa e dolorida) e o risco de pegar uma doenca serdo minimos, pois
toda a coleta de sangue sera realizada por pessoal qualificado devidamente treinado, com
limpeza e higiene, seguindo todas as normas de seguranca. O material utilizado na coleta
das amostras de sangue, placenta e leite sera novo, utilizado apenas para vocé e depois
jogado fora.

Nao sera retirado nenhum material de seu filho, o grupo de pesquisa vai precisar
apenas de informagdes sobre o peso, comprimento € perimetro (tamanho/circunferéncia)
da cabeca ao nascer, aos 20 dias, 2 e 3 meses apds o parto. Essas informagdes serdo
vistas no prontudrio médico da unidade de saude e/ou cartdo da crianga.

Os beneficios associados ao estudo s6 poderdo ser totalmente avaliados ao final

de sua realizagdo, no entanto, se espera a reducao da inflamagao na mae e, com isso, uma
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melhor quantidade de nutrientes do leite materno, com vantagens para a satide do recém-
nascido.

Todo material e informacdes coletadas serdo utilizados apenas para esta pesquisa,
e as suas informagdes pessoais ndo serdo divulgadas, pois, os resultados do estudo serdao
apresentados na forma de tabelas e graficos, ndo sendo possivel a identificagdo das
participantes. Os dados cientificos resultantes da pesquisa poderdo ser apresentados em
congressos € publicados em revistas cientificas, mas sem a identificacdo dos
participantes.

Os seus exames e 0 seu prontuario somente serdo avaliados pelos pesquisadores
deste estudo e pelos profissionais que fardo o seu atendimento e que estardo cuidando da
sua saude, ndo sendo permitido que outras pessoas vejam seus resultados. Vocé podera
em qualquer momento do estudo, pedir informagdes e também se atualizar quanto aos
resultados parciais da pesquisa.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso ao coordenador da pesquisa que
podera ser encontrado nos telefones: (21) 3938-6556 (Profas. Fatima, Tatiana e Ana),
(21) 98105-4499 (Profa. Eliane) ou (21) 99882-8307 (Profa. Marcia). Se vocé tiver
alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Universitirio Clementino Fraga Filho
(HUCFF) situado a Rua Rodolpho Paulo Rocco, 255 - Cidade Universitaria - Ilha do
Fundio - Rio de Janeiro — RJ. Tel: (21) 3938-2789. E-mail: cep@hucftf.uftj.br.

E garantida a liberdade de querer ndo participar do projeto de pesquisa ou de
retirar o consentimento (deixar de participar) a qualquer momento, no caso da aceitagdo,
sem qualquer prejuizo apo andamento do seu tratamento na instituicdo. Esta pesquisa ndo
lhe trara nenhum custo, ou seja, vocé€ ndo pagara pelos exames e pelas demais avaliagdes.
O oleo de peixe ou probidticos serdo doados pelos pesquisadores da equipe. Também
ndo terd beneficios financeiros relacionados a sua participagdo durante e ao final do
estudo.

Caso ocorra algum dano pessoal resultante do estudo a Sra. terd direito ao

atendimento pelos pesquisadores ou encaminhamento na Institui¢ao.
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Vocé receberd uma copia desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) que contém a explicacdo do que sera feito na pesquisa e os contatos dos

pesquisadores.

Termo de Consentimento

Acredito ter sido informado a respeito das informacdes sobre o estudo acima
citado que li ou que foram lidas para mim.

Eu discuti com um dos membros do estudo “Obesidade materna e biomarcadores
moleculares e inflamatorios placentarios: estudos de interven¢do com 6leo de peixe e
probidticos”, coordenado pela prof* Dr* Fatima Lucia de Carvalho Sardinha, sobre a
minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os
objetivos do estudo, as etapas a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias
de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participagdo ndo gera despesas para mim e que tenho garantia de acesso a tratamento
hospitalar quando necessério.

Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou prejuizos e sem a perda de
atendimento nesta Instituicdo ou de qualquer beneficio que eu possa ter. Eu receberei
uma copia desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e a outra ficara
com o pesquisador responsavel por essa pesquisa. Além disso, estou ciente de que eu (ou
meu representante legal) e o pesquisador responsavel deveremos rubricar todas as folhas

desse TCLE e assinar na ultima folha.

Data: / /

Nome do Sujeito da Pesquisa

Assinatura do Sujeito da Pesquisa

Data: / /

Nome do Pesquisador Responsavel

Assinatura do Pesquisador Responsavel
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ANEXO C

Participante: NPT RERES

Oe

Obesidade materna e biomarcadores moleculares e inflamatorios placentarios: estudos E§ -

. - , . rge “
de intervencio com dleo de peixe e probidticos CEEE TR

PROTOCOLO DE PESQUISA 1: Informacdes coletadas no primeiro encontro com a

gestante
Nome: Data: / /
Entrevistador: Prontudrio n2:
Endereco:

Telefone fixo:

Celular/whatsapp:

e-mail:

Melhor dia e horario para contato:

Dia da semana/turno do PN: Médico do PN:
Idade_______ anos Datadenascimento___/ [/

Peso pré-gestacional: kg Altura: m

IMC pré-gestacional: kg/m?

Classificacdo do IMC pré-gestacional: a.( ) Eutrofia b.( ) Obesidade graul c.( ) Obesidade grau Il
DUM / /
Idade gestacional na 12 consulta (DUM/USG)

Intercorréncias gestacionais:

DPP: / / entre / / e / /

Tipo de parto previsto: a. ( ) vaginal b.( ) cirargico Indicacao:
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Participante:

Dados Coletados Durante Acolhimento (Marcar informacgdes pendentes para perguntar na
entrevista)

Nome:
Endereco:
Telefone fixo: Celular:

Idade: anos (19 a35 anos)  Peso Pré gestacional (atual): kg
Altura: m

IMC pré-gestacional: kg/m2 Classificagdo: DUM:

1G: N° Gestagdes anteriores: N° Partos: N°
Abortos:

Vocé ja teve alguma dessas doengas diagnosticada por um médico?

a. Alergias ( )sim ( )ndo A qué? (se frutos do mar, nao
sortear GOOP)

b. Hipertensao () sim(excluir) ( )ndo

c. Diabetes Mellitus () sim(excluir) ( )ndo

d. Tireoideopatias () sim(excluir) ( )ndo

e. Neuropatias ( )sim ( )ndo

f. Ginecopatias (' )sim(se atual, excluir) ( )ndo
g. Doengas cardiacas () sim(excluir) ( )ndo

h. Doengas Respiratorias ( )sim ( )ndo

i. Cirrose ou hepatite cronica () sim (excluir) ( )nao

j- Dislipidemia ( )sim ( )ndo

k. Insuficiéncia renal crénica () sim (excluir) ( )ndo

1. Outros:

Existe algo que queira acrescentar que eu ainda nao tenha falado?

Vocé fuma atualmente? a.( )Sim b.( )Nao (Sesim) Quanto?
Ja fumou alguma vez? a.( )sim b.( )ndo
Ha quanto tempo parou? (transformar a informagdo em dias)

Com que frequéncia consome bebida alcodlica?

(Enquanto abre protudrio: explicacdo breve do estudo + terminar perguntas sobre critérios
de inclusao)

Dados Coletados em Entrevista

Vocé faz uso de algum suplemento? a.( ) sim (Se 6mega-3 ou probiético, excluir) b.( ) ndo

Qual? Qual dosagem?

Vocé faz uso de algum medicamento? a.( ) simb.( ) ndo
Qual? Qual dosagem?
Vocé estd em jejum no momento? a.( )sim b.( )ndo

( JAPTA ( )NAO APTA
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Participante:

Encaminhar para coleta de sangue + Anexar papel do estudo ao Pedido de Exame
Na sala da Nutri¢do: Explicacdo maior do estudo + Assinatura do TCLE (02 vias)

Fornecer Kit lanche/ima + Terminar entrevista do Protocolo 1

Pl

Sortear os grupos. Se for GOOP ou GOPro, explicar esquema de suplementacio,
fornecer as capsulas e dar formuldrio de controle da suplementacio

5. Anotar codigo/nome da gestante nos protocolos e no mapa de divisdo das participantes

do estudo + Colocar logo do estudo no cartio e prontuirio

6. Apés acolhimento, anotar na agenda do estudo dia do PN e médico responsavel no
protocolo 1

I- Dados pessoais e condi¢des socioeconéomica:
Qual seu telefone de casa?

Celular e whatsapp?
Voce tem e-mail?
Qual o melhor dia da semana e horario para entrar em contato com vocé?
Tem algum outro contato? (Incluir nome e parentesco)

1. A senhora ¢ (ler as opcdes)
a.( )solteira  b.( ) casada/juntada c.( )vitva

2. Como a senhora se considera? (Ler as opcdes)
a.( )branca b.( )preta c.( )parda d.( )amarela e.( )indigena

3. A senhora estuda atualmente?

a.( ) sim (siga para questao 3.1.) b.( ) ndo (siga para questio 4)

3.1. (Ler as opgoes e, depois, siga para questio 5)

a.( ) ensino fundamental b.( ) ensino médio c.( ) curso técnico d.( ) universidade
) pos-graduacao

4. J& estudou?
a.( ) sim (siga para questao 4.1) b.( ) ndo (siga para questio 5)
4.1. Em que série parou de estudar?

5. (Se responder casada/juntada na pergunta 1) E seu companheiro (a)? Ja estudou?
a.( ) sim (siga para questdo 5.1) b.( ) ndo (siga para questio 6)
5.1. Em que série parou de estudar?

6. A senhora trabalha atualmente?
a.( ) sim (siga para questido 6.1) b.( ) ndo (siga para questiao 7)
6.1. Em que?:

7. Juntando todas as pessoas que moram com vocé, qual a renda do més?

8. Quantas pessoas moram na casa, inclusive criangas?

e.(
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Participante:

9. Vocé desejou ficar gravida? a.( )sim b.( )ndo

10. As pessoas da sua casa apoiam a sua gestacdo? a.( )sim b. )ndo c.( )em
parte

I1 - Habitos de vida
11. Vocé faz alguma atividade fisica? a.( ) sim (siga para questdao 11.1) b.( ) ndo (siga
para questio 12)

11.1. Qual? 11.2. Em qual freqiiéncia?

12. Quantos copos de dgua vocé consome por dia, em média?

13. Vocé tem tido diarréia, sente prisdo de ventre ou vai ao banheiro normalmente?
a.( )diarréia b.( )constipacdo c.( )regular

III - Amamentacio
17. Vocé ja amamentou? a.( ) sim b.( )ndo

18. Pretende amamentar exclusivamente? a.( ) sim b.( ) ndo (siga para questio 18.1.)
18.1. Por que?

Dados Coletados em Prontuario

Naturalidade: Menarca: Sexarca:
Idade ginecologica: anos  Intervalo interpartal:

Histdrico de intercorréncias maternas em gestagdes anteriores:
a.( ) Pré-eclampsia ou DHEG  b.( ) Intolerdncia a glicose  c.( ) Diabetes Mellitus
Outras:

Histdrico de gestagdes anteriores:
a. Natimortos: b. Neomortos: c. Abortos provocados: d. Abortos
espontaneos:

Histdrico de intercorréncias fetais em gestagdes anteriores:

a.( ) malformagdo b.( ) nasceu com menos de 2500g  c.( ) hipoglicemia d.( ) nasceu
com menos de 37 semanas e.( )ictericia f.( )problemas de coragdo g.( ) nenhum filho
teve intercorréncia ao nascer h.( )

Outras:

Antecedentes familiares:

a.( )sifilis b.( ) cancer ginecoldgico c.( )diabetes d.( )tuberculose e.( )
hipertensdo

f. ( ) anomalias congénitas g.( ) doenga tromboembodlica h.( ) macrossomia 1i.( )
prematuridade

j- () aborto habitual 1. ( ) morte fetal m.( ) pré-eclampsia/eclampsia

n. () outros:
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