UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
CENTRO DE CIENQIAS DA SAUDE
INSTITUTO DE NUTRICAO JOSUE DE CASTRO IN JC

PREDITORES DA COMPOSICAO CORPORAL MATERNA NO POS-PARTO E SUA
ASSOCIACAO COM O VOLUME DE LEITE MATERNO

ADRIANA DIVINA DE SOUZA CAMPOS

RIO DE JANEIRO
2024



Adriana Divina de Souza Campos

PREDITORES DA COMPOSICAO CORPORAL MATERNA NO POS-PARTO E SUA
ASSOCIACAO COM O VOLUME DE LEITE MATERNO

Tese de doutorado apresentada ao Programa de Pds-
graduacao em Nutri¢do, Instituto de Nutricao Josué
de Castro, Universidade Federal do Rio de Janeiro,
como requisito para a obtencdo do titulo de Doutora
em Ciéncias Nutricionais.

Orientador: Professor Dr. Gilberto Kac
Coorientadora: Professora Dr?. Daniela de Barros
Mucci

RIO DE JANEIRO
2024



CIP - Catalogacao na Publicacao

Campos, Adriana Divina de Souza

Cl98p PREDITORES DA COMPOSIQAO CORPORAL MATERNA NO POS
PARTO E SUA ASSOCIAQAO COM O VOLUME DE LEITE
MATERNO / Adriana Divina de Souza Campos. —-— Rio de
Janeiro, 2024.
182 f£.

Orientadora: Gilberto Kac.

Coorientadora: Daniela de Barros Mucci.

Tese (doutorado) - Universidade Federal do Rio
de Janeiro, Instituto de Nutrigdo Josué de Castro,
Programa de Pés-Graduagdo em Nutrigdo, 2024.

1. Composigdo corporal materna. 2. Pdés-parto. 3.
Aleitamento materno. 4. Volume de leite materno. 5.
Deutério. I. Kac, Gilberto, orient. II. Mucci,
Daniela de Barros, coorient. III. Titulo.

Elaborado pelo Sistema de Geragdo Automatica da UFRJ com os dados fornecidos
pelo(a) autor(a), sob a responsabilidade de Miguel Romeu Amorim Neto - CRB-7/6283.




Adriana Divina de Souza Campos

PREDITORES DA COMPOSICAO CORPORAL MATERNA NO POS-PARTO E SUA
ASSOCIACAO COM O VOLUME DE LEITE MATERNO

Tese de doutorado apresentada ao Programa de Pds-
graduacao em Nutri¢do, Instituto de Nutri¢ao Josué
de Castro, Universidade Federal do Rio de Janeiro,
como requisito para a obtengdo do titulo de Doutora
em Ciéncias Nutricionais.

Examinador por:

Prof. Dr. Gilberto Kac
Instituto de Nutrigdo Josué de Castro / Universidade Federal do Rio de Janeiro
Orientador

Prof. Dr®. Denise Petrucci Gigante
Faculdade de Nutri¢ao / Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr’. Fernanda Rebelo dos Santos
Instituto Fernandes Figueira / Fundagdo Oswaldo Cruz

Prof. Dr". Luana Caroline dos Santos
Departamento de Nutri¢do / Universidade Federal de Minas Gerais

Prof. Dr®. Aline Alves Ferreira
Instituto de Nutrigdo Josué de Castro / Universidade Federal do Rio de Janeiro

Prof. Dr?. Patricia de Carvalho Padilha
Instituto de Nutri¢ao Josu¢ de Castro / Universidade Federal do Rio de Janeiro



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a todos os meus ancestrais. Sem a
resiliéncia deles para enfrentar as adversidades impostas a
quem nasce fora das esferas de privilégio, eu ndo existiria.
Em especial, a minha mde, Ozailda, e a minha tia, Divina,
duas mulheres que, por meio da educagdo, comeg¢aram a
transformar a realidade de toda a familia.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Inteligéncia Suprema, a causa primaria de todas as coisas, Deus! E a todos
os trabalhadores amigos que me cercam numa dedicagao paciente e amorosa, meus olhos fisicos
ndo os veem, mas suas presencas sao sentidas. Agradeco aos meus pais, Ozailda e José, por
sempre apoiarem as minhas escolhas, mesmo que isso lhes custe a auséncia “da mais nova”.
Estendo a minha tia/mae, Divina, os agradecimentos pelo apoio e carinho que sempre me
oferece. A minha irma, Marcia, a0 meu sobrinho, Tiago, cunhado, Gustavo, primo, Vilmar
Filho, e meu tio, Vilmar. Meu nucleo familiar que fica genuinamente feliz com minhas
conquistas. E um privilégio ser criada por pessoas trabalhadoras e de caracter inquestionavel.

Agradeco aqueles que estiveram ao meu lado durante todo o processo do doutorado.
Gabriela, minha “dupla sertaneja”, acho que o universo fez questdo de trazer alguém que
realmente entendesse que ndo ¢ simples mudar de area de pesquisa. Obrigada por todo apoio!
Amanda, Ana Lorena, Bruna e Aline, todas sdo referéncias de empatia e acolhimento. Sou
profundamente grata a ajuda de cada uma! Vocés seguraram minha mao e ndo me deixaram
abater diante das situacdes contrarias, obrigada! Agradeco a todos os demais amigos, que de
perto ou longe, estiveram sempre na torcida: Pedro, Cristina, Morgana, Sarah, Felipe, Annielly,
Vanessa, Arthur, Tathiany e Patricia. Agradeco a Alessandra, que foi outra pessoa
providenciada pelo universo para me ajudar nessa caminhada. Hoje “Alé” ¢ minha familia.
Agradeco ao Gabriel e a Margareth que foram, junto com Al€, minha rede de apoio na cidade
do Rio de Janeiro.

Agradeco ao Professor Gilberto Kac pela oportunidade dada, por todos os comentarios
feitos na constru¢do do material e pelos direcionamentos dados, € a Professora Daniela de
Barros Mucci, que foi apoio ao longo do processo. Sou grata a Professora Aline Ferreira por se
disponibilizar em revisar a tese e as Professoras Denise Gigante, Patricia Padilha, Fernanda
Rebelo e Luana Santos por terem aceitado participar da banca de defesa.

Agradeco especialmente aos Professores Kim F. Michaelsen e Christian Molgaard, dois
"Lords” que gentilmente me receberam e acolheram durante meu intercambio, oferecendo
orientagdo e suporte. Junto com Sophie Hilario e Jack Lewis, minha eterna e sincera gratidao
ao "Danish team". Agradeco também a Beatriz Philippi e Maiara, meu “sol brasileiro” durante
o inverno do norte, e a Kleanny, que também foi minha rede de apoio.

Agradeco a toda a equipe de campo, que trabalhou com dedicacdo durante o periodo de
coleta. A qualidade do produto final € fruto do esforgo coletivo de uma equipe inteira. Minha
gratidao a todas as mulheres que participaram do projeto MILQ, especialmente as que seguiram
até o fim. Conviver diretamente com estas maes me fez enxergar de perto as nuances culturais
e sociais que, até entdo, eram tdo “televisivas”. Para o projeto, elas foram unidades amostrais,
para mim centenas de universos unicos, complexos e cheios de historias para contar.

Por fim, agradeco a Adriana de 2009, de 2010, 2013, 2016, 2018, 2021, 2022, 2023 ¢
2024. Mesmo sem quase nada a seu favor, mesmo sendo desencorajada a seguir em frente... ela
insistiu! Ela foi da alfabetizacdo ao doutorado pela rede publica de ensino, e s6 ela sabe todas
as dificuldades que precisou superar. Obrigada a ela por ndo ter ouvido a fala de quem nunca
calgou suas sandalias, quem nunca sonhou seus sonhos. Se ela ndo fosse assim, eu nao
alcancaria este degrau.

Adriana Divina de Souza Campos



RESUMO

CAMPOS, Adriana Divina de Souza. Preditores da composi¢ao corporal materna no pos-
parto e sua associacio com o volume de leite materno. Rio de Janeiro, 2024. Tese (Doutorado
em Ciéncias Nutricionais) — Instituto de Nutricdo Josué de Castro, Universidade Federal do Rio

de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Introducfo: A compreensao dos determinantes das mudangas na composi¢do corporal materna
(CCM) no poés-parto ¢ limitada, bem como se a adiposidade materna afeta o volume de leite
materno (VLM). Objetivos: (1) identificar preditores das trajetdrias da composi¢ado corporal e
do indice de massa corporal (IMC) maternos e (2) estimar a associa¢ao entre a adiposidade
materna e o VLM. Métodos: Coorte prospectiva multicéntrica com linha de base na gestacao
(28 — 35 semanas) (AN) e quatro visitas pds-parto: 24 — 72 horas (C), 1 — 3,49 meses (M1), 3,5
— 5,99 meses (M2) e 6 — 8,5 meses (M3). Foram analisadas 234 diades mae-filho brasileiras e
188 dinamarquesas. A CCM (massa gorda - MG em kg e %, e massa-livre de gordura — MLG
em kg) foi mensurada por bioimpedancia elétrica (BIA) e pelo método de transferéncia de
deutério (DTM) entre as visitas M1-M3. O VLM (mL/dia) de 24 horas foi estimado pelo método
de pesagem (Dinamarca) e por DTM (Brasil) entre as visitas M1-M3. Anadlises estatisticas
incluiram: (1) modelos lineares longitudinais de efeitos mistos (apenas Brasil) e (2) modelos de
curvas de crescimento latente e de regressao logistica (RL), separados por pais. Resultados:
(1) A MLG diminuiu significativamente no tempo ( = -0,02; 1C95% -0,03, -0,01). Mulheres
com sobrepeso pré-gestacional tiveram ganhos nas médias de todos os componentes corporais
(%MG: B=4,91; 1C95% 3,79, 6,04; MG: B = 6,46; 1C95% 5,26, 7,67; MLG: B = 3,72; 1C95%
2,80, 4,65) ¢ no IMC (kg/m?) (B = 4,51; IC95% 3,91, 5,12). Multiparas aumentaram
significativamente o IMC (B = 0,76; 1C95% 0,11, 1,41), e mulheres que tiveram parto cesareo
aumentaram significativamente a MLG (= 1,87; 1C95% 0,67, 3,07) e o IMC (B = 1,39; IC95%
0,61, 2,18). Entre maes de meninas, as médias da MG (B = -1,24; 1C95% -2,41, -0,07) e MLG
(B = -0,93; 1C95% -1,84, -0,01) diminuiram ao longo do tempo. Os modelos ajustados para
interacdo indicaram que mulheres com sobrepeso pré-gestacional, idade >30 anos, multiparas,
em aleitamento materno nao exclusivo e maes de meninas tiveram ganhos médios semanais
diferentes de MG, MLG e %MG. (2) As participantes foram agrupadas em duas categorias
segundo suas trajetorias de VLM: “maior” e “média” producao. No Brasil, 41,7% pertenciam a
classe de “maior” producdo e 58,3% a de “média” producdo, enquanto na Dinamarca a maioria

(65,4%) estava na classe de “maior” produgdo. Os modelos de RL indicaram que, no Brasil,



cada aumento de 1 kg de MG (DTM) aumentou em 5% (OR = 1,05, 95%CI 1,00, 1,11) as
chances de a mulher ter maior produgdo de leite. Em contraste, na Dinamarca, esse mesmo
aumento na MG (BIA) reduziu em 8% (OR = 0,92; 95%CI 0,88, 0,96) as chances de maior
producao. Conclusées: Idade materna, IMC pré-gestacional, paridade, renda familiar, padrdo
do aleitamento materno, tipo de parto e sexo da crianca sdo preditores das trajetorias da CCM e
do IMC materno das participantes brasileiras. A adiposidade materna influencia o VLM de
forma distinta entre brasileiras e dinamarquesas, sugerindo que outros fatores contextuais

devem ser considerados na investigagao da producao de leite materno.

Palavras-chave: composi¢ao corporal materna; pds-parto; aleitamento materno; volume de

leite materno; deutério.



ABSTRACT

CAMPOS, Adriana Divina de Souza. Preditores da composi¢ao corporal materna no pos-
parto e sua associacio com o volume de leite materno. Rio de Janeiro, 2024. Tese (Doutorado
em Ciéncias Nutricionais) — Instituto de Nutricdo Josué de Castro, Universidade Federal do Rio

de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Introduction: The understanding of the determinants of postpartum maternal body
composition (MBC) changes is limited, as well as whether maternal adiposity affects breast
milk volume (BMV). Objectives: (1) to identify predictors of maternal body composition and
body mass index (BMI) trajectories; and (2) to estimate the association between maternal
adiposity and BMV. Methods: Prospective multicentre cohort study with a baseline during
pregnancy (28-35 gestational weeks) (AN) and four postpartum visits: 24—72 hours (C), 1-3.49
months (M1), 3.5-5.99 months (M2), and 6—8.5 months (M3). Analyses included 234 Brazilian
and 188 Danish mother-infant dyads. MBC (fat mass - FM in kg, body fat % - %BF, and fat-
free mass — FFM in kg) was measured by bioelectrical impedance (BIA) and deuterium oxide
dose-to-mother technique (DTM) between visits M1-M3. The 24 hours BMV (mL/day) was
estimated by the test-weighing method (Denmark) and DTM (Brazil) across visits M1-M3.
Statistical analyses included: (1) linear mixed-effects models (only Brazil) and (2) latent growth
mixture models and logistic regression models (LR), analysed separately by country. Results:
(1) FFM significantly decreased over time (f = -0.02; 95%CI -0.03, -0.01). Women with pre-
pregnancy overweight had increases in mean values of all body components (%BF: § = 4.91;
95%CI 3.79, 6.04; FM: B = 6.46; 95%CI 5.26, 7.67; FFM: B = 3.72; 95%CI 2.80, 4.65) and
BMI (kg/m?) (B = 4.51; 95%CI 3.91, 5.12). Multiparous women showed a significant BMI
increase (B = 0.76; 95%CI 0.11, 1.41), and women who delivered via cesarean section had
significant increases in FFM ( = 1.87; 95%CI 0.67, 3.07) and BMI (B = 1.39; 95%CI 0.61,
2.18). Among mothers of girls, FM (B =-1.24; 95%CI -2.41, -0.07) and FFM (B =-0.93; 95%CI
-1.84, -0.01) significantly decreased over time. Interaction-adjusted models indicated that
women with pre-pregnancy overweight, age >30 years, multiparity, non-exclusive
breastfeeding, and mothers who gave births to girls experienced different weekly average gains
in FM, FFM, and %BF. (2) Participants were categorized into two groups based on their BMV
trajectories: “higher” and “medium” production. In Brazil, 41.7% were classified as “higher”
producers and 58.3% as “medium” producers, while in Denmark, most participants (65.4%)

were in the “higher” production group. LR models indicated that in Brazil, each 1 kg increase



in FM (DTM) increased the odds of belonging to the higher milk production category by 5%
(OR = 1.05, 95%CI 1.00, 1.11). In contrast, in Denmark, the same increase in FM (BIA)
decreased the odds of higher production by 8% (OR = 0.92; 95%CI 0.88, 0.96). Conclusions:
Maternal age, pre-pregnancy BMI, parity, family income, breastfeeding pattern, delivery type,
and infant sex are predictors of MBC and BMI trajectories among Brazilian mothers. Maternal
adiposity influences BMV differently between Brazilian and Danish women, suggesting that

other contextual factors should also be considered when investigating breast milk production.

Key-words: maternal body composition; postpartum period; breastfeeding; breast milk

volume; deuterium oxide dose-to-mother technique.
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APRESENTACAO

Esta tese de doutorado utiliza dados das coortes brasileira e dinamarquesa pertencentes
ao estudo “The Mothers, Infants and Lactation Quality (MILQ) Project: A Multi-Center
Collaborative Study”. O MILQ ¢ uma coorte prospectiva com objetivo de estabelecer valores
de referéncia para concentracdes de micronutrientes, aminoacidos e outros constituintes do leite
materno, com base no acompanhamento de mulheres bem nutridas e seus filhos. A coorte foi
realizada em quatro paises: Brasil, Dinamarca, Gambia e Bangladesh, sob a coordenacao geral
da Professora Lindsay Allen, do Western Human Nutrition Research Center (WHNRC) (United
States Development Agency, USDA), em Davis, Califérnia, EUA.

As cidades selecionadas para o desenvolvimento do projeto foram: Rio de Janeiro no
Brasil, Bakau em Gambia, Dhaka em Bangladesh e Copenhague na Dinamarca. No Brasil, o
estudo foi coordenado pelo Professor Gilberto Kac do Instituto de Nutricdo Josué¢ de Castro da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (INJC-UFRJ). A coordenagdo na Dinamarca ficou sob
a supervisao do Professor Kim F. Michaelsen, do Departamento de Esportes ¢ Nutri¢ao, na
Universidade de Copenhague (NEXS-KU).

O MILQ acompanhou pares de maes-filhos desde o terceiro trimestre gestacional até os
8,5 meses de vida da crianca. No Brasil, as participantes eram mulheres atendidas no Hospital
Maternidade Herculano Pinheiro (HMHP), localizado no bairro de Madureira, zona norte da
cidade do Rio de Janeiro, sendo a coleta de dados realizada entre janeiro de 2018 e margo de
2022. Vale destacar que devido a pandemia de COVID-19, as atividades de campo foram
suspensas entre os meses de marco e agosto de 2020, nao havendo, portanto, entrada de novas
participantes durante este periodo. Na Dinamarca, a captacao das participantes foi realizada em
trés hospitais publicos da regido central de Copenhague sendo eles Rigshospitalet Hospital,
Hvidovre Hospital e Herlev Hospital. Neste pais, a coleta aconteceu entre outubro de 2017 e
dezembro de 2019.

O projeto foi financiado pela fundacdo Bill & Melinda Gates. A doutoranda recebeu
bolsa de estudo financiada pela Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) e participou da execugdo do projeto entre 2020 e 2022. Durante este periodo a mesma
supervisionou a coleta de dados, realizou treinamento das equipes de coleta, recrutamento e
acompanhamento individual de participantes, além da revisdo diaria dos questionarios
aplicados em campo. Adicionalmente, participou ativamente do desenvolvimento do projeto

“The Early Mothers, Infants and Lactation Quality (E-MILQ)”, o qual é um estudo



complementar do projeto matriz MILQ e foi pensado para responder os mesmos objetivos,
porém cobrindo o primeiro més de lactagdo. Nesta oportunidade a doutoranda participou da
escrita do projeto, bem como da elaboracdo de seus protocolos, supervisdo de todas as
atividades de campo e revisao de todos os questionarios aplicados nas visitas.

Destaca-se que a aluna realizou periodo sanduiche no Departamento de Esportes e
Nutricdo, na Universidade de Copenhagen, sob a supervisdo do professor emérito Kim F.
Michaelsen e do professor Christian Melgaard. Esta oportunidade foi financiada pela CAPES,
por meio do Programa Institucional de Internacionalizagdo (Print).

O objetivo desta tese de doutorado foi descrever a trajetéria da composi¢ao corporal
materna no pos-parto e explorar seus preditores, bem como investigar a associacdo entre a
adiposidade corporal materna e o volume de leite materno produzido ao longo dos primeiros
8,5 meses pos-parto. O documento estd estruturado nas seguintes se¢des: resumo, abstract,
introdugdo, referencial teorico, justificativa, objetivos, hipoteses, métodos, resultados,
conclusodes, referéncias e anexos. A se¢do de resultados foi construida sob o formato de artigos
cientificos com os titulos “Predictors of longitudinal changes in body composition and BMI of
Brazilian lactating women during the first 8.5 months postpartum” e “Maternal adiposity and
breast milk volume in Brazilian and Danish lactating women: The Mothers, Infants, and
Lactation Quality Study (MILQ)”. Os anexos deste trabalho incluem o termo de consentimento
livre e esclarecido (TCLE), protocolos de coleta de dados e os pareceres consubstanciados dos
comités de ética. O documento segue as normas técnicas de produgdo de texto propostas pela

Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT).
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1 INTRODUCAO

O aleitamento materno exclusivo (AME) ¢ recomendado durante os primeiros seis
meses de vida em face dos seus inimeros beneficios para a satide da mae e da crianga (WHO,
2013; NGUYEN; JIN; DING, 2017). No entanto, a adesdo a esta orientagdo ¢ comprometida
em funcdo de diversas situacdes, como o atraso no estabelecimento da lactagio (BROWNELL
et al., 2012) e a produgdo insuficiente ou percepcao de baixa producao de leite materno
(GIANNI et al., 2019; PEREZ et al., 2021; HUANG et al., 2022), esta ultima sendo citada por
44,8% das lactantes em todo o mundo (PEREZ-ESCAMILLA et al., 2023). Além disso, o
sobrepeso e a obesidade materna tém sido identificados como fatores de risco para o sucesso
do inicio ¢ da manutencdo do aleitamento materno (AM) (AMIR; DONATH, 2007;
BABENDURE et al., 2015).

A produgdo do leite materno (LM) ¢ afetada por diferentes fatores hormonais,
metabolicos e socioecondomicos. Em estudos pré-clinicos, ¢ sugerido que a obesidade materna
exerca impacto negativo na producao de leite ao reduzir a atividade da prolactina e aumentar
os niveis de leptina e inflamagdo (LUZARDO-OCAMPO et al.,2023; WALKER et al., 2022b).
Mulheres com obesidade pré-gestacional podem apresentar resposta menor da prolactina a
succao, o que pode comprometer o AM (RASMUSSEN; KJOLHEDE, 2004). Além disso, ha
evidéncias que o excesso de adiposidade estéd associado a redu¢do na producao de leite (DIANA
et al.,2019; YOUNG et al., 2023). Contudo, em geral os estudos disponiveis sobre esse tema
ndo exploram a composi¢do corporal materna (CCM), focando majoritariamente no indice de
massa corporal (IMC) como pardmetro de adiposidade, o qual ¢ limitado na discriminacao dos
componentes corporais (ROTHMAN, 2008).

Adicionalmente, vale destacar que o pds-parto ¢ um momento importante para o manejo
do peso ganho durante a gestagdo (ENDRES et al., 2015). Sabe-se que o corpo materno sofre
iniimeras e expressivas transformag¢des em sua composicao ao longo do ciclo reprodutivo
(ROSSNER; OHLIN, 1995; SOLTANI; FRASER, 2000; GUNDERSON et al., 2008), e que
estas mudangas na composi¢do corporal podem refletir em desfechos de satide desfavoraveis a
longo prazo como hipertensdo e doencas cardiovasculares (DCV) (SORIA-CONTRERAS et
al., 2020; KIRKEGAARD et al., 2021). Porém, ainda ¢ limitado o entendimento sobre as
mudangas dos componentes corporais maternos neste periodo, especialmente no primeiro ano

pos-parto, bem como os fatores que podem estar associados com essas mudangas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 LEITE MATERNO

2.1.1 Amamentacio

O AM refere-se a oferta de LM a crianca (direto da mama ou ordenhado), independente
de receber ou ndo outros alimentos (BRASIL, 2015). Sua prética ¢ classificada, segundo a
Organizacao Mundial da Satide (OMS), como: 1) exclusivo: apenas LM ¢ ofertado, sem adi¢ao
de outros liquidos ou s6lidos, com excecao de vitaminas ¢ medicamentos; 2) predominante:
além do LM, ¢ ofertado agua ou bebidas a base de agua (chas, infusdes, etc), sucos de frutas e
fluidos rituais; 3) complementado: alimentos solidos ou semissélidos sdao ofertados de forma
complementar ao LM; e 4) misto ou parcial: o lactente recebe LM e outros tipos de leite (WHO,
2008; BRASIL, 2015).

O LM ¢ considerado a melhor opgao para a nutri¢do infantil nos primeiros anos de vida
(WHO, 2013; CHOWDHURY et al., 2015). A OMS e o Ministério da Saude (MS) brasileiro
recomendam a pratica do aleitamento materno exclusivo (AME) nos primeiros seis meses € 0
AM complementado até pelo menos os dois anos de vida (WHO, 2013; BRASIL, 2015).

Os beneficios do AM sobre a saide materna e infantil sdo inimeros, a curto e longo
prazo (NGUYEN; JIN; DING, 2017). Para o lactente, o AM ¢ associado a melhoria no
desenvolvimento cognitivo e prevengdo de infec¢des intestinais € pneumonia, a longo prazo
reduz o risco de sobrepeso, obesidade, diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e DCV (VICTORA et
al.,2016; VERDUCI et al., 2021). Para a mae os beneficios incluem a prevenc¢ao do cancer de
mama e ovariano, redu¢ao do risco para DM2, hemorragia pos-parto e DCV (VICTORA et al.,
2016; BABIC et al., 2020). Além disso, existem evidéncias que sua duracdo ¢ um preditor
importante da redugdo do peso durante o periodo poés-parto (KAC et al., 2004b), bem como seu
efeito protetor contra a obesidade (RABI et al., 2021).

No Brasil, desde a década de 1980, as recomendagdes da OMS siao endossadas e
incentivadas por meio de leis, normas e programas que promovem o AM. Essas a¢des tém
resultado em aumento da sua duracdo ao longo do tempo (OLIVEIRA et al., 2017). Boccolini
et al. (2023) avaliaram as tendéncias dos indicadores de AM (inicio precoce da amamentagao,
AME <6 meses, AM continuado até um e dois anos de idade) entre os anos de 1996 e 2019. Os

resultados deste estudo revelaram que houve avancos em todos os indicadores avaliados e
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destaca-se o progresso nas prevaléncias de AME em criangas menores de seis meses, que foi
de 26,9% em 1996 para 45,8% em 2019. Vale mencionar que, embora tenha sido observado
este avango, o Brasil ainda esté distante do objetivo global estabelecido pela OMS e pelo Fundo
das Nacgdes Unidas para a Infancia (UNICEF), que ¢ alcancgar 70% de AME até os seis meses
até o ano de 2030 (WHO/UNICEEF, 2019).

Os motivos que levam lactantes a interrupcdo do AME antes dos seis meses sao
diversos. Dentre os principais motivos sdo citados: baixa escolaridade materna, baixa renda
familiar, idade da mae (maes adolescente ou maes com >35 anos de idade), uso de chupeta
(BOCCOLINI; DE CARVALHO; COUTO DE OLIVEIRA, 2015), dificuldade da pega e
succao pelo bebé, dor e/ou lesdo mamilar, ingurgitamento mamadrio, cansaco materno, retorno
ao trabalho; a percep¢ao de producao insuficiente de leite pela mae e a obesidade materna
(GIANNI et al., 2019; PEREZ-ESCAMILLA ef al., 2019; KENT et al., 2021; HUANG et al.,
2022; HUANG; OUYANG; REDDING, 2019; MARSHALL et al., 2019).

2.1.2 Producio do leite materno

2.1.2.1 Fisiologia da lactagao

Morfologicamente, a mama ¢ composta por diferentes tipos celulares e pode ser dividida
em dois componentes: estroma mamario, responsavel pela sustentacdo e protecdo da mama
(tecido conjuntivo denso e tecido adiposo), e parénquima, por¢dao funcional da mama que
produz e secreta leite ( GEDDES, 2007; HASSIOTOU; GEDDES, 2013; BISWAS et al.,2022).

As glandulas mamadrias (GM), responsaveis por produzir e secretar o leite, sdo
consideradas um apéndice epidermal desenvolvido hd mais de 300 milhdes de anos a partir da
diferenciagdo de glandulas sudoriparas apdcrinas (MACIAS; HINCK, 2012). Cada GM ¢
composta por 15 a 20 lobos piramidais formados por ductos ramificados e por 16bulos. Os
lobulos sdo agrupamentos de 10 a 100 alvéolos e ductos circundados pelo estroma interlobular
(GEDDES, 2007). No estroma mamario, além do tecido adiposo e conjuntivo, ¢ possivel
encontrar também células da imunidade inata, como macréfagos e mastécitos (WATSON;
KHALED, 2008).

Os alvéolos ou acinos mamarios, tém a fungdo de secretar o leite e sdo compostos por
dois tipos celulares: epiteliais (camada interna) e mioepiteliais (camada externa). Estas sdo

responsaveis por contrairem-se e expulsarem o leite secretado, em resposta a ocitocina.
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Adicionalmente, existem de 10 a 15 ductos mamadrios, que t€ém como func¢do principal a
drenagem dos l6bulos mamarios, conectando os alvéolos ao mamilo (NEVILLE, 2001).

O desenvolvimento das GM ocorre em diferentes fases: a) embriogénese; b) puberdade;
c) gestagdo; d) lactagdo e e) involugdo (NEVILLE, 2001). Durante a gestagdo a mama se prepara
para a lactacio aumentando a extensdo e¢ a ramificagdo dos ductos mamarios, além da
intensificagdo do desenvolvimento l6bulo-alveolar (mamogénese) (GEDDES, 2007). A partir
da segunda metade da gestagao ha o inicio da fungao secretora, com a presenca de colostro nos
alvéolos e nos ductos alveolares. No ultimo trimestre gestacional, ocorre um aumento
expressivo do tamanho lobular (GEDDES, 2007). Estas alteragdes na fase final da gestagdo sao
referidas como fase I da lactogénese (KAM et al., 2021).

Na fase I da lactogénese a GM esta diferenciada o suficiente para iniciar a secregdo de
colostro, mas ainda ndo o produz em grandes volumes em funcdo da presenca plasmatica de
hormdnios como a progesterona ¢ o estrogénio (NEVILLE; MORTON, 2001; KAM et al.,
2021). Ap6s um periodo entre 48 e 72h de pos-parto € iniciada a fase II da lactogénese, na qual
existe o aumento significativo na producdo e modificacdo da composi¢do do leite materno, que
se estabiliza cerca de 96h apds o parto. O leite produzido nesta fase é conhecido como leite de
transi¢do e esta fase perdura por duas ou trés semanas apoOs o parto. Ao final deste periodo ha
inicio da galactopoiese, fase em que o leite materno passa a ser considerado leite maduro e ha
a manutencao da sua producdo (NEVILLE; MORTON; UMEMURA, 2001).

Adicionalmente, apos o periodo de lactagdo, hé a regressdo do crescimento mamario a
partir do desmame, sendo finalizada quando a mama retorna ao seu tamanho inicial (pré-
gestagdo). Este ciclo pode ser vivenciado repetidas vezes durante a fase reprodutiva da mulher.
Existe ainda a fase final do ciclo da GM que se da pela involugdo pdés-menopausa, a qual €
associada com a diminui¢do da fun¢do ovariana (NEVILLE, 2001; HASSIOTOU; GEDDES,
2013).

O tempo de estabelecimento da fase II da lactogénese ¢ essencial para o inicio da
lactacdo. Seu atraso, quando acontece com mais de 72 horas ap6s o parto, € correlacionado com
queda nas taxas de amamentacdo e reducdo da extensao do AM (BROWNELL et al., 2012).
Este ndo € um fendmeno raro e os fatores de risco associados a esta condi¢ao sao: parto cesareo
(SCOTT; BINNS; ODDY, 2007), prematuridade (YU et al., 2019), idade materna > 30 anos de
idade, primiparidade e obesidade materna (NOMMSEN-RIVERS et al., 2010). O tecido

adiposo ¢ uma fonte extra placentaria de progesterona, assim, o excesso de adiposidade materna
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retarda a queda da concentracdo deste hormdnio que acontece no pds-parto imediato, o que

contribui para o atraso da fase II da lactogénese (LUZARDO-OCAMPO et al., 2023).

2.1.2.2 Métodos para estimar volume de leite materno

Sao escassos os estudos em humanos que exploram a relagao do estado nutricional
materno ¢ o VLM, sendo um dos principais desafios enfrentados nestes estudos a estimativa do
volume de leite produzido. Existem alguns métodos disponiveis para alcangar este objetivo,
sendo os mais empregados os métodos de pesagem e o de diluicdo de isétopos (COWARD,

1984). Ambos apresentando vantagens e desvantagens (GEDDES et al., 2021).

Estimativa por teste de pesagem

O teste de pesagem ¢ um dos mais tradicionais ¢ amplamente utilizados para estimar
o VLM. Esta técnica se destaca por ser minimamente invasiva, simples e de relativa
acessibilidade. Sua aplicacdo teve inicio em Paris, Franca, na década de 30 do século 19,
(WEAVER, 2010) e tem como principio pesar do bebé antes ¢ imediatamente apds cada
mamada ao longo de um periodo de 24h, sem trocar a fralda ou alterar a roupa da crianca.
Assim, a diferenga entre o peso pré- e pds amamentagao reflete o VLM consumido ao longo do
dia (COWARD, 1984), o qual ¢ convertido em mL/dia a partir da densidade do leite humano,
que ¢ de aproximadamente 1,03 g/mL (NAS, 1991).

Embora amplamente utilizado, este método apresenta algumas limitagdes. Variacdes
na precisdo das balangas, nos protocolos de pesagem, no manuseio de equipamentos clinicos e
na interpretacdo dos resultados podem adicionar fragilidades aos dados (KINOSHITA;
WHITE; DOOLAN, 2024). Outro fator que ¢ discutido se refere a perda insensivel de agua pelo
bebé que acontece entre as medidas e deve ser contabilizado para estimar o volume total.
Durante a amamentacdo, a crianga perde agua por meio da pele (evaporacdo), dos pulmoes
(respiragdo) e por atividades metabolicas diversas (WOODWARD; CUMMING, 1990). E
estimado que no primeiro ano de vida, criangas percam entre 0,03 mL/kg/min (HENDRIKSON;
SEACAT; NEVILLE, 1985) e 0,048 g/kg/min (DEWEY et al., 1991). No entanto, fatores
ambientais como temperatura e umidade (WOODWARD; CUMMING, 1990) podem interferir
nessas perdas totais. Desta forma, ¢ necessario que seja aplicado um fator de corre¢do aos
valores obtidos pela pesagem, a fim de neutralizar essas perdas (RIOS-LEYVRAZ; YAO,

2023) e se aproximar o maximo possivel do volume real produzido.
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Nao hd um consenso sobre qual o melhor fator de corre¢do a ser considerado, visto
que as condi¢des ambientais sdo fatores determinantes nesta questao. Woodward e Cumming
(1990) investigaram a influéncia da umidade e da temperatura ambiente sobre a ingestao de
leite (leite materno ou féormula) em 35 bebés saudéaveis australianos, com idade entre seis e 12
semanas. Os pesquisadores aplicaram o teste de pesagem em participantes residentes de uma
cidade de clima sub-tropical (Brisbane) e outra de clima frio (Hobart). Os resultados mostraram
que ndo houve uma diferenca significativa na ingestao das criangas nos dois ambientes, mas a
taxa de perda de 4gua por evaporagdo aumentou cerca de 0,008 g/min a cada 1°C aumentado na
temperatura ambiente. Os autores concluiram que sem a correg@o pela perda insensivel de agua,
o método subestimava em 5,5% a ingestdo de leite pela crianga, sugerindo entdo um acréscimo
de 46g/24h para correcao.

Butte et al. (1991), por sua vez, comparou as estimativas da ingestdo de LM obtidas
por meio do teste de pesagem com aquelas obtidas pela técnica de transferéncia de deutério. O
estudo, realizado no Texas, EUA, incluiu 38 criangas (20 em AME e 18 amamentadas com
formula) entre 1 e 4 meses de vida. Os autores relataram que os volumes obtidos por deutério
foram consistentemente superiores aos obtidos pelo teste de pesagem, mas essas diferengas
eram reduzidas para 5% apo6s a aplicacao de um acréscimo de 2% como fator de correcao para
as perdas insensiveis de dgua. Em 2001, a Food and Agriculture Organization (FAO), sugeriu
um acréscimo de 5% para corre¢do dos volumes de leite obtidos pelo teste de pesagem para
criancas saudaveis e em AME (FAO; CONSULTATION, 2001).

Os resultados obtidos pelo teste de pesagem sdo frequentemente comparados com os
obtidos pela técnica de transferéncia de isdtopo (IAEA, 2010a), sendo a principal diferenca
entre eles a subestimacdo dos volume pelo teste de pesagem. Alguns fatores podem explicar
esta diferenga, como a omissdo de algum episodio de aleitamento (MOORE et al., 2007) e a
nao corre¢do pela perda insensivel de dgua pela crianca. Uma revisdo sistematica e meta-analise
recente mostrou que a diferenga entre os dois métodos se torna insignificante apds a aplicagao
desta correcdo (RIOS-LEYVRAZ; YAO, 2023). No entanto, poucos estudos deixam claro se

fizeram esta correcdo e por qual valor foi corrigido.

Técnica de transferéncia mde-filho de agua duplamente marcada com deutério

A aplicagdo da técnica de transferéncias de isdtopos estaveis tem sido feita ha décadas
em estudos animais € passou a ser inserida em estudo em humanos a partir da década de 1980,

por A. Coward (COWARD, 1984). A técnica de transferéncia mae-filho de di6éxido de deutério
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(Deuterium oxide dose-to-mother technique, DTM) ¢ considerada padrdo-ouro para estimar o
VLM (IAEA, 2010a). Sua aplicacdo agrega uma série de vantagens sobre outras metodologias,
como a ndo interferéncia na rotina e no comportamento das lactantes, podendo ser realizado
sem necessitar da vigilancia constante de um pesquisador (MOORE et al., 2007). Sua aplicagao
baseia-se no seguinte principio: ofertar & mae uma dose de agua duplamente marcada com
deutério (D20) e seguir ao longo de 14 dias o is6topo desaparecer da mae e aparecer na crianga

(Figura 1).

Figura 1 — Técnica de transferéncia mae-filho de agua duplamente marcada para estimar
ingestdo de leite materno pela crianca.

1. A mae bebe a dgua enriquecida com deutério

2. O bebé ingere o deutério por meio do leite
materno

3. A saliva de ambos se apresenta enriquecida
com o isotopo

Fonte: IAEA (2010a) (tradugdo da autora).

O deutério ¢ um is6topo de hidrogénio estavel presente naturalmente no corpo humano
e que, portanto, ndo oferece risco a saude dos individuos (DAVIES, 2020). Quando ofertado
oralmente, ele ¢ incorporado a dgua corporal e posteriormente eliminado por meio de fluidos
corporais, como suor, urina, saliva e LM. O modelo tedrico que sustenta este método sugere
dois compartimentos, sendo o primeiro a 4gua corporal total (ACT) da mae e o segundo a ACT
do bebé (Figura 2). Ambos os compartimentos sdo entdo conectados pelo fluxo de leite que ¢
transferido da mae para o filho durante a amamentacao (IAEA, 2010a). Desta forma, o VLM
produzido durante 24 horas pode ser estimado por meio da ingestdo infantil (IM, 1991).
Adicionalmente, ¢ possivel mensurar outras fontes de liquidos ingeridos pela crianca para além
do LM (Non-milk oral intake, NMOI), o qual vem sendo explorado mais recentemente como
uma nova forma de se estabelecer em qual padrao de AM se encontra a crianca avaliada (LU

etal., 2019).
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Figura 2 — Modelo de dois compartimentos de agua proposto pela técnica de transferéncia de
1s6topos.

INGESTAO DE AGUA PELA
CRIANCA DE OUTRAS FONTES
QUE NAO LEITE MATERNO

INGESTAO DE FLUIDOS
PELA MAE

LEITE
AGUA CORPORAL MATERNO AGUA CORPORAL
TOTAL MATERNA I — TOTAL INFANTIL
ELIMINACAO DE ELIMINACAO DE FLUIDOS
FLUIDOS PELA MAE PELA CRIANCA

Fonte: IAEA, (2010b) (tradugdo da autora).

Sua aplicagdo também pode ser estendida para estudos de composi¢ao corporal da mae.
Neste caso, os componentes corporais sao determinados por meio da retro-extrapolagao de parte
dos dados obtidos pela transferéncia do isotopo. Neste cendrio, o peso corporal materno ¢
visualizado como um modelo de dois compartimentos, calculando-se a massa livre de gordura
(MLGQ) total a partir da ACT estimada, seguida da subtragdo da MLG no peso corporal total
para se obter a massa gorda (MQ) total e o percentual de massa gorda (%MG) (IAEA, 2010b).

Embora oferega vantagens, como objetividade e aferi¢do simultanea da producido de LM
e da CCM, sua aplicag¢do também apresenta algumas limitacdes. Moore et al. (2007) utilizaram
a DTM em 98 diades de maes-filhos, da area rural de Bangladesh, para validar o relato da
pratica de amamentagao a partir dos resultados do deutério. Os autores reportaram boa precisao
na validacdo de praticas de alimentacdo em nivel de grupo, mas destacaram limita¢des para
diferenciar padrdes de AM individuais (AME e predominante). Apesar disso, a técnica
permanece valiosa para avaliar objetivamente o VLM e estimar a ingestao de nutrientes e outros
componentes do leite humano (SLATER; KAESTEL; HOUGHTON, 2019).

No Brasil, ha o registro de apenas trés estudos que aplicaram a técnica de DTM para
estimar o VLM, dois publicados no ano de 2003 e utilizando dados de amostras da cidade de
Pelotas, Rio Grande do Sul (ALBERNAZ et al., 2003; HAISMA et al., 2003), e um publicado
em 2015, com dados de uma amostra da cidade de Ribeirdao Preto, Sao Paulo (BRAGA et al.,

2015). Nenhum dos trés se tratava de estudos longitudinais e com amostras variando entre 24
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(BRAGA et al., 2015) e 70 (HAISMA et al., 2003) individuos. Até o momento ndo ha

resultados publicados de estudos longitudinais brasileiros que utilizem esta técnica.

2.1.2.3 Obesidade materna e produgdo de leite materno

A producao de LM ¢ complexa e envolve agdo de hormonios como a prolactina e a
ocitocina (NEVILLE; MCFADDEN; FORSYTH, 2002). E descrito na literatura que mulheres
com sobrepeso ou obesidade podem desenvolver alteragdes na GM que as impedem de
amamentar exclusivamente (KAM et al., 2021). Este efeito negativo da obesidade sobre 0 AM
vem sendo associado a distirbios hormonais em nivel glandular, como por exemplo a
diminui¢do da atividade da prolactina (LUZARDO-OCAMPO et al., 2023).

Um estudo in vivo investigou a sensibilidade a prolactina no tecido mamario e
hipotalamo e a responsividade a leptina na GM de camundongas (C57BL/6) obesas. Os animais
foram separados em grupo controle e grupo induzido a obesidade por meio de dieta hiper
lipidica. Os resultados mostraram que o grupo obeso produziu 33% menos leite e que o tecido
mamario e os nucleos do hipotdlamo que expressam receptores de prolactina destes animais
nao responderam ao estimulo deste hormoénio, quando comparados ao grupo controle.
Adicionalmente, fémeas obesas com deficiéncia de leptina programada geneticamente
apresentaram resposta normal a prolactina, o que sugere que a presenca da leptina ¢ um fator
que pode contribuir para a resisténcia central e periférica a prolactina (BUONFIGLIO et al.,
2016).

Em humanos, um estudo realizado em Nova lorque, EUA, incluindo 40 lactantes (23
eutroficas e 17 sobrepeso/obesidade), investigou a associagdo do IMC pré-gestacional materno
com a redugdo da resposta da prolactina ao estimulo da suc¢do. Apds o sétimo dia pds-parto,
os filhos de lactantes obesas sugavam por mais tempo e a resposta da prolactina a succao foi
significativamente inferior neste grupo, em comparag¢do com grupo eutroéfico. A concentragdo
de leptina sérica foi maior no grupo obeso e demonstrou associagdo negativa com a resposta da
prolactina a sucg¢ao aos setes dias pos-parto (RASMUSSEN; KJIOLHEDE, 2004).

O papel da obesidade na producao do LM ¢ pouco explorado em humanos. Em estudos
animais, sugere-se que o ambiente obesogénico afete o desenvolvimento e a atividade da GM.
Nesta condi¢do, a GM apresenta um perfil de involugao prematura, caracterizado por alteragdes
morfologicas (alvéolos menores € em menor nimero), aumento do tecido adiposo e perfil

endocrino desregulado (reducdo da prolactina e aumento da atividade da serotonina)
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(LUZARDO-OCAMPO et al., 2023). E descrito também que ha a hipertrofia de adipdcitos e
redugdo da desdiferenciacao de pré-adipocitos, e aumento dos niveis de leptina. A soma destas
alteragdes provoca a reducdo do VLM produzido, diminuigdo na expressao de genes
relacionados com a producao do leite e reducdo da lipogénese nos alvéolos. Adicionalmente, a
atividade do tradutor de sinal e ativador de transcri¢do-3 (Signal Transducer and Activator of
the Transcription-3, STAT3), promotor da involu¢ao da GM, também se encontra aumentada
e as c¢lulas mamarias exibem aumento da apoptose e autofagia (LUZARDO-OCAMPO et al.,
2023).

Outra caracteristica observada ¢ o aumento da infiltragdo de macrofagos ativados
(HENNIGAR; VELASQUEZ; KELLEHER, 2015) e niveis elevados de citocinas pro-
inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (Tumor Necrosis Factor alpha, TNF-a)
(WALKER, 2022). O TNF-a ¢ inibidor da expressdo génica da lipoproteina lipase (LPL), que
¢ fundamental para a captagdo de acidos graxos pela GM. Dessa forma, a inflamac¢do pode
resultar em uma menor captacdo de acidos graxos pela GM para serem usados como energia e
como substrato para a sintese dos globulos de gordura do leite, o que pode reduzir seu volume
de produgdo (WALKER et al., 2022). Além disso, ha também aumento da captacdo de glicose
por células imunes, redirecionando a disponibilidade de energia pela GM para ser usada pelo
sistema imunoldgico (WALKER, 2022).

Estudo mostrou que alguns pardmetros de sauide metabdlica (circunferéncia da cintura,
pressao arterial sistolica, peptideo ¢, HOMA-IR e triglicerideos), diabetes mellitus gestacional
(DMGQG) e a obesidade sdo fatores de risco importantes para a baixa produgdo de leite
(NOMMSEN-RIVERS et al., 2022). Outro estudo transversal, contando com 121 pares de
maes-filhos de uma populacdo rural da Indonésia, investigou a associacdo da MG e o IMC
maternos com o volume de leite ingerido por criangcas em AME. Foi observado uma associagao
negativa entre a MG materna (f = -4,9 mL; 1C95% -9,6, -0,2) e a ingestao de leite materno nos
modelos ajustados pelo status socioecondmico da mae, idade materna (anos), idade (meses) e
sexo da crianga (DIANA et al., 2019).

Mais recentemente, estudo observacional incluindo 232 pares de maes-filhos indianos
saudaveis, testou a associacdo entre o estado nutricional antropométrico materno (incluindo
IMC e 0 %MG) e a performance de lacta¢do (considerada, neste caso, como o VLM produzido,
conteido de macronutrientes e densidade energética do leite). Foi observada associagdo
negativa do IMC (B = -7,0 mL; IC95% -12,4, -1,6) e 0 %MG (B = -3,5 mL; 1C95% -6, -1,1)

com o VLM, permanecendo significativa mesmo no modelo totalmente ajustado (idade
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materna, idade da crianga, sexo, escore z de peso-para-idade, morbidade infantil e AME no dia
prévio a pesquisa). Esses resultados foram observados apenas entre as criangas em AME
(YOUNG et al., 2023).

No Quénia, um estudo transversal, incluindo dados de 10 lactantes com IMC <18,5
kg/m?, testou a associacdo entre 0 VLM ingerido pelos lactentes e a composi¢do corporal e
antropometria maternas. Os principais resultados mostraram que a circunferéncia média do
braco (r = 0,725) e a dobra cutanea tricipital (r = 0,679) do terceiro trimestre gestacional
apresentaram uma correlacao positiva com o VLM ingerido pelas criangas com idade entre dois
e quatro meses de vida (ETTYANG et al., 2005).

Estes estudos apresentam intimeras questoes que impedem a extrapolacdo dos seus
resultados. Dentre as limitacdes estdo a heterogeneidade do estado nutricional das amostras
avaliadas, o desenho de estudo em maioria ser transversal (o que impede de se explorar qualquer
associagdo considerando as variacdes ao longo do tempo) e tamanho amostral reduzido. Outro
aspecto que vale ser mencionado ¢ a dificuldade de se mensurar o VLM por meio da técnica de
transferéncia de iso6topo, a qual € onerosa e depende do engajamento da participante em seguir
o protocolo de coleta de amostra. Desta forma, mais estudos longitudinais s3o necessarios para

elucidar os caminhos que potencialmente respondem estas associagdes.

2.2 ESTADO NUTRICIONAL ANTROPOMETRICO MATERNO

2.2.1 Obesidade materna

O estado nutricional ¢ definido como a condig¢do de saude resultante da relagao entre o
consumo alimentar e as necessidades nutricionais de um individuo; podendo ser investigado
por meio de mudangas bioquimicas, clinicas (fun¢des de oOrgdos) e fisicas (composicao
corporal). Neste cenario, quando ha consumo insuficiente de nutrientes ¢ observado o
surgimento de doengas carenciais (anemia ferropriva, hipovitaminose A, bdcio, entre outras); o
consumo excessivo, por outro lado, pode promover dislipidemias, hipervitaminoses,
hipertensao, obesidade, entre outras complica¢des (JEEJEEBHOY; MEGUID, 1986).

O diagnostico da obesidade em adultos ¢ feito tradicionalmente utilizando-se o IMC,
calculado a partir da massa corporal, em quilogramas, dividida pelo quadrado da altura, em
metros. De acordo com a OMS, individuos com sobrepeso sdao aqueles que apresentam IMC

entre 25 e 29,9 kg/m?, enquanto os obesos sdo aqueles com IMC > 30 kg/m? (WHO, 2000).
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Outro parametro que pode ser considerado para a classificagdo do estado nutricional do adulto,
¢ 0 %MG, mulheres adultas com percentual de gordura >30% podem ser consideradas obesas
e em risco de desenvolver doengas cronicas nao transmissiveis (DCNT) (ADA, 1993).

No Brasil, o sobrepeso em mulheres adultas de > 20 anos passou de 43,2% para 63,3%
e a obesidade de 14,5% para 30,2%, entre os anos de 2003 ¢ 2019 (IBGE, 2020). J4 o sobrepeso
pré-gestacional variou de 22,6% para 28,8%, e a obesidade pré-gestacional aumentou de 9,8%
para 19,8% entre 2008 e 2018. Dados do mesmo estudo revelaram que a prevaléncia de ganho
de peso gestacional (GPG) acima das recomendagdes passou de 34,2% para 38,7%
(CARRILHO et al., 2022).

O excesso de peso pré-gestacional e o GPG excessivo sdo associados a desfechos
adversos na satide materna e infantil. Mulheres que iniciam a gestagdo com sobrepeso ou
obesidade tém maior chance de desenvolver DMG, hipertensdo gestacional, depressdo pos-
parto, pré-eclampsia e ter parto cesareo (MARCHI et al., 2015; VOERMAN et al., 2019). Essa
condigao ¢ refletida também na saude dos filhos, os quais apresentam maior risco de nascerem
grandes para a idade gestacional (GIG), de prematuridade, defeitos congénitos (MARCHI et
al., 2015), DCV (HARINK et al., 2022), DM2 e obesidade infantil (HESLEHURST et al.,
2019). Além disso, o efeito da obesidade materna sobre a satide infantil continua presente no
pos-parto por meio do comprometimento do inicio e da manutencdo do AM (HUANG;

OUYANG; REDDING, 2019).

2.2.2 Composicao corporal materna no pos-parto

O organismo materno passa por intensas transformacdes em sua massa € composi¢ao
durante a gestacdo e o pos-parto (ROSSNER; OHLIN, 1995; SOLTANI; FRASER, 2000;
GUNDERSON et al., 2008). Durante a gestagdo ¢ esperado que haja aumento dos estoques
corporais de tecido adiposo, enquanto durante o pds-parto estes sejam mobilizados diante da
demanda energética imposta pela lactagdao. No entanto, esses padrdes variam entre populagoes,
sendo registrado que ha a reducdo de MG corporal entre gestagdes em populagdes submetidas
a estresse nutricional, enquanto que populagdes saudaveis sedentarias podem acumular gordura
ao longo dos ciclos reprodutivos (BUTTE; HOPKINSON, 1998; WELLS; GRIFFIN;
TRELEAVEN, 2010).

O GPG dentro das recomendagdes auxilia no crescimento ¢ desenvolvimento fetal. Sua

composic¢ao conta com componentes placentarios (incluindo o peso placentério e o crescimento,
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desenvolvimento e composi¢ao placentarios), fetais (liquido amnidtico e crescimento fetal) e
corporais maternos (MG, MLG e ACT) (IOM; NRC, 2009). A média do GPG varia ao longo
da gestacao, sendo estimado que gestantes brasileiras de feto Gnico e eutroficas ganhem até 0,70
kg até a 13* semana gestacional, alcancem de 3,1 a 6,3 kg até a 27* semana e que complete o
ganho do peso total de oito a 12 quilos ao final da 40? semana gestacional (CARRILHO et al.,
2023). No entanto o GPG ¢ varidvel entre populacdes e o seu padrao reflete na CCM durante o
pos-parto (BUTTE; HOPKINSON, 1998; BUTTE et al., 2003; KAC et al., 2004b; MCCLURE
etal.,2013; WIDEN et al., 2015).

Gunderson et al. (2008), investigaram o impacto da gestacdo nas mudangas do tecido
adiposo visceral em 122 mulheres acompanhadas pela coorte americana “The Coronary Artery
Risk Development in Young Adults” (CARDIA). Os pesquisadores estimaram a composi¢ao
corporal das mulheres no tempo zero (recrutamento) e posteriormente aos cinco, 10 e 15 anos
de acompanhamento. Os resultados revelaram que mulheres que tiveram pelo menos uma
gestacdo completa ganharam, em cinco anos, 13 cm? de tecido adiposo abdominal a mais do
que mulheres nuliparas. Essas mulheres tiveram também um aumento de 40% de gordura
visceral acima do nivel médio da linha de base. Nao houve mudanga significativa no tecido
adiposo visceral aos 10 e 15 anos de acompanhamento. Todos os modelos foram ajustados pelas
medidas antropométricas e de adiposidade do recrutamento, idade da participante e raca.

Este acréscimo de gordura visceral, por sua vez, vem sendo associado ao
desenvolvimento de DCV (LEE et al., 2016; KIRKEGAARD et al.,2021), resisténcia a insulina
(MUTSERT et al., 2018) e sindrome metabolica (BIJARI et al., 2021). Neste cenario, tem
crescido o interesse na CCM durante o pos-parto devido as limitagdes que o IMC sozinho tem
na predicdo de desfechos em satide (ROTHMAN, 2008; MARAN et al., 2022). Dessa forma, o
periodo pos-parto, o qual € o periodo pré concepgdo para a proxima gestacao, pode ser um
momento chave para intervir na otimizacdo do manejo do peso materno e na saude em geral.

Os estudos abordando as mudangas longitudinais da CCM no pos-parto sdo escassos e
conflitantes. Em geral, o que se observa sdo estudos descrevendo a reducdo do peso sem
discriminacao dos componentes corporais. Uma coorte com 405 mulheres brasileiras saudaveis
explorou os determinantes da retencao de peso pds-parto e a mudanca do %MG de lactantes ao
longo dos primeiros nove meses pds-parto. Foi observada uma reducao <1% do %MG durante
o periodo de acompanhamento. Ademais, a duragdo do AM ndo teve associagdo com estes

parametros entre mulheres que eram obesas na visita de base da coorte, sendo significativo
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apenas entre mulheres com %MG <30%. Os demais componentes corporais, como MG e MLG,
nao foram apresentados como resultados neste trabalho (KAC ef al., 2004c).

Dois estudos exploraram a CCM no pds-parto em amostras de mulheres marroquinas,
utilizando a técnica de transferéncia de is6topo. No primeiro estudo foram incluidos 32 pares
de maes-filhos e foram investigadas as prevaléncias de AM e as mudangas da CCM durante os
primeiros seis meses de lactagdo. Os autores ndo observaram mudanca significativa no IMC
materno, porém houve aumento de 13,4% da MLG acompanhada da diminuigdo de 33,4% da
MG ao longo do periodo de acompanhamento (CHOUA et al., 2013). Por outro lado, Rabi et
al. (2021) acompanharam 70 pares de maes-filhos durante o primeiro ano pds-parto com o
objetivo de quantificar o VLM ingerido pelos lactentes e avaliar a associagdo entre o tipo de
AM e as mudangas da CCM. Neste estudo houve uma redugao significativa na média do IMC,
especialmente nos primeiros seis meses, ¢ do %MG entre o primeiro ¢ o 12° més. Ainda, os
trés primeiros meses foram marcados por uma redugao significativa também do indice de MLG,
seguido de manutencdo do seu valor e posterior queda entre o nono e 12° més. Para os
marcadores de adiposidade (IMC e %MG) as mulheres que praticaram o AME até seis meses
retomaram a normalidade para estes indicadores nos primeiros trés meses pos-parto, enquanto
as que nao praticaram retornaram apenas ao final do 12° més. Para o indice de MLG nao houve
diferenga entre os grupos.

Cho et al (2011), em um estudo longitudinal, avaliou as mudangas na CCM, utilizado a
técnica de bioimpedancia elétrica (BIA), em 41 mulheres Coreanas saudaveis aos dois dias, na
segunda e na sexta semana pos-parto. Nesta amostra foi observado um acréscimo de 9% na MG
total, sendo a regido visceral a que sofreu maior modificagdo com um acréscimo de 45%.
Houve, ainda, reducdo da MLG entre o primeiro e o ultimo ponto de acompanhamento. A
mudanga total no peso pos-parto foi explicada por uma redugdo de 12,8% da MLG. Estes
resultados divergentes refor¢am a discussdo da variabilidade entre populagdes da CCM no pos-
parto.

O AM ¢ reconhecido como um fator determinante para a retomada do peso pré-
gestacional (JIANG et al., 2018). No entanto, uma variedade de outros fatores biologicos e
sociais parecem também estar associados com este processo de retencao ou perda de peso neste
periodo (ENDRES et al., 2015). Um estudo com 104 mulheres chinesas (55 primiparas e 49
multiparas), comparou mudangas no peso ¢ no %MG estimado por BIA entre o terceiro
trimestre gestacional e o 6° - 8° més pos-parto. Os autores observaram que o GPG médio (12

kg) e %MG (7,7%) durante a gestacdo foi maior entre primiparas, quando comparadas a
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multiparas. Outro resultado mostrou que mulheres primiparas retiveram uma média de 1,92%
da MG nos primeiros seis meses pos-parto, enquanto as multiparas reduziram 0,44% da MG,
em comparacao ao inicio da gestacdo (TO; WONG, 2009).

Outro estudo conduzido com 49 mulheres negras e 85 brancas norte-americanas avaliou
as mudangas no peso ¢ no contetido de MG materna, avaliado por meio da absortometria de
raio-X de dupla energia (Dual-energy X-ray Absorptiometry, DXA) entre 6-8 semanas, 6 meses
e 12 meses pds-parto. Foi investigado se a reten¢ao de gordura era independente da mudanca
do peso corporal e se existia area anatomica preferencial para esta retencdo. Foi observado que
peso, MG, %MG e gordura nas regides do tronco, androide, ginoide ¢ membros diminuiram
nas mulheres brancas, mas nao nas negras. A gordura visceral ndo teve diferenca nas mulheres
brancas, porém houve acréscimo entre as negras. Foi observado também que a gordura visceral
foi maior no ultimo ponto do acompanhamento do que nos demais pontos, independente da
mudan¢a da MG (WANG et al., 2023).

A divergéncia entre os resultados observados pode estar relacionada a algumas questdes
que merecem ser mencionadas, como o tamanho da amostra que varia de 32 (CHOUA et al.,
2013) a 405 (KAC et al., 2004c) individuos acompanhados. Além disso, o periodo de tempo
considerado pelos pesquisadores varia de dois dias a 12 meses poOs-parto para avaliagao da
CCM. E importante notar que a hidratagio nas primeiras semanas pos-parto varia
consideravelmente, o que pode nao refletir uma reducdo real da MLG, conforme relatado por
Cho et al. (2011). Outro ponto relevante € o equipamento utilizado para estimar os componentes
corporais, o qual tem impacto direto na acuracia dos resultados (LEE; GALLAGHER, 2008).
Mesmo entre os estudos que adotam o mesmo método, ¢ possivel que equipamentos mais
antigos (KAC et al., 2004c; TO; WONG, 2009; CHOUA et al., 2013) possam apresentar
limitagdes na qualidade dos dados gerados, o que tem sido superado com a modernizagao dos

equipamentos (OBUCHOWSKA et al., 2021).

2.2.3 Métodos de avaliacdo da composiciao corporal

O modelo teodrico mais utilizado de avaliacdo da composi¢ao corporal engloba cinco
niveis. Sdo eles: atdmico, molecular, celular, sistema de tecidos e o corpo inteiro (WANG;
PIERSON; HEYMSFIELD, 1992). Os modelos de dois compartimentos (2C) dividem o corpo
em MG e MLG, e sdo os mais aplicados para estimar a composicao corporal de humanos. Ha

ainda o modelo de quatro compartimentos (4C), que ¢ considerado o modelo mais preciso e ¢
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frequentemente utilizado como método referéncia em relacdo aos novos métodos de
composi¢ao corporal. Neste modelo, sao realizadas as medidas de MG, volume corporal total,
ACT e massa mineral 6ssea (LEE; GALLAGHER, 2008).

Diversos métodos com niveis diferentes de precisdo de leitura estdo disponiveis para
estimar a composicdo corporal. Sdo eles: DXA, tomografia computadorizada quantitativa
(Quantitative computed tomography, QCT), pletismografia de deslocamento de ar (PDA),
técnica de diluicdo de isotopos (IAEA, 2010b), dobras cutaneas e BIA (LEE; GALLAGHER,
2008). No entanto, muitos destes métodos se tornam impraticaveis para aplicagdo em estudos
epidemioldgicos devido ao seu alto custo, inconveniéncia para o participante ¢ necessidade de
equipe treinada para execugdo de protocolos. Neste contexto, a BIA tem sido amplamente
empregada por ser um método rapido, pratico e de relativo baixo custo (BOHM; HEITMANN,
2013).

A BIA mede a condutividade dos tecidos corporais. Neste método, uma corrente elétrica
alternada de baixa tensdo ¢ aplicada ao corpo, por meio de eletrodos posicionados nas maos e
nos pés, e a impedancia (queda da voltagem) ¢ detectada. A impedancia, portanto, € a oposicao
que o tecido faz ao fluxo da corrente elétrica. Tecidos ricos em eletrolitos e a ACT oferecem
baixa impedancia a corrente elétrica, enquanto lipidios € os minerais 0sseos t€ém maior
impedancia. A partir destes principios toda a dgua e os fluidos corporais fazem parte da MLG
e torna-se possivel estimar a MG a partir da diferenga entre a massa corporal e a MLG
(HEYMSFIELD et al., 1996, 1997).

Adicionalmente, existem trés sistemas de BIA, o de frequéncia tUnica, o de
multifrequéncia e a de espectroscopia. Todos consideram o modelo 2C, porém na BIA de
multifrequéncia € permitida a diferenciacdo da ACT em compartimentos distintos de 4gua intra
e extracelular, o que € util para descrever mudancas dos fluidos corporais, bem como avaliar o
musculo esquelético das pernas. Nesta abordagem multisegmentar o modelo assumido € que o
corpo ¢ composto por um grupo de cinco cilindros (duas pernas, dois bragos, e o tronco) (KYLE
et al.,2004; LEE; GALLAGHER, 2008).

Embora o método de BIA forneca vantagens para a investigagdo da composicao
corporal, existem algumas limitacdes como a necessidade de equacdes preditivas especificas
para as populagdes em estudo e o nivel de hidrata¢do. Individuos com o estado de hidratagao
alterado, como no caso do periodo gestacional e pds-parto, podem ter seus resultados
comprometidos com a aplicagdo deste método (BIDDULPH et al., 2022). No entanto, a

melhoria da qualidade dos equipamentos tem demonstrado aumento no desempenho e
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qualidade dos dados gerados pela BIA neste grupo em especifico (OBUCHOWSKA et al.,
2021).

2.2.3.3 Bioimpedancia elétrica e sua utilizagcao no pos-parto

Os resultados disponiveis na literatura a respeito da analise da CCM no periodo pos-
parto utilizando a BIA sdo controversos. Estudo transversal conduzido com 44 lactantes
camaronesas, entre 19 e 42 anos de idade, comparou os resultados de composi¢ao corporal
estimados por BIA de multifrequéncia com aqueles obtidos com a técnica de diluigdo de
is6topos (deutério) aos dois meses pos-parto. Os componentes avaliados foram a MG, MLG e
ACT e os principais resultados apontaram que a BIA superestimou MG, enquanto subestimou
MLG e ACT, em comparagdo com a técnica de diluicdo de isétopos. Os autores testaram a
aplicacdo de 11 equagdes preditivas para os dados obtidos pela BIA e seus resultados reforgam
a necessidade de uma equacao mais especifica para a populacdo camaronesa (MEDOUA et al.,
2011).

Por outro lado, estudo longitudinal canadense utilizando dados de 132 mulheres
acompanhadas ao longo da gestacdo e dos primeiros seis meses pos-parto, teve como um dos
seus objetivos testar a concordancia das medidas de %MG obtidos por BIA e dobras-cutaneas
com aqueles obtidos por DXA aos seis meses pos-parto. Os autores avaliaram a concordancia
entre os métodos aplicando os graficos de Bland-Altman e o coeficiente de correlacao de Lin.
Foi observada uma boa concordancia entre os resultados de BIA e os do DXA (r = 0,84) aos
seis meses pos-parto, sendo estes resultados comparaveis com os obtidos nas primeiras semanas
de gestagdo (MARAN et al., 2022). Esses resultados sustentam o uso de BIA como instrumento
promissor para analise da CCM neste periodo.

Outro estudo longitudinal conduzido nos EUA, com 21 lactantes em AME e 21 ndo
puérperas, comparou dados de CCM estimados por BIA com aqueles estimados por DXA no
primeiro e no quarto més pds-parto. Os principais resultados revelaram que a MLG estimada
por BIA foi significativamente maior em ambos os pontos de acompanhamento, ndo havendo
diferenca entre lactantes € nao lactantes. Para os resultados de MG, a BIA subestimou em ambos
os pontos de acompanhamento, comparada ao DXA. Os autores destacam que embora a BIA
tenha limitagdes, especialmente com relacdo ao conteudo de MG, sua aplicagdo ¢ valida em
estudos que buscam compreender a trajetoria da mudanca da CCM no pos-parto para além da

massa corporal (BARRY et al., 2022).
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O somatoério dos resultados destes trabalhos fornece apoio para a utilizagdo dos dados
de CCM obtidos por BIA de multifrequéncia. No entanto, vale ressaltar a importancia e a
urgéncia de mais estudos que validem a replicabilidade e acuracia da BIA diante da comparagao
de seus resultados com métodos de referéncia padrao-ouro, como o de transferéncia de isétopos.

Diante dessas consideracdes, o periodo pds-parto deve ser compreendido como uma fase
critica para a saide da mulher, com impactos indiretos na saude infantil. No entanto, ainda sao
escassos os estudos que exploram em profundidade as alteragdes da composicao corporal neste
periodo, especialmente no primeiro ano pos-parto, bem como quais sdo os fatores associados
com tais mudancas. Adicionalmente, permanece incerta a relacdo entre o estado nutricional
materno e a produ¢do de LM, sendo escassos os estudos longitudinais que exploram essa

questdo empregando técnicas robustas para investigar esse vinculo.
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3 JUSTIFICATIVA

O AM ¢ reconhecido como a melhor fonte de nutri¢ao para a crianga nos primeiros anos
de vida, sendo incentivado e endossado por leis e programas de satde. Seus beneficios se
estendem da mae a crianga, com impactos positivos a curto e longo prazo, como a redugao do
risco de se desenvolver DM2, DCV e obesidade. No entanto, muitos fatores se apresentam
como barreiras para o seu inicio e manuten¢do. Dentes eles, a percepgao de baixa produgao de
leite ¢ um dos principais motivos que levam a interrup¢do do AME antes dos seis meses, sendo
citada por 44,8% das lactantes em todo o mundo. Além disso, fatores relacionados a saude da
mae, como o sobrepeso e a obesidade, tém sido apontados como fatores de risco para o sucesso
do inicio e/ou manuten¢do do AM, seja por questdes anatdmicas ou por caminhos moleculares.

O sobrepeso e a obesidade materna parecem oferecer um contexto metabdlico propicio
que impacta negativamente no balango hormonal necessario para o estabelecimento e
manuten¢do da lactacdo. O que compromete o efeito benéfico do AM sobre a saide materna e
infantil. Contudo, esta relacdo tem sido negligenciada e estudos em humanos que investigam a
associac¢do da adiposidade materna com o VLM sdo escassos e limitados. Até o momento, sao
ausentes estudos longitudinais e, especialmente, estudos que agregando dados de populacdes
distintas para explorar esta relacdo de forma mais abrangente.

Outro ponto que merece destaque sao as mudangas na CCM durante o periodo pds-parto.
O IMC ¢ amplamente utilizado como parametro para avaliacdo do estado nutricional materno,
mas sua aplicacao isolada apresenta limitagdes na predicao de desfechos adversos em saude.
Em contrapartida, a composi¢do corporal, especialmente medidas de adiposidade, oferece uma
avalia¢do mais precisa e robusta. Existem evidéncias de que o pds-parto € um periodo sensivel,
juntamente com o periodo gestacional, para o acréscimo de gordura corporal da mulher, a qual
¢ fator de risco para doencas futuras. Porém, ha uma lacuna no entendimento sobre as mudancas
nos componentes corporais durante este periodo, especialmente no primeiro ano pds-parto, bem
como quais os fatores que as influenciam.

Desta forma, os resultados desta tese somam dados inéditos descrevendo as mudancas
dos componentes corporais maternos durante os primeiros 8,5 meses pos-parto e identifica
quais os fatores determinantes destas mudangas em uma amostra brasileira. Ademais, apresenta
os primeiros resultados longitudinais em humanos acerca da associagc@o entre a adiposidade
materna € o VLM, utilizando estimativas de volume obtidos por meio técnicas robustas e a

partir de amostras de dois paises com contextos socioecondmicos diferentes.
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HIPOTESES

v' Os preditores das trajetorias de IMC e composi¢do corporal materna entre 1 € 8,5 meses
de lactacdo sao IMC pré-gestacional, paridade, renda, idade da mae, tipo de parto e sexo
da crianca.

v' A maior adiposidade corporal materna esta associada a menor producdo de leite

materno.
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S OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os preditores da composi¢ao corporal materna no pds-parto e avaliar sua
associacao com o volume de leite materno produzido ao longo dos primeiros 8,5 meses poOs-

parto.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

5.2.1 Artigo1
1. Avaliar quais sdo os preditores maternos e infantis da trajetdria da composi¢ao corporal

e do indice de massa corporal maternos ao longo dos 8,5 meses pds-parto.

5.2.2 Artigo 2
i1.  Investigar a associacdo entre a adiposidade corporal materna, entre 1 e 3,5 meses, € o

volume de leite materno com 1 - 3,49 meses, 3,5 - 5,99 meses e 6 - 8,5 meses de lactacgao.
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6 METODOS

O Maternal and Infant Lactation Quality Project (MILQ) ¢ uma coorte prospectiva
que acompanhou diades de maes-filhos, da gestacdo até 8,5 meses pos-parto, em quatro paises
distintos: Brasil, Bangladesh, Dinamarca e Gdmbia. O mesmo seguiu protocolos de pesquisa e
critérios de inclusdo rigorosamente definidos e uniformizados para assegurar a comparabilidade
entre os dados obtidos em cada local. Entretanto, algumas adaptagdes nos métodos, estratégias
de coleta e execugdo dos protocolos foram necessarias para acomodar especificidades locais.
Para o desenvolvimento desta tese, utilizou-se exclusivamente os dados das coortes brasileira e
dinamarquesa pertencentes ao projeto matriz, as quais terdo as especificagdes descritas nesta

secao.

6.1 DESENHO DO ESTUDO

O estudo MILQ incluiu uma linha de base e quatro ondas de acompanhamento: a linha
de base pré-natal, realizada entre 28 e 35 semanas gestacionais (AN), seguida de encontros
entre 24 e 72 horas ap6s o parto (C); de 1 a 3,49 meses pos-parto (M1); de 3,5 a 5,99 meses
pos-parto (M2); e de 6 a 8,5 meses pos-parto (M3). Todos os atendimentos eram agendados de
acordo com a preferéncia da participante e a disponibilidade do projeto.

O desenvolvimento desta tese contemplou as informagdes referentes ao parto (visita C),
analises de volume de leite materno por teste de pesagem e por 4gua duplamente marcada com
deutério, saliva materna e infantil (visitas M1, M2 e M3), e os dados antropométricos e de
composi¢do corporal materna (BIA e DTM) (visita M1) (Figura 3).

A linha de base compreendeu o recrutamento, o qual aconteceu durante a gestacdo ou
no periodo de internagdo pds-parto. As maes incluidas no estudo ainda na gestacdo tinham as
informacdes gerais e sociodemograficas coletadas no dia do seu recrutamento (Brasil) ou
durante a visita M1 (Dinamarca). Para incentivar a adesdo ao projeto, material impresso era
entregue contendo informagdes sobre a importancia da amamentagdo e os cuidados maternos
necessarios durante este periodo e, na Dinamarca, eram realizadas ligacdes telefonicas por um
consultor em amamentagdo certificado e fornecido livro informativo sobre a alimentagao

infantil, “Mad til sma — fra meelk til familiens mad” (https://kfsbutik.dk/born/170-mad-til-

sma.html).


https://kfsbutik.dk/born/170-mad-til-sma.html
https://kfsbutik.dk/born/170-mad-til-sma.html
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Figura 3 — Fluxograma do estudo incluindo as variaveis selecionadas para o desenvolvimento

desta tese.
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Nota: TCLE (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido); AN, visita de base; C, visita com coleta de colostro
entre 24 e 72 horas; M1, visita entre 1 — 3,49 meses; M2, visita entre 3,5 — 5,99 meses € M3, visita entre 6 — 8,49
meses pos-parto. *Informag¢des coletadas apenas no Brasil. **Método aplicado apenas pela Dinamarca.

No Brasil, entre a linha de base e a visita C, as participantes eram acompanhadas por
meio de contato telefonico até o dia do parto, quando eram abordadas para o procedimento da
visita C. Aquelas participantes incluidas no projeto ja no pos-parto tinham suas informagdes
gerais e sociodemograficas coletadas durante a primeira abordagem e seguiam imediatamente
para a realiza¢do da visita C (24h — 72h pds-parto). Na Dinamarca, as participantes eram
informadas da necessidade de entrarem em contato diretamente com a equipe do projeto assim
que elas tivessem o parto. Caso a participante ndo entrasse em contato espontaneamente, a
equipe de pesquisa procedia uma ligagdo com duas ou trés semanas apoOs a data provavel do
parto.

No Brasil, na visita C foram coletadas informag¢des sobre o parto e a amamentagao,
realizada a avaliacdo antropométrica do recém-nascido (perimetro cefalico e do brago), e
coletada uma amostra de colostro. Na Dinamarca, as amostras de colostro foram coletadas pelas
proprias maes, no hospital ou em casa, ndo havendo, portanto, coleta de dados antropométricos
infantis e nem visita presencial da equipe.

Nas etapas seguintes, visitas M1, M2 e M3, foram coletadas amostras de leite materno,

urina, fezes e sangue da mae e da criancga. No caso da crianga a coleta de sangue aconteceu em
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apenas dois pontos de acompanhamento, sendo 100% das criancas na visita M1 e, de forma
aleatoria, 50% na visita 3 e 50% na visita 4. Foram realizadas também medidas antropométricas
maternas e infantis; aplicados questiondrios para avaliagdo do desenvolvimento infantil
(coletado apenas na M3 pela Dinamarca), presenca de morbidades na mae e na crianga, a Escala
de Depressao Pos Parto de Edimburgo (Edinburgh Postnatal Depression Scale, EPDS) (apenas
Brasil); coletados dados do consumo alimentar materno (R-24h) e infantil; e administrada uma
dose de agua com deutério para a mae (apenas Brasil), juntamente com a coleta de amostras de
saliva materna e infantil, e realizado a metodologia de pesagem para estimar o volume de leite
ingerido pela crianca (apenas Dinamarca). Na visita M1, ainda, era aplicado o questionario

sobre o consumo usual de sal.

6.2 LOCAL DO ESTUDO

6.2.1 Brasil

O estudo foi conduzido no Hospital Maternidade Herculano Pinheiro (HMHP),
localizado no bairro de Madureira, na zona norte do municipio do Rio de Janeiro. Esta unidade
¢ integrada a rede Programa Cegonha Carioca e faz parte da Coordenadoria de satde da area
programatica (CAP) 3.3. Funciona atendendo as gestantes, puérperas e recém-nascidos de baixo
risco de onze Unidades de Saude da Familia.

O projeto contou com a utilizag@o de trés salas exclusivas para o seu desenvolvimento,
localizadas no segundo andar da maternidade, duas das quais eram direcionadas para a
realizagdo das visitas presenciais. Estas salas eram equipadas com armarios de parede e
bancadas, poltronas de amamentacdo com balango, extrator elétrico de leite (Medela®,
McHenry, Illinois, EUA), colchonete para trocador de bebé, mesa e cadeira de escritorio,
notebooks e tablets, e bioimpedancia elétrica Bodystat 500 (Bodystat, Southampton, Reino
Unido).

Adicionalmente, uma destas era complementada com infantdmetro 416 (Seca,
Hamburgo, Alemanha), balanga pediatrica digital SECA 376 (Seca, Hamburgo, Alemanha),
enquanto a outra com o equipamento de bioimpedancia Tanita MC-780U (Tanita Corporation,
Arlington Heights, EUA), estadiometro SECA 264 (Seca, Hamburgo, Alemanha); além de uma
centrifuga MIKRO 220R (Hettich, Tuttlingen, Alemanha), uma balanga analitica de precisdao
(Marte AD3300, Sao Paulo, Brasil) e pipetas automaticas de diferentes volumetrias para o

processamento das amostras bioldgicas, como o sangue, por exemplo. Por vezes, durante a
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visita, era necessario realizar a troca de fralda da crianca, a qual era disponibilizada pelo projeto,
bem como pomada infantil contra assadura.

A terceira sala era equipada com o freezer -80°, computador de mesa, mesa e cadeiras
de escritério, impressora multifuncional e prateleiras. Essa sala era reservada para a
administracdo do projeto e a acomodacao das amostras bioldgicas até seu envio para os centros

de analises.

6.2.2 Dinamarca

O estudo contou com a colaboragdo de trés hospitais publicos localizados na area central
de Copenhague, sendo eles: Rigshospitalet Hospital, Hvidovre Hospital ¢ Herlev Hospital.
Nestes hospitais era feita a captacdo das participantes que seguiam para as visitas agendadas.
Estas eram conduzidas na estrutura da Universidade de Copenhague, sendo em uma sala
individual localizada no Departamento de Nutri¢do e Esporte (Department of Nutrition,
Exercise and Sports - NEXS, University of Copenhagen).

A sala reservada para o desenvolvimento do projeto era localizada no segundo andar da
secdo de nutricdo infantil e a qual era equipada com os seguintes itens: armarios de parede e
bancadas, extrator elétrico de leite (Medela®, Baar, Suica), bioimpedancia elétrica Bodystat
500 (Bodystat, Douglas, Ilha de Man, Reino Unido), infantdmetro 416 (Seca, Hamburgo,
Alemanha), balanga pediatrica digital Tanita-BD815MA (Tanita Corporation, Toquio, Japao),
bioimpedancia Tanita MC-780MA (Tanita Corporation, Téquio, Japdo), estadiometro SECA
264 (Seca, Hamburgo, Alemanha); além de pipetas automdticas e outros descartaveis

necessarios para proceder a visita.

6.3 AMOSTRA E RECRUTAMENTO

6.3.1 Tamanho da amostra

O objetivo do projeto MILQ foi estimar percentis selecionados das distribui¢des de
nutrientes do leite materno. Como os percentis sdo invariantes a transformagdes monotonicas,
o calculo do tamanho amostral para a construcao de valores de referéncia foi baseado em dois
critérios principais: 1) estimar os percentis 5 e 50 de cada nutriente do leite materno de acordo
com as faixas etarias em cada centro participante; 2) garantir a possibilidade de estabelecer

equivaléncia entre os centros antes de agrupar os dados.
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Estimando os percentis

Pretendeu-se transformar monotonicamente cada variavel para obter uma distribuigao
normal (gaussiana), a partir da qual estimativas paramétricas dos percentis seriam construidas.
Modelos de regressao foram aplicados para estimar os parametros da distribuicdo em cada faixa
etaria. No entanto, como esses modelos ndo seriam determinados até que os dados estivessem

disponiveis, o tamanho da amostra foi baseado em uma estimativa genérica para o percentil ‘p’:

X+ Z,*s*CK

onde

X =meédia amostral (ou valor predito estimado a partir do modelo de regressao)

Z, = percentil ‘p’ da distribuicdo normal padrao (negativo para p < 0,50)

s = desvio-padrao da amostra (ou desvio-padrio estimado a partir do modelo de
regressao)

CF; = fator de corregdo para o viés de ‘s’ como um estimador do desvio-padrao da

populacao (insignificante para n > 50).

O erro padrio para esta estimativa, se ‘n’ ¢ maior do que 50 é aproximadamente:
9

7 /1+05 V£
— , *
'\/H X

A amplitude desejada do intervalo de confiancga foi baseada na distancia dos percentis 5
e 50 até os percentis vizinhos. Essa abordagem resultaria em um tamanho de amostra invariavel
a localizagdo, escala ou forma da distribuicdo subjacente, desde que a variavel fosse
normalizavel. Com base nesse critério, era necessario um tamanho de amostra global de 255
em cada ponto para evitar a sobreposi¢do dos intervalos de confianga de 95% em torno dos
percentis 5 e 10, a fim de estimar a mediana da amostra dentro de 5 percentis com 95% de

confianga.

Estabelecendo equivaléncia entre os locais de estudo
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Um tamanho de amostra de 200 por local de estudo em cada faixa etaria foi considerado
suficiente para detectar diferencas de 0,25 DP com poder de 80% ou diferencas de 0,30 DP com
poder de 90%. Portanto, com o tamanho da amostra planejado foi de 250 por pais.

No Brasil, 494 pares de maes-filhos foram inicialmente recrutados, enquanto na
Dinamarca foram 375. Para o desenvolvimento do Artigo 1 desta tese, a amostra selecionada
contou com 234 pares brasileiros, que foram aqueles que tiveram pelo menos uma avaliagdo da
composi¢ao corporal ao longo do acompanhamento pos-parto. Para o Artigo 2, foram incluidos
139 pares brasileiros (mulheres acompanhadas antes do inicio da pandemia de COVID-19) e
188 dinamarqueses que tiveram o VLM estimado em pelo menos uma das visitas de

acompanhamento no pds-parto.

6.3.2 Recrutamento no Brasil

O recrutamento aconteceu no terceiro trimestre gestacional (28 — 35 semanas
gestacionais) e durante a internacdo poOs-parto. Na primeira ocasido, as gestantes eram
abordadas durante o periodo de espera que antecedia a “visita cegonha”. Um membro da equipe
do projeto se aproximava do potencial participante e realizava uma breve explicacdo da
pesquisa, seguida da aplicacdo do questiondrio para avaliagdo dos critérios de elegibilidade. As
gestantes que atendiam a todos os critérios eram convidadas a participar do projeto e, apds
apresentacdo detalhada e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Anexo A), eram incluidas na amostra.

Para o recrutamento durante a internacdo pds-parto, a equipe de pesquisa verificava o
mapa de fluxo de internacdo do HMHP e abordava as puérperas para aplicagdo completa dos
questionarios de triagem, apos breve explicagdo do projeto. Ressalta-se que o puerpério
imediato por vezes era um periodo delicado para algumas mulheres, portanto eram observados
os sinais de receptividade e disponibilidade das maes, com o intuito de abordéa-las em momento
oportuno. As puérperas que contemplavam todos os critérios da gestacdo e do pds-parto eram
convidadas a participar do projeto e, mediante apresentagdo detalhada e assinatura do TCLE

(Anexo A), eram incluidas na amostra.

6.3.3 Recrutamento na Dinamarca
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O recrutamento contou com uma abordagem em trés etapas principais, descritas a

seguir.

Etapa 1: Convite e Divulgagdo

As gestantes registradas nos hospitais parceiros recebiam uma Carta Convite entre a 10*
e 12* semana gestacional (consulta pré-natal recomendada pelo governo dinamarqués para
deteccdo de malformagdes congénitas), enviada diretamente para seus e-boks pessoais
(plataforma digital utilizada na Dinamarca para comunicag¢dao entre cidaddos, empresas e
instituicdes do setor publico), contendo um resumo do estudo e instru¢des de participagdo. O
convite incluia /inks para dois formularios: Formulario de Informagdes (o qual descrevia os
objetivos e os procedimentos envolvidos no estudo, incluindo a aprovagio pelo Comité de Etica
local — Danish Committee on Biomedical Research Ethics) e o Formulario de Interesse (no qual
as interessadas manifestavam o desejo de participarem do projeto). Além disso, um texto
informativo derivado da segunda pagina da carta convite era usado em anuncios ¢ flyers em

redes sociais e nas areas de espera dos hospitais.

Etapa 2: Pré-Triagem e Reunido Informativa

Apo6s receber o Formulario de Interesse preenchido, um membro da equipe do projeto
entrava em contato com as interessadas para uma triagem preliminar por telefone, verificando
os critérios de inclusdo e exclusdo (por volta de 20* semana gestacional). As gestantes que
atendiam aos critérios eram convidadas para uma reunido informativa, com a possibilidade de
levarem acompanhantes e que acontecia na NEXS, com duragdo média de uma hora. Nessa
reunido, um membro da equipe explicava o proposito do estudo, os direitos das participantes e
os requisitos para participacdo. O material informativo era enviado previamente por e-mail,
incentivando a leitura e discussdo com familiares ou amigos.

Ainda durante a reunido informativa, cada participante recebia dois TCLE impressos
para assinatura, um para mae € outro para a crianca incluida no estudo (ainda nao nascida).
Caso o pai ou responsavel ndo estivesse presente, a participante deveria obter uma procuragao
com a assinatura do pai, autorizando a participacdo do bebé. As participantes tinham o direito
de considerar sua decisdo por até 24 horas ap6s assinar os formularios. Apds o consentimento,
era entregue um Checklist Visual para auxiliar na compreensao dos requisitos € obrigacdes
durante o estudo. Ainda nesta ocasido, as maes recebiam orientagdes € materiais para a coleta

de amostras de colostro, que poderia ser feita no hospital ou em casa.
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Etapa 3: Triagem pos-parto

Apbs o nascimento, os recém-nascidos foram avaliados por meio de ligagdo telefonica,
dentro de periodo inferior a duas semanas de pos-parto, de acordo com critérios de inclusao e
exclusao especificos para os bebés. Neste mesmo momento, era agendada a primeira visita de

acompanhamento (M1).

6.4 PARTICIPANTES DO ESTUDO

Foram incluidas e excluidas da amostra pares de maes-filhos de acordo com os critérios

de inclusao e exclusao apresentados no Quadro 1.

Quadro 1 — Critérios de inclusdo e exclusdo da amostra da coorte MILQ.

AN | C | M1 | M2 | M3

Criterios de inclusdo

Maes
Idade > 18 € <40 anos

Gestacdo de feto tinico

Auséncia de problemas de satude (p.e., HIV, sifilis, entre outras)

IR I

Nao utilizar medicamentos que afetavam o AME ou VLM

Nao suplementar vitaminas ou minerais, com excecao de ferro, acido

folico (BR), vitamina D e calcio (DK)

=
>~
=
=
>~

Intencdo de AME até 3,5 meses e complementada até 8,5 meses X
IMC pré-gestacional > 18,5 e < 30 kg/m? X
Estatura > 145 cm (BR) e =150 cm (DK) X
Consumir alimentos fortificados <2 (BR) ou 3 vezes por semana (DK) | X
Hemoglobina > 10 g/dL no Gltimo trimestre gestacional (BR) ou sem X

anemia relada (DK)

Consumo de alcool < 30g (BR) ou <50 mL/semana (DK)

>~
o
>~
>~
o

Nao tabagista X
Consumo de dieta variada de acordo com os padrdes locais X
Criancas

Idade gestacional ao nascer > 37 e <42 semanas X

<

Peso ao nascer >2.500 € <4.200 g

Auséncia de ma formagao congénita X
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Critério de exclusdo

Mdes

Problemas de satide materna graves (DMG e/ou pré-eclampsia) X

Interrup¢do do AME antes de M1 X| X

Desmame antes de 8,5 meses pos-parto X X | X | X
Consumo regular de alcool > 30g (BR) ou >50 mL/dia (DK) X X X | X | X
Criancas

Idade gestacional ao nascer < 37 ou > 42 semanas X

Peso ao nascer <2.500 ou>4.200 g X

Ma formacgao congénita X

C/I, P/ ou P/C < -2 escore-Z X | X | X

AN, visita de base da coorte (28 ¢ 35 semanas gestacionais); C, encontro com 24 ¢ 72 horas ap6s o parto; M1,
encontro entre 1 a 3,49 meses pos-parto; M2, encontro entre 3,5 a 5,99 meses pds-parto; M3, encontro entre 6 a
8,5 meses pos-parto; VLM, volume de leite materno; DMG, diabetes mellitus gestacional; BR, Brasil; DK,
Dinamarca; AME, aleitamento materno exclusivo; C/I, comprimento para idade; P/I, peso para idade; P/C, peso
para o comprimento.

6.5 COLETA E CONTROLE DE QUALIDADE DE DADOS

Ambos os paises aplicaram os protocolos e questiondrios elaborados pelos
pesquisadores do Western Human Nutrition Research Center (WHNRC), com a colaboracao
de cada centro participante. Estes protocolos foram testados e ajustados durante o estudo piloto,
que aconteceu entre setembro e dezembro de 2017, no Brasil, e entre margo e setembro de 2017,
na Dinamarca. O WHNRC foi o responsavel por enviar todos os materiais necessarios para as
coletas de amostras biologicas, como: etiquetas, tubos e recipientes, bem como receber e
proceder as analises bioquimicas propostas.

O registro dos dados coletados foi feito por meio de computadores portateis (tablets) ou
notebooks, sendo o Research Electronic Data Capture (REDCap) a ferramenta utilizada
durante a coleta. O REDCap ¢ uma plataforma online considerada segura e robusta para a
construgdo e o gerenciamento de dados de estudos com as mais diversas finalidades
(https://projectredcap.org/about/). Para o uso desta ferramenta, o entrevistador acessava o
sistema do REDCap usando sua conta individual previamente cadastrada no sistema e procedia
a visita entrando os dados simultaneamente.

Diariamente, apds cada entrevista, era feita a revisdo, por outro entrevistador, de todos
os formularios aplicados e dados coletados, visando, assim, minimizar erros de preenchimento.

Realizava-se, ainda, treinamentos periddicos com a equipe de coleta.
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6.6 VARIAVEIS DO ESTUDO

6.6.1 Antropometria e composicio corporal materna

6.6.1.1 Antropometria materna

Os dados antropométricos maternos, peso (kg) e altura (cm), foram coletados em
triplicata, sendo utilizado nas analises o valor médio entre as trés medidas. Com base nesses
dados o IMC materno, peso, em quilograma, dividido pelo quadrado da altura, em metro
[kg/m?] (WHO, 1995), foi calculado para todas as visitas de acompanhamento poés-parto, M1-
M3. A coleta de todos os dados foi realizada pela equipe contratada e previamente treinada com
métodos padrdes para garantir a qualidade das medidas (LOHMAN; ROCHE; MARTORELL,
1988).

As participantes tiveram seu peso mensurado usando o minimo de roupas possivel e
descalcas, sendo o instrumento utilizado a balanga Tanita MC-780U (Tanita Corporation,
Arlington Heights, EUA), no Brasil, que possui uma precisao de 100 g e uma capacidade de
270 kg. Na Dinamarca, o procedimento seguiu o mesmo padrao, sendo o instrumento utilizado
a balanca Tanita MC-780MA (Tanita Corporation, Toquio, Japao).

A altura da participante foi aferida durante a M1 utilizando-se estadidometro digital fixo
SECA 264 (Seca, Hamburgo, Alemanha), com precisdao de 1 mm e campo de uso de 30 até 220
cm. A coleta era feita sem os sapatos e adornos do cabelo/cabega. A mulher era posicionada de
costas para a coluna de aferi¢do do equipamento, com os bragos estendidos ao longo do corpo
e o tronco equilibrado na cintura. Os ossos internos dos calcanhares e dos joelhos eram
posicionados de forma que se tocassem e os pés unidos, formando um angulo reto com as
pernas. Ambos os paises utilizaram instrumento de coleta idénticos e seguiram o mesmo
protocolo. Mais detalhes podem ser encontrados no Anexo B.

O IMC pré-gestacional foi calculado, utilizando os dados de peso pré-gestacional e
estatura registrados no cartdo da gestante, e classificado, segundo os pontos de corte sugeridos

pela OMS (2000), em eutrofia (IMC 18,5 — 24,9 kg/m?) ou sobrepeso (IMC 25,0 — 29,9 kg/m?).

6.6.1.2 Composicao corporal materna por bioimpedancia elétrica
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A estimativa da composic¢ao corporal materna por BIA foi realizada em todos os pontos
de acompanhamento (M1-M3), utilizando-se os instrumentos Tanita MC-780U (Tanita
Corporation, Arlington Heights, EUA), no Brasil, e Tanita MC-780MA (Tanita Corporation,
Toquio, Japao), na Dinamarca. Ambos os instrumentos sao analisadores de composi¢do
corporal multifrequéncia, certificados pelo Food and Drug Administration (FDA), que se
calibram automaticamente antes de cada analise, garantindo uma reprodutibilidade 6tima das
medidas.

Os dois paises seguiram o mesmo protocolo de coleta estabelecido pelo centro
coordenador do projeto. Para a aplicacdo da BIA, era certificado que a participante estivesse
em jejum de no minimo trés horas, sem ter realizado grandes refei¢cdes ou praticado atividade
fisica intensa nas ultimas 12 horas, conforme orientagdes do fabricante, e era solicitado que a
participante esvaziasse a bexiga antes da realiza¢cdo do exame.

Ap6s inserir dados como sexo, idade e altura, a participante se posicionava sobre os
quatro eletrodos da plataforma da balanca, com roupas leves, pés descalgos e sem o uso de
adornos metélicos (brincos, anéis, colares, pulseiras). Em seguida, segurava em ambas as maos
alcas com eletrodos integrados, mantendo os bragos em posi¢do relaxada até a finalizagcdo do
exame. Detalhes do protocolo da avaliacao da composic¢ao corporal encontram-se no Anexo B.

Os resultados foram estimados diretamente pelo equipamento utilizando algoritmo
interno proprio para o equipamento. Os valores eram anotados em formulario impresso e
posteriormente lancados no REDCap online, sendo eles: gordura corporal total (kg e %) e por
segmento (bragos, pernas e tronco), massa livre de gordura total (kg e %) e por segmento
(bragos, pernas e tronco), agua corporal (%), gordura visceral (nimero absoluto) e taxa
metabolica basal (kcal).

Para o desenvolvimento do artigo 1 desta tese foram utilizados os dados de MG total
(kg e %) e MLG total (kg) de todas as visitas (M1-M3), incluindo dados apenas do Brasil. Para
o artigo 2, foram utilizados dados de MG total (kg) da visita M1 de ambos os paises, o qual foi
utilizado para calculo o indice de massa gorda (IMG) (obtido pela divisao da MG — kg — pela

altura ao quadrado — m ?).

6.6.1.3 Composicao corporal materna por diluicao de diéxido de deutério

A estimativa da CCM por DTM foi realizada a partir da retro extrapolagdo dos dados

obtidos por meio desta técnica (seguindo metodologia descrita no item 6.6.2), nas visitas M1-

Ma3.
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A partir da anélise de transferéncia mae-filho de 4gua duplamente marcada por deutério,
foi calculado o volume de ACT, assumindo-se que o espaco de diluicao do deutério (Vp) € 4,1%
maior que o ACT, devido a troca de hidrogénio com componentes ndo aquosos do corpo. A
formula utilizada ¢ (IAEA, 2010b):
Vb
1,041

ACT (kg) =

onde:
Vb (kg) = Dose de DO (mg)/ enriquecimento de *H na saliva (mg/kg)

A partir da ACT, calcula-se a MLG, assumindo-se uma hidratacdo de 73,2% para

adultos:

ACT (kg)

MLG (kg) = 0732

A MG, por sua vez, ¢ obtida subtraindo-se a MLG do peso corporal total (com

metodologia descrita no item 6.6.1.1):
MG (kg) = peso corporal (kg) — MGL (kg)
A qual também pode ser expressa como % MG:

MG (kg)
%MG = x 100
peso corporal (kg)

6.6.2  Analise de volume de leite de 24 horas — método de diluicio de dioxido de deutério

No Brasil, o método padrao-ouro de transferéncia mae-filho de agua duplamente
marcada com deutério foi utilizado para estimar o volume de leite de 24 horas ao longo das trés
ondas de acompanhamento pos-parto (M1-M3). Vale destacar que esta técnica foi aplicada
apenas na amostra brasileira acompanhada antes do inicio da pandemia de COVID-19 (aquelas
mulheres que fizeram visitas pds-parto entre Janeiro de 2018 e Marco de 2020). A seguir, a

descri¢do das etapas para cumprir o protocolo (IAEA, 2010a).
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6.6.2.1 Antropometria materna e infantil para estimativa do volume de leite materno

No dia agendado para a administracao da dose de deutério (Dia 0), bem como no
ultimo dia de coleta de saliva (Dia 14), o par mae-filho teve seus dados antropométricos
mensurados. A mae teve peso e altura coletados de acordo com o método descrito na segdo
6.6.1.1, enquanto a crianca teve peso e comprimento aferidos de acordo com o método descrito
a seguir.

As medidas de peso e comprimento infantis foram obtidas a partir da média de trés
medidas realizadas em cada um dos pontos de acompanhamento no pds-parto (M1-M3). O peso
da crianga foi mensurado em gramas (g), com ela despida e em decubito dorsal, utilizando-se
balanca pediatrica digital SECA 376 (Seca, Hamburgo, Alemanha) com precisdo de 10 g e
capacidade de 15 kg.

O comprimento foi aferido em centimetros (cm), utilizando-se infantometro SECA 416
(Seca, Hamburgo, Alemanha) com precisdo de 1 mm e campo de uso de 10 até 100 cm. A
medida foi realizada com a crianga usando apenas fralda e em posi¢do de decubito dorsal
encostando todo o corpo na superficie do equipamento. A cabega da crianga era posicionada de
forma que a parte mais alta do cranio estivesse encostada na parte fixa do infantdmetro
(seguindo o plano de Frankfurt), joelhos estendidos e com os calcanhares em um angulo de 90°
(LOHMAN; ROCHE; MARTORELL, 1988).

A definicdo dos escores-z das criangas acompanhadas foi realizada com auxilio do
software WHO Anthro (http://www.who.int/childgrowth/software/en/) e classificadas de

acordo com as defini¢des propostas pela OMS.

6.6.2.2 Administracao da dose de deutério e coleta de saliva

Ap0s a realizacdo da antropometria materna e infantil, foi administrado as participantes,
por via oral, uma dose de 30g de dgua deuterada (99,8% de pureza; Sigma-Aldrich, Canada),
pesada utilizando uma balanga analitica calibrada (Marte AD3300, Sao Paulo, Brasil). A 4dgua
deuterada era adicionada a um frasco plastico limpo e seco com uma tampa vedadora para evitar
que houvesse vazamento de liquido ao se agitar o frasco. A dose era ingerida pela mae
utilizando-se um canudo. Ap6s a administragao da dgua deuterada, 25 mL de 4gua potavel eram

adicionados ao frasco dosador e este era vertido repetidas vezes, para remo¢ao completa de
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qualquer resido do is6topo, e ofertado novamente a mae. Este procedimento era realizado por
trés vezes para garantir a ingestdo completa da dose. Em seguida a mae era orientada a manter
a amamentagdo como de costume para que a crianga recebesse o deutério por meio da ingestao
do leite materno.

As amostras de saliva materna e infantil eram coletadas nos dias 0, anteriormente a
administracdo da dose de deutério, e posteriormente nos dias 1, 2, 3, 4, 13 e 14. Para proceder
a coleta de saliva era certificado que as participantes nao tivessem ingerido nenhum alimento
solido ou liquido nos 30 minutos anteriores a coleta. Eram coletados pelo menos 0,5 mL de
saliva, utilizando-se pequenos pedagos de algoddo que eram comprimidos em seringas de 10
mL para liberagdo da saliva em criotubos estéreis. Estas amostras eram armazenadas
imediatamente a -80° e mantidas nesta temperatura até seu envio para analise. Mais detalhes do

protocolo de coleta podem ser encontrados no Anexo C.

6.6.2.3 Analise laboratorial e planilha de célculo

O enriquecimento de is6topos nas amostras de saliva foi determinado por meio de
Espectroscopia de Infravermelho com Transformagdo de Fourier (Fourier Transform Infrared
Spectrometry, FTIR) (4500t FTIR, Agilent Technologies, Santa Clara, EUA), pelo St. Jhon'’s
Research Institute, india. Anteriormente a medigdo, procedia-se a calibragio do equipamento
utilizando-se solucdo padrdo de 1000 mg/kg (ppm) preparada gravimetricamente por meio da
dilui¢do do D>O com agua potavel local. A faixa de enriquecimento utilizada variou de zero
(abundancia natural de deutério na adgua potavel) a 2000 ppm (concentragdo superior aquela
que pode ser encontrada na saliva humana mesmo ap6s administracao de doses convencionais).
O controle de qualidade das analises foi feito por meio da calibragao didria do FTIR ao inicio e
ao final de cada dia de andlise.

Os espectros infravermelhos foram medidos na faixa de 2300 a 2900/cm. A magnitude
da resposta obtida pelo FTIR foi deduzida da curva de absor¢ao de deutério por um algoritmo
(software Isotope) desenvolvido pelo Medical Research Council (Human Nutrition Research,
Cambrigde, Reino Unido) e transformado em partes por milhdo (ppm). Para a leitura das
amostras de saliva pds-dose, a saliva coletada no Dia 0 foi considerada como o valor de
referéncia para descontar o deutério naturalmente presente no individuo analisado.

As curvas de enriquecimento foram geradas a partir dos dados de deutério obtidos nas

amostras de saliva e do tempo decorrido apds a administracdo do isdtopo as maes. As curvas
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foram ajustadas usando a fun¢do “Solver” do Microsoft Excel (Figura 4) e a partir de equagdes

especificas foi estimado a ingestdo média de leite materno.

Figura 4 — Enriquecimento de deutério na 4gua corporal materna e infantil.
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Nota: Os simbolos (e crianga ¢ A mde) representam as medidas de enriquecimento de deutério.
Fonte: IAEA (2010a) (tradugdo da autora).

6.6.2.4 Calculo de estimativa de volume de leite materno

A ingestdo do leite materno pela crianga pode ser calculada ajustando-se os dados de
enriquecimento de deutério ao modelo de transferéncia de dgua mae-filho. Em estado de
equilibrio a transferéncia da 4gua materna ¢ dada pela seguinte equacao:

E‘m(t) _ Em(O) e—(K‘mm)t

Em que:
Em) € o enriquecimento do is6topo na agua corporal materna no tempo t, em mg/kg ou
ppm;
t € o tempo decorrido desde a administra¢do do is6topo, expresso em dias;
Em(o) € 0 enriquecimento de is6topo na amostra no tempo 0, expresso como mg/kg™!;
Kmm € a fracdo da 4gua corporal materna eliminada, expressa em kg/d (gradiente de

eliminagao do is6topo).

Para a crianga, o célculo segue a seguinte equacao:
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Fbm) e—(Kmm)t_ e(FL;)t

E =FE (
b(t) m(0) v, (@) "
Vb mm

Em que:

Eb) € 0 enriquecimento do is6topo na agua corporal da crianga no tempo t, expresso em
mg/kg;

t € o tempo decorrido desde a dose ingerida pela mae, expresso em dias;

Em(0) enriquecimento do is6topo na dgua corporal materna no tempo 0, expresso em
mg/kg ou ppm;

Fom fluxo de transferéncia da 4gua da mae para a crianca por meio do leite materno,
expresso em kg/d;

V4 € 0 espago total de distribui¢do de is6topo na crianga, expresso em kg

Vb = 0,84 x peso infantil em kg®®? (0 método se baseia na suposicdo de que Vp

¢ modificado de forma linear com o peso da crian¢a ao longo do periodo de estudo).

Kmm € a fracdo da agua corporal materna renovada, expressa em kg/d (gradiente de
eliminagao do is6topo).

Fub perda total de dgua pela crianga, expressa kg/d.

Para estimar o VLM ingerido pela crianga foi utilizada a seguinte equagdo, assumindo

que o leite € composto por 87,1% de dgua:

M :Fb—m
0,871 kg/d

As medidas foram expressas em kg/d e posteriormente convertida em g/dia, pela
multiplicagdo do resultado por 1000. A medida de gramatura do leite por dia (g/d) foi
considerada como equivalente a mL/dia, baseando-se na densidade do leite humano de 1,03

g/mL (KENT; PERRELLA; GEDDES, 2021).

6.6.3 Analise de volume de leite de 24 horas — método de pesagem
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Na Dinamarca, a estimativa do VLM ao longo das 24 horas foi conduzida por meio do
método de pesagem ao longo de todo o acompanhamento pos-parto (M1-M3). Para proceder-
se este método, foram disponibilizadas pelo projeto balancas pediatricas (ADE M101000-01;
ADE GmbH & Co., Hamburg, Alemanha), com precisao de 5g para pesos <10 kg e de 10g para
pesos >10kg, para que as participantes registrassem, em casa, informagdes referentes a 24 horas
da rotina de amamentagdo. As maes eram orientadas a pesar o bebé (gramas) imediatamente
antes e logo ap6s o término de cada sessao de amamentagao, registrando esses pesos no didrio
impresso entregue pela equipe de pesquisa. A diferenca entre o peso pré- e pés-amamentagao
fornecia a estimativa do VLM consumido naquele episodio especifico. Além disso, era
necessario anotar a duragdo exata de cada episdédio em minutos e indicar qual a mama ofertada
(esquerdo ou direito). Esse registro detalhado servia para capturar com precisao os dados de
ingestdo de leite ao longo do dia.

Caso ocorresse de o bebé regurgitar proximo ao horario da sessdo de amamentagao, esse
evento deveria ser registrado, especificando se a regurgitagdo havia ocorrido antes ou depois
das pesagens. Esta informacao era utilizada para correcdo de possiveis variacdes que afetariam
a estimativa do volume de leite.

Para garantir a precisao do método, o bebé deveria estar com a mesma roupa e fralda
nas duas pesagens, para assegurar que mudangas de vestimenta ou fraldas nao influenciassem
o peso registrado. Se a mae adormecesse durante a amamentacao, ao despertar, deveria pesar o
bebé imediatamente e anotar o horario e o peso. Adicionalmente, caso de o bebé consumisse
outros alimentos durante o periodo de observacdo, essa informacdo deve ser registrada
separadamente, no sistema eletronico MyFood24 (https://www.myfood24.org/). Ao final, a
estimativa diaria do volume total de leite foi obtida pela soma das diferengas entre os pesos de
cada sessao de amamentagao.

Medi¢des de ingestdo superiores a 400 g ou com valores negativos foram consideradas
outliers e excluidas da analise. Registros com mais de trés sessdes de amamentagdo ausentes
foram desconsiderados, enquanto registros com até trés sessoes ausentes foram ajustados
utilizando o método de imputagdo hot deck, no qual pesos de sessdes vizinhas do mesmo bebé
foram utilizados para preencher as lacunas. Além disso, foi aplicado uma adig¢@o de 5% sobre

o volume final, para considerar a perda de agua que ocorre durante a amamentag¢dao (FAO;

CONSULTATION, 2001).

6.6.4 Covariaveis
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Artigo 1

a) Fatores sociodemograficos
Um questionario estruturado foi aplicado na linha de base da coorte (AN) para coletar
dados sociodemograficos e reprodutivos, incluindo: idade materna (anos), estado civil (solteira
ou casada/mora com companheiro), grau de escolaridade materna (em anos), paridade
(primipara ou multipara), renda familiar total (R$), ocupacdo materna (empregada ou
desempregada), raca/cor da pele autodeclarada (branca, preta, parda ou outra, branca, preta,
parda ou outra, sendo esta ultima categoria abrangente para participantes que se identificaram

como amarelos ou indigenas).

b) Informagdes sobre o nascimento e sobre o aleitamento materno
Um questiondrio estruturado foi aplicado na visita C para coletar informagdes acerca do
nascimento como tipo de parto (cesareo ou vaginal) e sexo da crianca (masculino ou feminino).
O tipo de aleitamento materno foi classificado de acordo com as defini¢des recomendadas pelo
Ministério da Satde (BRASIL, 2015; WHO, 2008) ao longo de todos os pontos de
acompanhamento (aleitamento materno exclusivo e aleitamento materno predominante ou

complementado).

Artigo 2

a) Fatores sociodemograficos
Um questionario estruturado aplicado durante a AN coletou os seguintes dados: idade
materna (anos), estado civil (solteira ou casada/mora com companheiro), paridade (primipara

ou multipara), ocupacdo materna (empregada ou desempregada).

b) Informagdes sobre o nascimento
Um questiondrio estruturado foi aplicado na visita C, em visita presencial ou por meio
de ligacao telefonica, para coletar informagdes acerca do tipo de parto (cesareo ou vaginal) e

sexo da crianga (masculino ou feminino).

¢) Estado nutricional antropométrico infantil
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Durante a visita M1, o célculo do escores-z de peso-para-idade (P/I) das criangas foi
realizado a partir do peso (kg) e do comprimento (cm) aferidos durante a visita, e classificado

de acordo com as defini¢des da OMS.

6.7 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica contou primeiramente com a avaliacdo da distribuicao dos dados
por meio de histogramas, graficos de dispersao e a normalidade utilizando-se o teste de Shapiro-
Wilk. As andlises descritivas incluiram medidas de tendéncia central e dispersdo (média e
desvio-padrao para variaveis com distribuicdo normal e mediana e intervalo interquartilar para

as ndo-paramétricas). Os dados categéricos foram apresentados como frequéncias.

6.7.1 Artigo 1

A distribui¢do das variaveis continuas foi testada com base na inspe¢do visual de
histogramas, graficos de dispersdo e medidas de assimetria e curtose. As caracteristicas basicas
da amostra foram apresentadas como média e desvio padrdo (DP) para varidveis normalmente
distribuidas; mediana para varidveis assimétricas; frequéncias absolutas (n), frequéncias
relativas (%) ou intervalos interquartis para variaveis categoricas. Para a avaliagdo da
plausibilidade da suposicao de que os dados eram faltantes completamente ao acaso, foram
utilizados os testes de Mann-Whitney, Qui-quadrado e o Teste t. A analise contou com a
comparagao das caracteristicas das participantes que tiveram analise de composi¢@o corporal
em todos os pontos com aquelas que tiveram perda de seguimento em algum ponto do estudo.

As variaveis antropométricas maternas (desfechos) foram expressas em percentual
(%MG), quilograma (MG e MLG) e kg/m? (IMC). Para avaliar as medidas de %MG, MG e
MLG implausiveis, foi realizada uma inspe¢ao visual de graficos Box-Plot e histogramas em
cada onda de acompanhamento. Foram consideradas medidas extremas aquelas que excediam
os pontos de corte de escore-z (a 3 DP da média). Adicionalmente, foi aplicada uma abordagem
longitudinal para avaliar mudangas implausiveis ao longo do tempo, seguindo a metodologia
descrita por Boone-Heinonen et al. (2019). Essa abordagem permite remover apenas a
observagao considerada atipica para o individuo. Todos os valores implausiveis identificados

foram corrigidos com base nos registros nos prontuarios da participante.
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As médias dos valores de composicao corporal e do IMC materno foram descritos ao
longo do tempo considerando as semanas do periodo pds-parto (1 a 8,5 meses). Mudangas na
média dos componentes corporais maternos ¢ IMC entre os fatores maternos (idade materna,
paridade, renda familiar, IMC pré-gestacional) e infantil (sexo da crianga) em cada visita do
estudo (M1-M3) foram investigadas usando ANOVA de medidas repetidas. Adicionalmente,
modelos lineares longitudinais de efeitos mistos (Longitudinal mixed-effect models, LME)
foram ajustados para descrever as variagdes temporais de cada desfecho. Estes modelos
incluiram o tempo (semanas pos-parto) como termo de interagdo. Os mesmos estimaram 0s
coeficientes B e forneceram uma estimativa combinada das associagdes entre os participantes e
dentro dos participantes ao longo do tempo. A linearidade foi avaliada por meio de polindmios
fracionarios de regressdo descritos por Royston e Altman (1994), e ndo foram necessarias
transformagdes para as varidveis desfechos. Os efeitos principais foram considerados
estatisticamente significativos quando os valores de p eram <0,05. Graficos de residuos de
Pearson foram construidos para avaliar a linearidade ¢ a homoscedasticidade dos modelos, e
graficos quantil-quantil para a verificagdo da normalidade dos residuos.

Modelos LME também foram utilizados para investigar qual fator de exposi¢do seria
preditor das mudangas em cada um dos desfechos. A primeira etapa desta analise contou com
a construcao de modelos bivariados de efeitos mistos, empregados para testar a associagao entre
os fatores materno-infantil e as mudangas nos parametros de composi¢do corporal e IMC ao
longo do tempo. A selecdo destas varidveis se deu com base no modelo tedrico construido e na
plausibilidade bioldgica da hipdtese da associagdo entre os fatores de exposi¢do (IMC pré-
gestacional, renda, paridade, tipo de parto e sexo da crianga) e os desfechos selecionados
(composicao corporal e IMC maternos), sendo incorporadas aos modelos LME finais apenas
aquelas que apresentaram associacdo significativa (p <0,20) (HOSMER; LEMESHOW;
STURDIVANT, 2013) nos modelos bivariados.

As interagdes entre os fatores maternos e infantis € o tempo (semanas pos-parto) foram
testadas para avaliar se a inclinagdo na composi¢ao corporal materna e no IMC ao longo do
tempo diferiram com base nos fatores materno-infantis (IMC pré-gestacional, renda familiar,
paridade, idade materna, tipo de parto e sexo do bebé&). Os modelos foram ajustados
individualmente por fatores de confusdo especificos (por exemplo, paridade, renda familiar,
idade materna e IMC pré-gestacional). A significancia estatistica para os termos de interagao
foi considerada para p <0,10, conforme recomendado anteriormente (ALTMAN; BLAND;

ALTMAN, 2003). Foram construidos graficos de interacdo contendo previsdes longitudinais e
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intervalos de confianga de 95% para representar as trajetorias de composi¢ao corporal e IMC
de acordo com os fatores materno-infantis.

Apenas resultados estatisticamente significativos foram apresentados usando graficos
de interacdo e tabelas suplementares. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o
software estatistico Stata (StataCorp), versao 15.0, e o software R (pacote /me4), versdo 4.3.2

(The R Foundation).

6.7.2 Artigo 2

Todas as variaveis continuas foram avaliadas quanto a normalidade por inspec¢ao visual
de histogramas, assimetria, curtose e o teste de Shapiro-Wilk. As estatisticas descritivas foram
apresentadas como média + DP para varidveis com distribuicdo normal e mediana (intervalo
interquartil, IQR) para variaveis assimétricas. As frequéncias absolutas (n) e relativas (%) foram
calculadas para varidveis categoricas.

Valores implausiveis de VLM foram avaliados por meio de inspe¢ao visual de box plots
e histogramas para cada visita, além de uma andlise longitudinal das mudang¢as ao longo do
tempo, seguindo a metodologia de Boone-Heinonen et al. (2019). Quatro observagdes foram
removidas: duas do Brasil e duas da Dinamarca. Para verificar a viabilidade de combinar dados
de ambos os locais, uma andlise de covaridancia (ANCOVA) foi realizada em cada visita,
ajustando para a idade da crianca em dias. Os resultados indicaram uma diferenca
estatisticamente significativa entre o Brasil e a Dinamarca no ltimo ponto de acompanhamento
(M3) (dados ndo apresentados). Devido a incerteza sobre se essa diferenca resulta de
caracteristicas populacionais ou disparidades nos métodos de estimativa de VLM, foram
construidos modelos separados, para assegurar analises robustas e resultados validos.

A abordagem de modelos de curvas de crescimento latentes (Latent growth mixture
model, LGMM) foi utilizada para identificar padrdes distintos de VLM ao longo do tempo,
capturando a heterogeneidade dentro das subpopulagdes. Este método revela subpopulagdes
ndo observadas, permitindo a representacdo de mudancas longitudinais e a exploragdo de
diferencgas entre esses subgrupos latentes (WANG; HANGES, 2011). As trajetorias de VLM
foram modeladas com uma variavel latente continua, enquanto variaveis latentes categoricas
(classes) representaram subpopulacdes distintas. As trajetorias de classes latentes foram
ajustadas separadamente para cada pais, considerando potenciais diferengas nos padrdes e

métodos de estimativa de VLM entre as populagdes.
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A andlise dos dados foi conduzida em quatro etapas para identificar as classes latentes
e investigar os perfis de composicao corporal materna associados a essas trajetorias. Primeiro,
as trajetorias de volume de leite foram modeladas, e formas lineares ¢ polinomiais foram
testadas para determinar o modelo mais apropriado. Segundo passo contou com a defini¢ao do
numero ideal de classes, comparando modelos com 2 a 9 categorias, selecionando-se 0o LGMM
de melhor ajuste com base no menor Critério de Informacdo de Akaike (Akaike Information
Criterion, AIC), valores altos de entropia (RAM; GRIMM, 2009) e propor¢cao em que cada
classe de pelo menos 5% da coorte (NYLUND; ASPAROUHOV; MUTHEN, 2007).
Trajetorias distintas foram nomeadas de acordo com suas caracteristicas visuais (“Maior” e
“Média” produgao).

Na terceira etapa, modelos de regressdo logistica foram aplicados para estimar as
associagoes entre a adiposidade materna em M1 (MG e IMG) como exposicdo e as classes de
VLM como desfecho. Os modelos foram testando sem ajuste, bem como ajustados para um
conjunto de covaridveis (idade materna, sexo do bebé, idade do bebé, IMC pré-gestacional,
paridade e score-z de P/I), escolhidas a priori com base em evidéncias tedricas de potenciais
associagoes entre adiposidade materna e VLM. Os modelos estimaram razdes de chances (OR)
com intervalos de confianga de 95% (I1C95%). Na etapa final, a multicolinearidade foi
verificada usando um limite de fator de inflagdo da variancia (VIF) de 10 (KIM, 2019), e os
residuos dos modelos foram avaliados pelo teste do qui-quadrado de Pearson. A significancia
estatistica foi definida como p < 0,05.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas usando o software Stata (StataCorp,

versao 15.0) e o software R (pacote lcmm, versdo 4.3.2, The R Foundation).

6.8 ASPECTOS ETICOS

No Brasil, o projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Maternidade Escola da UFRJ (1.948.992, 2.769.611, 4.449.007), pelo CEP da Secretaria
Municipal de Satde do Rio de Janeiro (2.100.255) e pela Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa (CAAE 64767717.4.3001.5279). Na Dinamarca, todos os procedimentos foram
aprovados pelo Comité Dinamarqués de Etica em Pesquisa Biomédica (H-17015174). Todas as
atividades da pesquisa seguiram as orientacdes da Declaracdo de Helsinki e da Resolucao

466/2012 da Comissido Nacional de Etica em Pesquisa (BRASIL, 2012).
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7 RESULTADOS

A sec¢ao de resultados apresentada os dois produtos da tese. O primeiro, ¢ intitulado
“Predictors of longitudinal changes in body composition and BMI in Brazilian lactating women
during the first 8.5 months postpartum”, o qual explorou os preditores das trajetérias da
composi¢ao corporal e IMC maternos durante os primeiros 8,5 meses pOs-parto na amostra
brasileira. O mesmo segue a formatagao segundo as orientagdes da revista ao qual foi submetido
para apreciacdo, British Journal of Nutrition (fator de impacto 2023: 3.0 e Qualis Periodicos
Al para area de Nutri¢do), e aguarda o escore dos revisores.

O segundo produto tem como titulo “Maternal adiposity and breast milk volume in
Brazilian and Danish lactating women: The Mothers, Infants, and Lactation Quality Study
(MILQ)”, e teve como objetivo investigar a associacao da adiposidade corporal materna com
as trajetorias de volume de leite materno, considerando dados das coortes brasileira e
dinamarquesa pertencentes ao projeto MILQ. O mesmo estd em processo de refinamento de
escrita e pretende-se submeté-lo a American Journal of Clinical Nutrition (fator de impacto

2023: 6,5 e Qualis Periodicos Al para area de Nutrigao).
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7.1 ARTIGO 1

Predictors of longitudinal changes in body composition and BMI in Brazilian lactating

women during the first 8.5 months postpartum

Campos, Adriana Divina de Souza Campos

Short title: Predictors of body composition in lactation

Keywords: maternal body composition; lactation; prospective study; postpartum period;

maternal BMI.

Abbreviations

BC - body composition; BF — body fat; FM — fat mass; FFM — fat-free mass; BMI — body mass
index; LME - Longitudinal mixed-effect model; BIA — bioelectric impedance; MILQ — “The
Mothers, Infants, and Lactation Quality” study; HM — human milk; EBF — exclusive
breastfeeding; non-EBF — non-exclusive breastfeeding; ppBMI — pre-pregnancy BMI; SD —
standard deviation; CI — confidence interval;, ANOVA - analysis of variance; IQR -

interquartile ranges.
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ABSTRACT

Pregnancy and lactation change women’s body composition (BC), but few longitudinal studies
have investigated postpartum BC trajectories. We aimed to investigate maternal and infant
predictors of maternal body fat (BF), fat mass (FM), fat-free mass (FFM), and body mass index
(BMI) trajectories during lactation. Longitudinal study with 234 of Brazilian mother-infant
dyads followed at 1.0-3.49, 3.5-5.99, and 6.0-8.5 months postpartum. Maternal BC was
estimated using bioelectrical impedance at all follow-up points. Longitudinal mixed-effects
models with interaction terms with time (weeks postpartum) were employed. FFM declined
significantly over weeks postpartum (f = -0.02 kg; 95% CI -0.03, -0.01). Pre-pregnancy
overweight women experienced an increase in all body components (BF: f =4.91 %, 95% CI
3.79, 6.04; FM: B =6.46 kg, 95% CI1 5.26, 7.67; FFM: B =3.72 kg, 95% CI 2.80, 4.65) and BMI
(B = 4.51 kg/m?, 95% CI 3.91, 5.12). Multiparous women showed BMI increases (f = 0.76
kg/m?, 95% CI 0.11, 1.41); and those who delivered by caesarean had FFM (B = 1.87 kg, 95%
CI1 0.67, 3.07) and BMI (B = 1.39 kg/m?, 95% CI 0.61, 2.18) increases. Women who birthed
girls had reductions in FM (B =-1.24 kg, 95% CI -2.41, -0.07) and FFM (B =-0.93 kg, 95% CI
-1.84, -0.01). Interactions occurred between maternal age >30 years, higher family income,
multiparity, and infant sex for BC and BMI trajectories. Maternal age, pre-pregnancy BMI,
parity, family income, mode of delivery, and infant sex predict maternal BC and BMI

trajectories.
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Introduction

Globally overweight affects over 2.5 billion adults aged 18 years and older, including
890 million adults living with obesity in 2022 V). The increasing number of women of
reproductive age with overweight or obesity is of particular concern, with an estimated 39
million pregnant women affected in 2014 @, In 2019, 63.3% of adult Brazilian women were
classified as overweight, and 30.2% as obese . Additionally, pre-pregnancy overweight
increased from 22.6% to 28.8% and obesity from 9.8% to 19.8% between 2008 and 2018 .

Pregnancy and the postnatal period represent vulnerable phases in women’s lives,
characterized by changes in body weight and body composition (BC) ©~7. Typically, pregnancy
leads to increased body fat (BF), followed by a decrease during the third trimester and lactation
®_ However, these changes vary among populations, with fat depletion observed across
pregnancies in nutritionally stressed populations and steady accumulation in well-nourished
sedentary populations ©-19.

The body mass index (BMI) is the most widely used indicator for assessing nutritional
status in surveys and healthcare systems, despite its limitation in distinguishing between fat
mass (FM) and fat-free mass (FFM) UD. BC can be determined using bioelectrical impedance
analysis (BIA), a non-invasive, fast, and low-cost method . In addition, BC assessment
during lactation seems to be an essential indicator of maternal nutritional status, which is central
to the overall health of the mother and child 1%

Evidence suggests that parity (¥, delivery mode (¥, maternal age ¢, and
socioeconomic conditions (7 are associated with changes in maternal BC. However,
longitudinal studies exploring factors associated with postpartum changes in maternal BC and
maternal BMI among lactating women are limited. To our knowledge, this is the first study to
investigate the role of maternal and infant factors associated with trajectories of maternal BC

and BMI within the first 8.5 months postpartum within the Brazilian population.
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Methods

Study design and participants

The present study is a secondary study based on a subsample from the “The Mothers,
Infants, and Lactation Quality (MILQ)” study (Clinical trial registration: NCT03254329,
https://clinicaltrials.gov/study/NCT03254329), an international multi-center cohort study
conducted in Bangladesh, Brazil, Denmark, and The Gambia. The MILQ study was designed
to establish reference values for micro- and macronutrient concentrations in human milk (HM)
across the first 8.5 months postpartum. The sample size of 250 women per country and time
period was designed to detect differences of 0.25/0.3 SD with 80%/90% power. Detailed
information about the MILQ study protocol can be found elsewhere !®. The current analyses
included data only from Brazil.

The participants were recruited from a public hospital in Rio de Janeiro and were
enrolled during the third trimester of pregnancy (>28th week of gestation) or immediately after
delivery (AN). Participants underwent four visits throughout the study period: one at 2472
hours postpartum (C), followed by three scheduled visits at specific time intervals: 1.0-3.49
months (M1), 3.5-5.99 months (M2), and 6.0—8.5 months postpartum (M3). The data collection
in Brazil occurred from January 2018 to March 2022 and included an interruption of six months
in recruitment due to the COVID-19 pandemic.

The data collected during the three scheduled visits (M1-M3) included height, weight,
and maternal BC measurements. Additionally, questionnaires were used to collect birth details,
sociodemographic characteristics, maternal and infant health conditions, and breastfeeding
practices at visit C and M1-M3.

This study was conducted according to the guidelines laid down in the Declaration of

Helsinki and all procedures were approved by the National Commission for Research Ethics
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(2.086.708, 2.875.218, 4.865.685, approved on 29 May 2017), the Research Ethics Committees
of the Maternity School of Rio de Janeiro Federal University (1.948.992, 2.769.611, 4.449.007,
approved on 06 March 2017); and the Municipal Secretary of Health and Civil Defence of the
State of Rio de Janeiro (2.100.255, approved on 05 June 2017), Brazil; Project number:

64767717.4.0000.5275. Written informed consent was obtained from all participants.

Eligibility criteria and subjects

Maternal inclusion criteria comprised being free of chronic or infectious diseases, age
18-40 years, with a pre-pregnancy BMI (ppBMI) between 18.5 and 29.9 kg/m?; a height >145
cm, and hemoglobin >100 g/L during the third trimester of pregnancy. Mothers should be non-
smokers and should not have used vitamin or mineral supplementation during the third trimester
of pregnancy and postpartum follow-up, except for iron and folic acid, as recommended by the
Brazilian governmental guidelines !°). Additionally, they were expected to have a low
consumption of fortified foods, not have a regular alcohol intake >30 g per week, and not follow
a vegan or macrobiotic diet. Women were excluded if they had any chronic diseases or
developed medical conditions relevant to the study (e.g., gestational diabetes or pre-eclampsia)
and if they discontinued exclusive breastfeeding (EBF) before M1. The infant's inclusion
criteria comprised being singleton and born at term (> 37 and < 42 gestational weeks) with a
birth weight between 2500 and 4200 g, and without congenital malformations that interfere
with feeding, growth, or development. Infants were excluded if they had a z-scores < -2 for
length-for-age, weight-for-age, or weight-for-length according to the World Health
Organization Child Growth Standard *”; no EBF at M1 or if breastfeeding was discontinued
entirely at any of the follow-up timepoints.

A sample of 494 mother-infant dyads was initially recruited at the study’s baseline (AN).

Subsequently, a total of 34 dyads were excluded: 10 due to pre-term (<37 gestational weeks) or
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post-term (>42 gestational weeks) births, 17 due to birth weight <2500 or >4200 g, two due to
congenital malformations, and 10 due to maternal medical issues. Additionally, 32 dyads
dropped out of the study due to COVID-19, moved away, failed to attend the visit, and the end
of the study. As a result, 428 dyads were assessed at C. At M1, 106 dyads were further excluded:
90 due to non-EBF, five due to maternal alcohol consumption above the pre-specified limit, 11
due to z-scores < -2, six due to maternal supplement intake, and two due to serious infant illness.
Another 87 dyads dropped out due to COVID-19, moved away, failure to attend the visit,
project end, infant died or other reason. It is important to note that some women were excluded
based on multiple criteria. For the present analyses, only women who had BC evaluated at least

once during the follow-up visits were included (n = 234) (Figure 1).

Maternal anthropometry and body composition

The ppBMI was calculated as weight divided by the square of height (kg/m?) based on
the pre-pregnancy weight and height data recorded in the pregnancy booklet. Maternal height
was measured in triplicate during M1 using a fixed digital stadiometer SECA 264 (Seca,
Hamburg, Germany) with a precision of 1 mm. The data used was based on the mean of the
three measurements. The postpartum weight retention was calculated as the difference between
weight at each follow-up visit and pre-pregnancy body weight.

Mothers had their body weight and BC measured during all follow-up visits using the
Tanita MC-780U instrument (Tanita Corporation, Arlington Heights, USA). The instrument
has a precision of 100 g and a capacity of 270 kg. The BC was assessed after ensuring
participants had fasted for at least three hours and had not consumed large meals or engaged in
intense physical activity in the past 12 hours. Women were also asked to empty their bladder
before performing the exam. The first step comprised entering the sex, age, and height data into

the device. Subsequently, the participant stood barefoot on the four electrodes of the scale
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platform, wearing minimal clothes and without metal objects (earrings, rings, necklaces,
bracelets). Straps with integrated electrodes were held in both hands, and the participants’ arms
remained relaxed by their sides until the results appeared on the equipment’s display. The

internal Tanita algorithm estimated measurements of BF percentage, FM, and FFM in kg.

Sociodemographic, anthropometric, and health data collection

A structured questionnaire was administered at AN to collect sociodemographic and
reproductive data, including maternal age in years (categorized in <19, 20 to 29, and >30 years),
marital status (single or married/cohabiting), maternal education (schooling years), parity
(primiparous or multiparous), total family income per month (USS$, categorized in quartiles),
maternal occupation (employed or unemployed), and self-reported skin color (white, black,
mixed, and other). Pre-pregnancy BMI was classified as normal weight (18.5-24.9 kg/m?) or
overweight (25.0-29.9 kg/m?). At C, another structured questionnaire was administered to
collect details about the birth, such as the mode of delivery (caesarean section or vaginal) and
the infant’s sex (male or female). The type of breastfeeding was classified according to WHO

guidelines ! at all follow-up points as EBF or partial breastfeeding.

Statistical analysis

The distribution of all continuous variables was assessed based on the visual inspection
of histograms, skewness, and kurtosis measurements. Summary statistics were calculated as
mean and standard deviation (SD) for normally distributed variables, median and interquartile
ranges (IQR) for skewed variables, and absolute (n) and relative frequencies (%) for categorical
variables. To assess whether data were missing completely at random, we compared the
characteristics of women who completed all follow-up visits with those who missed any visit

using the Mann-Whitney U test, chi-square test, and t-test, as appropriate.
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BF, FM and FFM, and BMI were the outcomes. BF, FM, and FFM implausible values
were evaluated using a visual inspection of box plots and histograms for each visit. Extreme
measures were considered when they exceeded the z-score cut-off points (at 3 SDs from the
mean). Moreover, a longitudinal approach was applied to assess implausible changes over time,
following the methodology described by Boone-Heinonen et al. (2019) 2. This approach
allowed us to identify only the specific data points considered outliers and not the entire record.
All identified outlier values were data entry errors and were corrected based on the project’s
follow-up records.

The mean values of BF, FM, and FFM were initially described over time considering
the visits (1.0-3.49, 3.5-5.99, and 6.0-8.5 months postpartum). Repeated-measures ANOVA
was used to compare the means of these outcomes across visits. Also, maternal factors (maternal
age, parity, family income, ppBMI) and infant sex were analyzed by ANOVA. Additionally,
longitudinal linear mixed-effects models (LME) were fitted to describe temporal variations for
each outcome. They included time (weeks postpartum) as the interaction term. These models
estimated P coefficients to provide a combined estimate of the associations between participants
and within participants over time. Linearity was assessed using regression fractional
polynomials described by Royston & Altman (1994) @3, No transformations were needed for
outcomes (BF, FM, FFM, and BMI). The main effects were considered statistically significant
when p-values were <0.05. Pearson residual plots were used to assess the linearity and
homoscedasticity, and quantile-quantile plots were used to check the normality of the residuals.

LME models were also used to investigate what exposure factors would predict changes
in each outcome. The first step in constructing these models was to apply bivariate mixed-
effects models assessing possible correlations between maternal and infant factors and the

changes in BC and BMI over time. Possible covariates were selected based on theoretical
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evidence of potential associations, and the final models included covariates with significance
at p <0.20 in the bivariate modeling ?%.

Interactions between maternal and infant factors and time (postpartum weeks) were
tested to evaluate if the slope in maternal BC and BMI over time differed based on maternal-
infant factors (ppBMI, family income, parity, maternal age, delivery mode, and infant sex). The
models were individually adjusted by specific confounders (e.g., parity, family income,
maternal age, ppBMI). Statistical significance for interaction terms was considered when
p<0.10 . Interaction plots containing longitudinal prediction and 95% confidence intervals
(95% CI) were constructed to depict BC and BMI trajectories according to the maternal-infant
factors.

Only statistically significant results are presented using interaction plots and
supplemental tables. Statistical analyses were performed using Stata statistical software
(StataCorp), version 15.0, and the R software (/me4 package), version 4.3.2 (The R

Foundation).

Results

Study design and participants

A total of 494 mother-infant dyads were recruited. However, only 234 mothers had BC
and anthropometry assessed in at least one follow-up visit: M1 (n = 217), M2 (n = 167), and
M3 (n=131) (Figure 1).

Sixty-two percent of the women were between 20 and 29 years, 75% had eight to 12
years of education, and 40.6% were classified as pre-pregnancy overweight (Table 1). The

women who completed all follow-ups (n = 110) and those who were classified as a loss of
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follow-up at any visit (n = 124) did not differ in their maternal and sociodemographic

characteristics (Supplementary Table 1).

Maternal body composition and BMI postpartum trajectories

The mean BMI fell 0.2 kg/m? (~0.8%) between 1 and 8.5 months (V2 to V4). BF decreased
by 0.1%, whereas FFM decreased by 0.3 kg (V2 to V4). Repeated-measures ANOVA showed
significant differences over time (V2 to V4). BF, FM, and FFM means differed across maternal
age categories and between those who had pre-pregnancy overweight and normal weight.
Additionally, multiparous women exhibited a higher mean BF compared to primiparous women
(V2 to V4) (data not shown in Table).

FFM reduced significantly throughout the study period, with a mean loss of 0.024 kg per
week (95% CI -0.03, -0.01; p<0.001). BMI also showed a borderline reduction of 0.009 kg/m?
(95% CI -0.01, 1.57; p = 0.05) per week. BF (95% CI -0.02, 0.02; p = 0.98) and FM (95% CI -

0.22, 0.02; p = 0.83) remained stable over time (Figure 2).

Factors associated with maternal body composition and postpartum BMI trajectories
Pre-pregnancy overweight women experienced a significant increase in the mean of all
assessed body components (BF: B =4.91 %, 95% CI 3.79, 6.04; FM: 3 = 6.46 kg, 95% CI1 5.26,
7.67; FFM: B = 3.72 kg, 95% CI 2.79, 4.65) and BMI (B = 4.51 kg/m?, 95% CI 3.91, 5.12)
throughout the study period compared to normal weight women. Multiparous women had a
greater BMI (B = 0.76 kg/m?, 95% CI 0.11, 1.41) than primiparous women, while those who
delivered by caesarean section, compared to vaginal delivery had greater FFM (B = 1.90 kg,
95% CI1 0.71, 3.10) and BMI (B = 1.39 kg/m?, 95% CI 0.61, 2.18). Women who gave birth to
girls experienced a reduction in the mean FM (B = -1.24 kg; 95% CI -2.41, -0.07) and FFM (B

=-0.89 kg; 95% CI -1.84, -0.01) compared with mothers who had delivered boys. Women in
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non-EBF had lower FFM (-0.26 kg; 95% CI -0.49, -0.03) over time than those in EBF (Table
2).

Women aged > 30 years had a greater increase in BF (Binteraction = 0.10%; 95% CI1 0.02,
0.19; p=0.01) and FM (Binteraction = 0.09 kg; 95% CI 0.00, 0.18; p = 0.03) per week throughout
the study period compared to those in the < 19 years group (Figure 3, Supplementary Table
2). Women from the highest income quartile at baseline exhibited a reduction in BF (Binteraction
=-0.06%; 95% CI -0.13, -0.00; p = 0.03) and an increase in FFM (Binteraction = 0.03 kg; 95% CI
0.00, 0.07; p = 0.02) per week compared to those in the lowest quartile (Figure 4,
Supplementary Table 3). Multiparous women showed an increase in BF (Binteraction = 0.06 %;
95% CI1 0.01, 0.10; p < 0.01) and FM (Binteraction = 0.05 kg; 95% CI 0.00, 0.10; p = 0.04) per
week compared to primiparous women (Figure 5, Supplementary Table 4). Additionally,
women who were overweight pre-pregnancy experienced a significant increase in BF (Binteraction
=0.04 %; 95% CI -0.00, 0.08; p = 0.08) per week compared to pre-pregnancy normal-weight
women (Figure 6, Supplementary Table 5). The mothers who delivered a girl had a more
pronounced increase in FFM (Binteraction = 0.03 kg; 95% CI 0.01, 0.05; p < 0.01) and BMI
(Binteraction = 0.01 kg/m?; 95% CI -0.00, 0.03; p = 0.09) per week compared to those who gave
birth to boys (Figure 7, Supplementary Table 6). Delivery mode and EBF status did not reveal
any significant interactions with changes in body composition and BMI over time

(Supplementary Tables 7 and 8).

Discussion

Our findings revealed that FFM and BMI had a significant reduction over the first 8.5
months of lactation. Moreover, pre-pregnancy overweight, multiparity, delivery by caesarean

section, infant sex, and no exclusive breastfeeding were associated with maternal BC and BMI
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changes. We also identified that maternal age >30 years, higher family income, multiparity,
pre-pregnancy overweight, and infant sex are factors that can modify the effect of time on
maternal BMI and BF, FM, and FFM.

The observed decrease in maternal BMI seems modest (~0.8%), but it holds clinical
significance, as even small reductions can have long-term health benefits. It is estimated that a
1% reduction in BMI could reduce the risk of obesity-related complications over 20 years 9.
Additionally, this reduction was expected since our cohort exclusively breastfed for at least 3.5
months and continued some breastfeeding until their final study visit (6-8.5mo). Similar results
have been observed in other studies with samples from Morocco ?7 and Turkey . Previous
findings from the literature have described that breastfeeding is a predictor of postpartum
weight loss %39, which contributes to the reduction in maternal BMI.

We observed a reduction in FFM in the study sample (0.720 kg on average from 4 to
34 weeks postpartum); however, we found no significant modification in BF and FM. Our
findings contrast with those reported in the literature, including data from Moroccan ¢ and
Swedish samples ¢, which observed a reduction in FM and an increase in FFM during the first
six months postpartum in lactating women. On the other hand, Rabi et al. (2021) @7, in another
Moroccan study which tracked breastfeeding women for a similar duration to our study, found
a significant reduction in Fat Mass Index (FMI) between the first and 12th months and in Fat-
Free Mass Index (FFMI) between the first and third months. These results confirm that the
metabolic demands imposed by lactation exhibit high variability (%,

The women who were overweight before pregnancy showed an increase in the mean of
all BC components and BMI over time. These findings agree with those observed in other
studies, where ppBMI has been linked to the pattern of maternal BF accumulation, distribution,
and retention 33, Previous literature has also demonstrated that women with pre-pregnancy

overweight experience slower and less weight loss compared to those with pre-pregnancy
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normal weight, while those with pre-pregnancy obesity gain weight. At one year postpartum,
regardless of lactation status, mothers with pre-pregnancy normal weight experience BMI
reduction, whereas those with pre-pregnancy obesity undergo BMI gain 9.

The mechanisms behind these variations in fat accretion among women starting
pregnancy with different BMIs remain unclear. However, it could be explained by differences
in insulin sensitivity and lipid metabolism during pregnancy ©%. In early pregnancy, women
undergo a decline in insulin sensitivity, leading to increased lipogenesis and fat storage to meet
energy requirements for maternal and fetal needs. As pregnancy progresses, insulin sensitivity
decreases, and women with less adipose tissue display a smaller overall reduction. In addition,
obese women show a negative correlation between reduced insulin sensitivity and increased
FM 9,

There are no studies describing that women who delivered through caesarean section
had an increase in postpartum BMI and FFM means over time compared to women who had a
vaginal delivery. However, the delivery mode has been associated with postpartum weight
retention, and its role in BMI trajectory can’t be ruled out 7. In a study that followed
primiparous women from delivery to three years after birth, it was observed that women who
gave birth through caesarean section were more likely to retain > 4.5 kg at the end of 12 months
postpartum compared to those who had a vaginal delivery ). In addition, the delivery mode is
also associated with a reduction in EBF duration ®*3%, which is recognized as a contributor to
postpartum weight loss “?. The sum of the greater risk of retaining weight with the early EBF
interruption may be the reason behind the positive association between caesarean delivery and
BMI trajectory.

The multiparous women experienced an increase in mean BF over time. They also
gained, on average, more FM per week than primiparous women. The available literature on its

association with maternal BC trajectory remains limited. A cross-sectional study including
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women from the United States revealed that well-nourished women tend to accumulate more
BF per reproductive cycle. Also, multiparous women had higher weights and increased body
mass and fat with age “Y. In contrast, a study comparing the BF trajectories between
primiparous and multiparous mothers, from pregnancy to 6-8 months postpartum, found that
primiparous had higher BF gains during pregnancy and were more likely to retain it after six
months of delivery !4, Additionally, current literature describes a positive association between

42)_its potential role as a risk factor for long-term obesity ¥, and postpartum

parity and ppBMI
weight retention “449. These results highlight the complexity of this variable being directly
associated with our outcomes, as it is also associated with other inter-conception factors that
influence changes in maternal BC in the postpartum period.

Interestingly, our study revealed that giving birth to girls predicts lower mean values of
FM and FFM over time. However, in terms of FFM, although these women had lower average
FFM, they gained slightly more FFM per week compared to mothers of boys. One possible
explanation for that result could be the different nutritional demands between sexes, which may
alter the composition of breast milk “®4”), Given that the mother’s nutritional status influences
breast milk composition “4%, the infant’s nutritional demands may influence changes in
maternal BC.

Interruption of EBF showed a negative association with FFM over time. This finding
aligns with those highlighting EBF as a predictor of overall postpartum weight reduction
(29.51.52) " which may reflect in decreased FFM. On the other hand, this result may also be partly
explained by the BIA analysis. Despite its widespread use, BIA is sensitive to hydration changes
during postpartum !®). Evidence shows that early introduction of complementary feeding or

non-nutritious liquids decreases breast milk production ¥, which BIA may estimate as a

reduction in FFM.
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Another finding is that women aged > 30 years had a more pronounced increase in the
BF and FM means per week than women aged < 19 years. This finding agrees with previous
studies conducted in different countries, even for shorter follow-up periods (:®*39, This result
likely reflects the biological aging of maternal adipose tissue, which may increase its efficiency
for energy storage as fat 6659,

The women in the highest income quartile experienced a greater decrease in BF per
week and an increase in the mean FFM per week compared to women in the lowest quartile.
Unexplored factors in this study such as food insecurity and poor maternal diet quality may
explain these results. It has been reported that postpartum food insecurity is associated with ~1
BMI unit increase at 12 months postpartum among overweight women ©° and negatively
affects FM, FFM, and abdominal skinfold thickness ©?. Additionally, lower socioeconomic
status and educational attainment are associated with poorer dietary patterns, including more
ultra-processed food consumption during pregnancy and postpartum ©V. In conjunction with
food insecurity, this poor diet quality elevates obesity risk 2. These disparities in health
determinants underscore the complexity of weight management during and after pregnancy.

This study’s main strength lies in its longitudinal design, which allows for assessing
maternal BC at three different time points. However, our work has some limitations. Firstly,
the BC data was obtained directly from the BIA equipment. The specific equations used by the
manufacturer were not disclosed, and these may not be validated for the early postpartum
period. It is well-documented that the hydration status of lactating women may take up to three
months to normalize !¥. Additionally, the amount of breast milk produced can potentially affect
the BIA accuracy. Furthermore, BIA methods may overestimate FM during lactation compared
to more precise techniques %, It is important to note that there are no longitudinal studies
comparing the use of BIA with another reference method that covers the time range of our

study. Another limiting factor is the lack of information on the participants’ physical activity
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levels, which is known to play a role in weight reduction.

In summary, we found that FFM and BMI decreased significantly over time.
Furthermore, multiparity, caesarean delivery, pre-pregnancy overweight BMI, giving birth to
girls, and no EBF appeared to be predictors of these changes. Maternal age, family income,
parity, and infant sex could also change the effect of time on BF, FM, FFM, and BMI
trajectories. While these results are intriguing, it is premature to infer causality or make
exaggerated claims based on our findings. Nevertheless, these results offer valuable insights
into the factors influencing postpartum body changes beyond breastfeeding. They also
emphasize the importance of considering multiple factors for managing maternal nutritional

status postpartum.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 — Flow chart of the final sample for the analysis of maternal body composition during
lactation of women followed in Brazilian MILQ cohort (n = 234).

Note: The circles intersections represent the women with BIA in one or more follow-up visits.
Only 110 dyads completed all visits. Exclusions between recruitment and C: pre- or post-term
(gestational age <37 or >42 weeks) (n = 10); LBW: low birth weight (<2.500g birth weight) (n
= 11); macrosomia: >4.200g birth weight (n = 6); congenital malformation (n = 2); maternal
medical issues: pre-eclampsia (n = 8) and gestational diabetes (n = 2). Exclusions between C
and M1: no exclusive breastfeeding (EBF) (n = 90); maternal alcohol intake >30mL per week
(n=15); z-scores < -2 for length-for-age, weight-for-age, or weight-for-length (n = 11); maternal
nutrient supplementation (n = 6); infant illness (n = 2). Exclusions at M2: discontinued
breastfeeding (n =9); maternal alcohol intake >30mL per week (n = 3); z-scores < -2 for length-
for-age, weight-for-age, or weight-for-length (n = 2). Exclusions at M3: discontinued
breastfeeding (n = 4); maternal alcohol intake >30mL per week (n = 2); z-scores < -2 for length-
for-age, weight-for-age, or weight-for-length (n = 2); maternal nutrient supplementation (n =
2); abnormal development according to ASQ-3 (n = 3). At M1: mothers who did not attend the
M1 for any reason (n = 17) but followed to next visits (15 of them returned to M2 and M3, and
2 returned only at M3). At M2, 10 mothers missed the visit for any reason, but returned to
cohort at M3. The reasons for dropout are: COVID-19, moved away, failure to attend the visit,
infant died, project end or other reason. *Some women were excluded based on multiple

criteria. ¥Only women with at least one BIA measurement during the follow-up were included.

Figure 2 — Longitudinal predictions of maternal body composition and Body Mass Index (BMI)

between 1 - 8.5 months postpartum, Brazil (n = 234).



92

Notes: Longitudinal linear mixed-effect models for each maternal body component and BMI
were performed. The beta coefficients () and 95% confidence intervals (95% CI) represents
body constituents (body fat, fat mass, and fat free mass) trajectories according to postpartum
weeks. (A) Body fat (%): B =-0.000 (-0.02, 0.02); p-value = 0.98. (B) Fat mass (kg): f = 0.002
(-0.22, 0.02); p-value = 0.83. (C) Fat-free mass (kg): B =-0.024 (-0.03, -0.01); p-value <0.001.
(D) BMI (kg/m?): B =-0.009 (-0.01, 1.57); p-value = 0.05. Number of observations: from 4 to
14 weeks (M1): n =217; from 15 to 24 weeks (M2): n = 167; from 16 to 34 weeks (M3): n =

131.

Figure 3 — Longitudinal predictions of maternal body fat (%) and fat mass (kg) between 1 - 8.5
months postpartum according to maternal ages, Brazil (n = 234).

Notes: Longitudinal linear mixed-effect models for maternal body components were performed.
Beta coefficients interactions (Pinteraction) and 95% confidence intervals (95% CI) were
estimated. These parameters were utilized to assess the effect of maternal age on the trajectory
of each body component. (A) Body fat (%): Pinteraction = 0.10 (0.02, 0.19); p-value = 0.01.
(B) Fat-free mass (kg): Binteraction = 0.09 (0.00, 0.18); p-value = 0.03. Number of observations
of body composition and BMI: from 4 to 14 weeks (M1): n=217; from 15 to 24 weeks (M2):
n = 167; from 16 to 34 weeks (M3): n = 131. Number of participants under 20 years old: n =
25. Number of participants between 20 and 29 years old: n = 145. Number of participants aged

30 years old or older: n = 64.

Figure 4 — Longitudinal predictions of maternal body fat (%) and fat-free mass (kg) between 1
- 8.5 months postpartum according to quartiles of total family income, Brazil (n = 234).
Notes: Longitudinal linear mixed-effect models for maternal body components were performed.

Beta coefficients interactions (Binteraction) and 95% confidence intervals (95% CI) were
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estimated. These parameters were utilized to assess the effect of family income (United States
dollar, USD) on the trajectory of each body component. (A) Body fat (%): Binteraction = -0.06
(-0.13, -0.00); p-value = 0.03. (B) Fat-free mass (kg): Binteraction = 0.03 (0.00, 0.10); p-value
= 0.02. Number of participants: from 4 to 14 weeks (M1): n=217; from 15 to 24 weeks (M2):
n = 167; from 16 to 34 weeks (M3): n = 131. Number of participants in 1st quartile (39 — 235
USD): n = 62. Number of participants in 2nd quartile (245 — 372 USD): n = 48. Number of
participants in 3rd quartile (374 — 490 USD): n = 57. Number of participants in 4th quartile

(509 — 2156 USD): n = 52.

Figure 5 — Longitudinal predictions of maternal body fat (%) and fat mass (kg) between 1 - 8.5
months postpartum according to parity, Brazil (n = 234).

Notes: Longitudinal linear mixed-effect models for maternal body components were performed.
The models were adjusted for family income and maternal age. Beta coefficients interactions
(Binteraction) and 95% confidence intervals (95% CI) were estimated comparing changes in
maternal body composition of multiparous to primiparous. These parameters were utilized to
assess the effect of parity on the trajectory of each body component. (A) Body fat (%):
Binteraction = 0.06 (0.01, 0.10); p-value < 0.01). (B) Fat mass (kg): Binteraction = 0.05 (0.01,
0.10), p-value = 0.04. Number of participants: from 4 to 14 weeks (M1): n = 217; from 15 to
24 weeks (M2): n = 167; from 16 to 34 weeks (M3): n = 131. Number of multiparous: n = 136.

Number of primiparous: n = 97.

Figure 6 — Longitudinal predictions of maternal body fat (%) between 1 - 8.5 months
postpartum according to pre-pregnancy Body Mass Index (BMI), Brazil (n = 234).
Notes: Longitudinal linear mixed-effect model for body fat (%) was performed. The model was

adjusted for parity and family income. Beta coefficients interactions (PBinteraction) and 95%
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confidence intervals (95% CI) were estimated. These parameters were estimated to assess the
effect of pre-pregnancy BMI on maternal body fat (%) trajectory, comparing women who began
pregnancy overweight (BMI >25kg/m?) with those who began with normal weight (BMI >18.5
kg/m? and <24.9 kg/m?). (A) Body fat (%): Binteraction = 0.04 (-0.00, 0.08); p-value = 0.08.
Number of observations of body fat (%): from 4 to 14 weeks (M1): n = 217; from 15 to 24
weeks (M2): n = 167; from 16 to 34 weeks (M3): n = 131. Number of participants with pre-
pregnancy overweight: n = 95. Number of participants with pre-pregnancy normal weight: n =

139.

Figure 7 — Longitudinal predictions of maternal fat-free mass (kg) and Body Mass Index (BMI)
between 1 - 8.5 months postpartum according to infant sex, Brazil (n = 234).

Notes: Longitudinal linear mixed-effect model for fat-free mass and BMI were performed. Beta
coefficients interactions (Pinteraction) and 95% confidence intervals (95% CI) were estimated.
These parameters were estimated to assess the effect of infant sex on maternal fat-free mass
and BMI trajectories, comparing women who gave birth to female with those who gave to male.
(A) Fat-free mass (kg): Pinteraction = 0.03 (0.01, 0.05); p-value < 0.01. (D) BMI (kg/m?):
Binteraction = 0.01 (-0.00, 0.03); p-value = 0.09. Number of observations of fat-free mass and
BMI: from 4 to 14 weeks (M1): n = 217; from 15 to 24 weeks (M2): n = 167; from 16 to 34

weeks (M3): n = 131. Number of males: n = 117. Number of females: n=117.
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Table 1 — Characteristics of the participants, Brazil (n =234).

95

Characteristics N (%)
Maternal age (y)
18-19 25 107
20-29 145 62.0
>30 64 273
Marital status®
Married/with partner 193 82.9
Single 40 17.1
Family income in quartiles (USD)! ?
Q1 (39-235) 62 283
Q2 (245 -372) 48 219
Q3 (374 - 490) 57 260
Q4 (509 - 2156) 52 237
Maternal education (y)°
<8 34 146
812 175  75.1
>12 24 103

Maternal occupation



No
Yes
Skin color®
White
Black
Mixed
Other
Parity®
Primiparous
Multiparous
Delivery mode
Caesarean

Vaginal

Pre-pregnancy BMI (kg/m?)

Normal weight (18.5 — 24.9)

Overweight (25.0 — 29.9)

Infant sex

Male

Female

147

87

39

72

115

97

136

40

194

139

95

117

117

96

62.7

37.3

16.7

30.9

49.3

3.0

41.6

58.4

17.1

82.9

594

40.6

50.0

50.0

USD, United States dollar.



'Exchange rate from Real to USD (R$ 4.94 = USD 1) March 2020.
n =219 because of missing data.

®n =233 because of missing data.
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Table 2 — The maternal and infant factors associated with maternal body composition and Body Mass Index (BMI) between 1 - 8.5 months
postpartum, Brazil (n =234).

98

Body fat Fat mass Fat free mass BMI
% (95% CI) p** kg (95% CI) p** kg (95% CI) p** kg/m? (95% CI) p**

Maternal age (y)

18 — 19% - - - -

20-29 0.74 (-1.06; 2.54) 0.42 0.02 (-1.91; 1.96) 0.97 -0.48 (-1.97; 1.00) 0.52 -0.28 (-1.29; 0.72) 0.57

>30 1.20 (-0.77; 3.17) 0.23 1.06 (-1.06; 3.19) 0.32 0.32 (-1.33; 1.99) 0.69 0.19 (-0.96; 1.36) 0.73
Family income
(quartile)

Q1 (39 - 235)* ] - _ -

Q2 (245-372) - - 0.12 (-1.06; 1.31) 0.83 -

Q3 (374 - 490) - - -0.65 (-1.83; 0.52) 0.27 -



Q4 (509 - ;

2156)

Parity’ -

Cesarean 0.93 (-0.51; 2.39)

delivery?

Pre-pregnancy 4.91 (3.79; 6.04)

overweight (>25

kg/m?)?

Infant sex* -

non-EBF? -

0.20

<0.001

1.44 (-0.11; 3.01)

6.46 (5.26; 7.67)

-1.24 (-2.41; -0.07)

-0.68 (-1.97; 0.60) 0.29

0.07 1.90 (0.71; 3.10) 0.00

<0.001 3.71(2.79;4.654) <0.001

0.03 -0.89(-1.840;-0.01)  0.05

- -0.26 (-0.49; -0.03) 0.02

0.76 (0.11; 1.41)

1.39 (0.61; 2.18)

4.51 (3.91;5.12)

99

0.02

<0.001

<0.001

95% CI, 95% confidence interval, non-EBF non-exclusive breastfeeding.

"Multiparous compared to primiparous.

>Compared to vaginal.

3Compared to normal weight (>18.5 and <24.9 kg/m?).

“Women who gave birth to females compared to males.
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>Compared to exclusive breastfeeding.
*Reference category; **Refers to maximum likelihood estimator. Statistical significance for p values is <0.05
Note: longitudinal linear mixed-effects (LME) models were used to assess predictors of changes in body composition and BMI. Bivariate mixed-
effects models identified correlations between maternal and infant factors and these outcomes. Covariates were selected based on theoretical

evidence and included in the final LME models if significant at p < 0.20 in bivariate analysis.
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Figure 1 — Flow chart of the final sample for the analysis of maternal body composition

during lactation of women followed in Brazilian MILQ cohort (n = 234).
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Supplementary Table 1 — Characteristics of participants who completed all follow-ups and

participants who loss the following at some study waves.

Losses Full follow-up (n
(n 124) 110)
n Median (IQR) n Median (IQR) p>
Maternal age (y) 124 25 (21-29) 110 26 (21-31) 0.57
Pre-pregnancy BMI (kg/m?) 124 24 (21.56-26.84) 110 23.9(21.88-27.05)  0.56
Family income (USD)’ 116 372 (235 -490) 104 2000 (1350-2500)  0.47
n % n % p?

Marital status :

Married/with partner 102 82.9 91 82.7

Single 21 17.1 19 17.3 0.96
Family income in quartiles (USD)' b ¢

Q1 (39-235) 37 322 25 24

Q2 (245 -372) 23 20.0 25 24

Q3 (374 - 490) 28 243 29 27.8

Q4 (509 - 2156) 27 23.5 25 24 0.53
Maternal education (y)* a

<8 18 14.6 16 14.5

812 96 78.1 79 71.8

>12 9 7.3 15 13.6 0.27
Maternal occupation® a

No 77 62.6 69 62.7

Yes 46 37.4 41 37.3 0.98
Skin color® a

White 21 17.1 18 16.4

Black 38 30.9 34 30.9

Mixed 58 47.1 57 51.8

Other 6 4.9 1 0.9 0.99



Parity
Primiparous

Multiparous

Delivery mode
Cesarean

Vaginal

Pre-pregnancy BMI (kg/m?)
Normal weight (18.5 — 24.9)
Overweight (25.0 — 29.9)

46
71

16
108

75
49

37.4
62.6

12.9
87.1

60.5
395

51
59

24
86

64
46

46.3
53.6

21.8
78.2

58.2
41.8

109

0.16

0.07

0.73

IQOR, interquartile range; USD, United States dollar.

'Exchange rate from Real to USD (R$ 4.94 = USD 1) March 2020.

Mann-Whitney U test or ¢ Test
3Chi-square test

an = 123 because of missing data
®n = 115 because of missing data

‘n = 104 because of missing data
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Supplementary Table 2 — Models of longitudinal prediction of body fat (%), fat mass (kg), fat-free mass (kg), and BMI (kg/m?) between 1 — 8.5

months postpartum according to maternal ages, Brazil (n = 234).

Body fat Fat mass Fat free mass BMI
Maternal age (years) (%) (kg) (kg) (kg/m?)

B (SE) p* B (SE) p* B (SE) p* B (SE) p*
Main effects
20-29 vs <19 1.24 (1.15) 0.27 0.60 (1.26) 0.63 -0.20 (0.92) 0.82 0.87 (0.70) 0.21
>30 vs <19 1.38 (1.24) 0.26 1.97 (1.37) 0.15 1.66 (1.00) 0.09 1.99 (0.77) 0.01
Postpartum week -0.06 (0.03) 0.09 -0.07 (0.04) 0.05 -0.04 (0.01) 0.02 -0.03 (0.01)  0.01
Interaction term
Postpartum week # 20-29 vs <19 0.05 (0.04) 0.21 0.08 (0.04) 0.05 0.03 (0.02) 0.08 0.03 (0.01) 0.04
Postpartum week # >30 vs <19 0.10 (0.04) 0.01 0.09 (0.04) 0.03 -0.00 (0.02) 0.83 0.02 (0.01) 0.12

SE, standard error.
*Refers to maximum likelihood estimator.

p, longitudinal mixed-effect model with beta coefficients.

Statistical significance for interaction terms was considered when the p values were<0.10.



111

Supplementary Table 3 — Models of longitudinal prediction of body fat (%), fat mass (kg), fat-free mass (kg), and BMI (kg/m?) between 1 — 8.5

months postpartum according to quartiles of total family income, Brazil (n = 234).

Body fat Fat mass Fat free mass BMI
Family income (quartile)* (%) (kg) (kg) (kg/m?)

P (SE) p** P (SE) p** P (SE) p** P (SE) p**
Main effects
2nd g ot 1.06 (0.96) 0.27 0.33 (1.01) 0.74 -0.37(0.71) 0.60 -0.12(0.48)  0.78
3rd g 18 0.90 (0.95) 0.34 -0.46 (1.03) 0.65 -1.23 (0.73) 0.09 0.10 (0.53) 0.84
4th g 18t 0.85 (0.98) 0.38 -0.83 (1.08) 0.44 -1.83 (0.78) 0.02 -0.16 (0.59)  0.77
Postpartum week 0.00 (0.02) 0.66 -0.02 (0.02) 0.34 -0.04 (0.01) <0.001  -0.02 (0.00) 0.01
Interaction term
Postpartum week # 2" vs 1% 0.00 (0.03) 0.81 0.04 (0.03) 0.21 0.03 (0.01) 0.03 0.02 (0.01) 0.05
Postpartum week # 3™ vs 1% 0.01 (0.03) 0.62 0.07 (0.03) 0.04 0.02 (0.01) 0.11 0.02 (0.01) 0.09
Postpartum week # 41 vs 1% -0.06 (0.03) 0.03 -0.00 (0.03) 0.84 0.03 (0.01) 0.02 0.00 (0.01) 0.82

SE, standard error; USD, United States dollar.

* Exchange rate from Real to USD (R$ 4.94 = USD 1) March 2020.

**Refers to maximum likelihood estimator. 8, longitudinal mixed-effect model with beta coefficients. Statistical significance for interaction

terms was considered when the p values were<0.10.
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Supplementary Table 4 — Models of longitudinal prediction of body fat (%), fat mass (kg), fat-free mass (kg), and BMI (kg/m?) between 1 — 8.5
months postpartum according to parity, Brazil (n = 234).

Body fat Fat mass Fat free mass BMI
Parity* (o) (kg) (kg) (kg/m?)

P (SE) p** P (SE) p** P (SE) p** P (SE) p**
Main effects
Multiparous vs primiparous -1.03 (0.77) 0.18 -0.76 (0.85) 0.36 0.39 (0.62) 0.52 0.55 (0.48) 0.25
Postpartum week -0.03 (0.01) 0.03 -0.02 (0.01) 0.16 -0.01 (0.00) 0.07 -0.01 (0.00)  0.04
Interaction term
Postpartum week # Multiparous vs 0.06 (0.02) <0.01 0.05 (0.02) 0.04 -0.01 (0.01) 0.30 0.01 (0.01) 0.32

primiparous

SE, standard error.

*The models were adjusted for family income and maternal age.
**Refers to maximum likelihood estimator.

B, longitudinal mixed-effect model with beta coefficients.

Statistical significance for interaction terms was considered when the p values were<0.10.
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Supplementary Table 5 — Models of longitudinal prediction of body fat (%), fat mass (kg), fat-free mass (kg), and BMI (kg/m?) between 1 — 8.5
months postpartum according to pre-pregnancy Body Mass Index (BMI), Brazil (n = 234).

Body fat Fat mass Fat free mass BMI
ppBMI* (%) (kg) (kg) (kg/m?)

P (SE) p** P (SE) p** P (SE) p** P (SE) p**
Main effects
Overweight' vs normal weight 4.63 (0.63) <0.001 6.33(0.65) <0.001 4.00 (0.51) <0.001  4.59(0.31) <0.001
Postpartum week -0.01 (0.01) 0.21 -0.01 (0.01) 0.37 -0.02 (0.00) 0.00 -0.01 (0.00) 0.02
Interaction term
Postpartum week # Overweight vs 0.04 (0.02) 0.08 0.03 (0.02) 0.12 -0.00 (0.01) 0.67 0.01 (0.01) 0.28

normal weight

ppBMI, pre-pregnancy BMI (kg/m?); SE, standard error.

'Overweight included participants with pre-pregnancy BMI >25kg/m? and <30kg/m?, and normal weight those with pre-pregnancy BMI >18.5
kg/m? and <24.9 kg/m?.

*The model was adjusted for parity and family income.

**Refers to maximum likelihood estimator. 8, longitudinal mixed-effect model with beta coefficients.

Statistical significance for interaction terms was considered when the p values were <0.10.
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Supplementary Table 6 — Models of longitudinal prediction of body fat (%), fat mass (kg), fat-free mass (kg), and BMI (kg/m?) between 1 — 8.5

months postpartum according to infant sex, Brazil (n = 234).

Body fat Fat mass Fat free mass BMI
Infant sex (%) (kg) (kg) (kg/m?)

B (SE) p* B (SE) p* B (SE) p* B (SE) p*
Main effects
Female vs male -0.73 (0.69) 0.29 -1.46 (0.76) 0.05 -1.43 (0.56) 0.01 -0.41(0.43) 0.34
Postpartum week 0.00 (0.01) 0.86 -0.01 (0.01) 0.56 -0.04 (0.00) <0.001  -0.01(0.00) 0.01
Interaction term
Postpartum week # Female vs male -0.00 (0.02) 0.79 0.02 (0.02) 0.31 0.03 (0.01) <0.01 0.01 (0.00) 0.09

SE, standard error.
*Refers to maximum likelihood estimator.
p, longitudinal mixed-effect model with beta coefficients.

Statistical significance for interaction terms was considered when the p values were<0.10.
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Supplementary Table 7 — Models of longitudinal prediction of body fat (%), fat mass (kg), fat-free mass (kg), and BMI (kg/m?) between 1 — 8.5

months postpartum according to delivery mode, Brazil (n = 234).

Delivery mode*

Body fat
(%)
P (SE)

Fat mass
(kg)
p** B (SE)

p‘k‘k

Fat free mass
(kg)
B (SE) p**

BMI
(kg/m?)
B (SE) p**

Main effects
Cesarean vs vaginal

Postpartum week

Interaction term

Postpartum week # Caesarean vs vaginal

1.09 (0.82)
-0.00 (0.01)

-0.00 (0.02)

0.18 1.18 (0.85)
0.85 -0.00 (0.01)

0.98 0.02 (0.03)

0.16
0.80

0.42

1.82 (0.65) <0.01
-0.02 (0.00)  <0.001

0.00 (0.01) 0.86

1.43(0.41) <0.001
-0.01 (0.00) 0.06

-0.00 (0.01) 0.92

SE, standard error.

*The model was adjusted for pre-pregnancy BMI and family income.

**Refers to maximum likelihood estimator.

p, longitudinal mixed-effect model with beta coefficients.

Statistical significance for interaction terms was considered when the p values were<0.10.
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Supplementary Table 8 — Models of longitudinal prediction of body fat (%), fat mass (kg), fat-free mass (kg), and BMI (kg/m?) between 1 — 8.5

months postpartum according to breastfeeding status, Brazil (n = 234).

Body fat Fat mass Fat free mass BMI
Breastfeeding status* (%) (kg) (kg) (kg/m?)

p (SE) p** P (SE) p** P (SE) p** P (SE) p**
Main effects
non-EBF vs EBF -0.47 (0.66) 0.47 -0.43 (0.58) 0.45 0.11 (0.40) 0.78 0.14 (0.18) 0.43
Postpartum week -0.01 (0.02) 0.47 -0.00 (0.02) 0.67 -0.03 (0.01) <0.01 -0.01 (0.00) 0.03
Interaction term
Postpartum week # non-EBF vs EBF 0.02 (0.02) 0.38 0.02 (0.02) 0.40 0.00 (0.01) 0.65 -0.00 (0.00) 0.89

SE, standard error; EBF, exclusive breastfeeding; non-EBF, no exclusive breastfeeding.
*The model was adjusted for pre-pregnancy BMI, parity, maternal age, and family income.
**Refers to maximum likelihood estimator.

p, longitudinal mixed-effect model with beta coefficients.

Statistical significance for interaction terms was considered when the p values were<0.1.
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Maternal adiposity and breast milk volume in Brazilian and Danish lactating women: The
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Abstract

Background: Maternal nutritional status may influence breast milk production. However, data
on this relationship across different populations remains scarce. Aim: To investigate the
association between maternal fat mass (FM, kg) and fat mass index (FMI, kg/m?) with breast
milk volume (BMV) in Brazilian and Danish lactating women. Methods: This longitudinal
study included 139 Brazilian and 188 Danish mother-infant dyads, with data collection at 1.0—
3.49 (M1), 3.5-5.99 (M2), and 6.0-8.5 (M3) months postpartum. In Brazil, body composition
was assessed by bioelectrical impedance analysis (BIA) and deuterium oxide dose-to-mother
(DTM), which also estimated BMV. In Denmark, body composition was assessed using BIA,
and milk volume was measured by 24-hour test-weighing. Latent growth mixture models
identified two clusters: “medium” and “higher” milk production. Unadjusted and adjusted
logistic regression models explored the associations of FM and FMI with these clusters, with
separate analyses for each country. Results: In Brazil, no associations were found when FM
and FMI were estimated using BIA. However, with DTM estimations, each kilogram increase
in FM raised the odds of belonging to the “higher” milk production group by 5% in the adjusted
model (OR =1.05, 95% CI 1.00, 1.11). In Denmark, each kilogram increase in FM reduced the
odds of belonging to the “higher” group by 8% (OR =0.92; 95% CI 0.88, 0.96) in the adjusted
model. FMI showed no significant associations in either country. Conclusion: Maternal
adiposity influences BMV differently across populations, underscoring the importance of
maternal characteristics in lactation studies.

Clinical trials registry number (NCT03254329)

Keywords: adiposity, human milk, breastfeeding, infant intake, nutritional status, lactation,
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Introduction

Breastfeeding (BF) is widely recognized as the optimal practice of infant nutrition in the
first six months of life (BALOGUN et al., 2015; PEREZ-ESCAMILLA et al.,2023; VICTORA
et al., 2016; WHO, 2013). The World Health Organization (WHO) recommends exclusive
breastfeeding (EBF) for the first six months, followed by continued breastfeeding up to two
years or beyond (WHO, 2013). Despite these guidelines, the prevalence of EBF varies across
countries. In 2019, low- and middle-income countries reached an EBF rate of 49.6% (NEVES
et al., 2021), which falls short of the global target of 70% EBF by 2030
(UNICEF/WHO/WORLD BANK, 2021).

Several factors contribute to early cessation of EBF (BOCCOLINI; DE CARVALHO;
COUTO DE OLIVEIRA, 2015; GIANNI LORELLA MARIA et al., 2019; HUANG et al.,
2022; PEREZ-ESCAMILLA et al., 2019), with self-reported insufficient milk supply (SRIM)
being among the most commonly cited reasons, reported by 44.8% of mothers globally
(PEREZ-ESCAMILLA et al., 2023). Several risk factors for SRIM have been identified,
including maternal overweight or obesity (SEGURA-PEREZ et al., 2022). Additionally, studies
have shown that pre-pregnancy obesity is also a risk factor for breastfeeding initiation,
exclusive and any breastfeeding duration (BABENDURE et al., 2015; HUANG; OUYANG;
REDDING, 2019).

The relationship between maternal nutrition status and breast milk volume (BMV)
remains poorly understood. Obesity is thought to delay the onset of lactogenesis II—the phase
when milk production increases—possibly due to hormonal imbalances associated with
excessive body fat (LUZARDO-OCAMPO et al., 2023; NOMMSEN-RIVERS et al., 2010).
Some studies suggest a negative association of higher maternal fat mass (FM) with BMV
(DIANA et al., 2019; YOUNG et al., 2023), while others show a positive (ETTYANG et al.,
2005; NAZLEE et al., 2011) or null association (MONTANA et al., 2024).

Given the rising global prevalence of obesity among women of reproductive age
(CHEN; XU; YAN, 2018), it is critical to understand how maternal adiposity influences BMV.
Exploring this association across different populations, such as Brazil and Denmark, allows a
better understanding of cultural, environmental, and biological factors that may shape lactation
dynamics. Within this manuscript, we tested the association between maternal adiposity and

BMYV over the first 8.5 months of lactation, comparing two distinct populations.

Methods
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Study design and settings

The present study uses data from the international multi-center study The Mothers,
Infants, and Lactation Quality (MILQ) (Clinical trial registration: NCT03254329), a cohort
study conducted in Bangladesh, Brazil, Denmark, and The Gambia (ALLEN et al., 2021). The
current analyses included mother-infant dyads from Brazil and Denmark.

Participants were recruited from hospitals in Rio de Janeiro, Brazil, and Copenhagen,
Denmark, during pregnancy and followed until 8.5 months of lactation. Four visits were
scheduled during the study period: one at 24-72 hours postpartum with colostrum collection
(C), followed by three additional visits at 1.0-3.49 months (M1), 3.5-5.99 months (M2), and
6.0—8.5 months postpartum (M3). Data collection occurred from January 2018 to March 2020
in Brazil and from January 2018 to December 2019 in Denmark.

Maternal height, weight, and body composition were measured at visit M1. Daily BMV
was estimated using two different methods: the deuterium oxide dose-to-mother technique
(DTM) in Brazil and 24-hour test-weighing in Denmark. Additional data on birth details,
sociodemographic characteristics, maternal and infant health conditions, and breastfeeding

practices were obtained through questionnaires (ALLEN et al., 2021).

Participants

In Brazil, women were recruited during the third trimester (>28™" gestational week) or
immediately after delivery, while in Denmark, they were enrolled before entering the third
trimester of pregnancy (<28™ gestational week). Participation required written informed
consent at both sites.

Mother-infant dyads were screened based on inclusion and exclusion criteria set by the
MILQ study (ALLEN et al., 2021). Mothers were required to be 18-40 years old, free of chronic
or infectious diseases, with a pre-pregnancy BMI between 18.5-29.9 kg/m?. They should be
non-smokers and have not used vitamin and mineral supplementation during the third trimester
of pregnancy, except those recommended by the Brazilian government guidelines (iron and
folic acid) (BRASIL., 2013) and by Danish Health Authorities (iron, folic acid, vitamin D, and
calcium). Additionally, they needed to have a low intake of fortified foods (<3 times per week)
and not follow a vegan or macrobiotic diet. Women were excluded if they presented relevant
past or current medical issues (e.g., gestational diabetes or pre-eclampsia) or if they
discontinued EBF before M1.

For infants, inclusion criteria comprised being singleton and born at term (= 37 and <

42 gestational weeks) with a birth weight between 2500 to 4200 g, without congenital



120

malformations affecting feeding, growth or development. Infants were excluded if they had z-
scores <-2 for length-for-age, weight-for-age, or weight-for-length (WHO, 2006); no EBF at
M1 or if breastfeeding was discontinued entirely at any point during the follow-ups. Formula
use was allowed up to seven days after birth, and infants remained classified as EBF.

In Brazil, 494 mother-infant dyads were initially recruited, with 32 withdrawn, resulting
in 462 following to visit C. Between visits C and M1, 34 pairs were excluded, and an additional
87 withdrew, leaving 341 women moving forward to M2. At M2, 106 were excluded, and 39
withdrew from the remaining participants. In Denmark, 375 dyads were initially recruited, with
22 withdrawn and 32 excluded, leaving 320 pairs for visit C. Between visits C and M1, 16
dyads were excluded and 25 withdrew, leaving 279 for M2, where 62 were excluded, and 11
withdrew. Reasons for exclusion in both cohorts included pre- or post-term births (gestational
age <37 or >42 weeks), low birth weight (<2,500g), macrosomia (>4,200g), maternal medical
conditions (pre-eclampsia and gestational diabetes), and maternal alcohol intake (>30g or >50
mL per week). Withdrawals were due to COVID-19, moved away, failure to attend visits, infant
death, project end, excessive time commitment, or other reasons. Only women with at least one
breast milk volume measurement during follow-up were included, comprising 139 Brazilians

and 188 Danish women (Figure 1).

Data collection
Assessment for maternal anthropometry and body composition

Pre-pregnancy BMI was calculated as weight divided by height squared (kg/m?) using
data from the pregnancy booklet or self-reported information. It was then categorized as normal
weight (18.5-24.9 kg/m?) or overweight (25.0-29.9 kg/m?). In both countries, maternal height
was recorded as the average of three measurements taken during M1 using a fixed digital
stadiometer (SECA 264) with I mm precision.

Maternal weight and total fat mass (FM, kg) were measured at M1 in both countries. In
Brazil, these measurements were taken using Tanita MC-780U (Tanita Corporation, Arlington
Heights, USA), following the methodology previously described (CAMPOS et al., 2024). The
FM was also estimated through back extrapolation of the DTM technique data (IAEA, 2010a).
In Denmark, maternal weight and body composition were measured using the Tanita MC-
780MA instrument (Tanita Corporation, Tokyo, Japan) after ensuring participants had an empty
bladder before performing the exam. The total FM was estimated using the internal Tanita

algorithm, which incorporates information such as sex, age, and height into the device. More
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details are described elsewhere (CHRISTENSEN et al., 2022). The fat mass index (FMI,
kg/m?) was calculated by dividing FM (kg) by height squared (m?).

24-hour breast milk volume
The deuterium oxide dose-to-mother technique

In Brazil, the DTM technique was applied to assess the 24-hour infant’s breast milk
intake from M1 to M3, following the protocol outlined by the International Atomic Energy
Agency (IAEA, 2010b). Mothers (dressed in light clothing) and infants (undressed) were
weighed using a digital scale Tanita MC-780U (Tanita Corporation, Arlington Heights, USA)
on day 0 and day 14. A 30 g dose of deuterium oxide (D20) (99.8% purity; Sigma-Aldrich,
Canada) was accurately measured with a calibrated analytical scale (Marte AD3300, Sao Paulo,
Brazil) and placed in a clean, dry plastic bottle with a sealed lid to prevent leakage. Lactating
mothers consumed a single dose of D>O on day 0, followed by the immediate addition of 25
mL of filtered water to the dose bottle to ensure that no deuterium-labeled water remained in
the container.

Saliva samples were collected from the mother and infant on day 0 before administering
an oral dose of D,0O and subsequently on days 1, 2, 3, 4, 13, and 14. At least 0.5 mL of saliva
was collected each time by placing a small cotton ball in their mouths for a few minutes, then
compressing the cotton into 10 mL syringes to release the sample into sterile cryotubes. A 30-
minute complete fasting period was observed before saliva collection to ensure no residual food
particles were present. These samples were immediately stored in an ultra-freezer at -80°C until
they were sent for analysis.

The deuterium enrichments of the saliva samples from both the mother and infant were
analyzed using Fourier transform infrared spectroscopy (4500t FTIR, Agilent Technologies,
Santa Clara, USA) at St. Jhon'’s Research Institute, India. These enrichments were subsequently
used to estimate the infant’s total breast milk intake over 24 hours and to determine the mother’s

total body water, from which the maternal FM was calculated (IAEA, 2010a, 2010b).

Test-weighing

In Denmark, BMV was estimated during visits M1-M3 using the 24-hour test-weighing
method with a digital scale (ADE M101000-01; ADE GmbH & Co., Hamburg, Germany),
which had an accuracy of 5 g for weights under 10 kg and 10 g for weights over 10 kg. Mothers
were instructed to complete the test-weighing protocol within the week following each visit,

weighing their infants in the same clothes and diaper before and after each feeding over 24
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hours, along with one additional weighing. The breast milk intake was calculated based on the
weight difference between pre-and post-feed measurements. Any feed exceeding 400 g was
marked as an outlier and excluded, and logs with more than three missing feeds over 24 hours
were discarded from the analysis. The hot deck imputation method was applied for logs with
three or fewer missing feeds, using neighboring weights from the same infant. The final test-
weighing values were increased with 5% to account for insensible water losses (FAO;

CONSULTATION, 2001).

Sociodemographic data collection

At baseline, a structured questionnaire was used to collect sociodemographic and
reproductive data, including maternal age (in years), marital status (single or married/with a
partner), parity (primiparous or multiparous), and maternal employment status at baseline
(employed or unemployed). During visit C, a second structured questionnaire was administered
to collect birth details, such as the mode of delivery (caesarean section or vaginal) and the

infant’s sex (male or female).

Statistical analysis

All continuous variables were assessed for normality by visually inspecting histograms,
skewness, kurtosis, and the Shapiro-Wilk test. Summary statistics are presented as mean = SD
for normally distributed variables and median (interquartile range, IQR) for skewed variables.
Absolute (n) and relative frequencies (%) were calculated for categorical variables.

Implausible values for BMV were evaluated through visual inspection of box plots and
histograms for each visit and a longitudinal assessment of changes over time, following the
Boone-Heinonen et al. (2019) methodology. Four observations were removed: two from Brazil
and two from Denmark. To determine the feasibility of combining data from both sites, an
analysis of covariance (ANCOVA) was performed at each visit, adjusting for the child’s age in
days. The results showed a statistically significant difference between Brazil and Denmark at
the last follow-up (M3) (data not shown). Due to the uncertainty about whether this difference
arises from population characteristics or disparities in BMV estimation methods, separate
models were constructed. This approach ensures robust analyses and valid results.

A latent growth mixture model (LGMM) approach was used to identify distinct patterns
in BMV over time to capture heterogeneity within subpopulations. This method uncovers
unobserved subpopulations, allowing for the depiction of longitudinal changes and the

exploration of differences among these latent subgroups (WANG; HANGES, 2011). BMV
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trajectories were modelled with a continuous latent variable, while categorical latent variables
(classes) represented distinct subpopulations. Separate latent-class trajectories were fitted for
each country to account for potential differences in patterns and BMV estimation methods
between populations.

Data analysis was conducted in four steps to identify latent classes and investigate
maternal body composition profiles associated with these trajectories. First, BMV trajectories
were modelled, and linear and polynomial forms were tested to determine the most appropriate
model. Second, the optimal number of classes was determined by comparing models with 2 to
9 classes. The best-fitting LGMM was selected based on the lowest Akayke Information
Criteria (AIC), high entropy values for confident classification (RAM; GRIMM, 2009), and
ensuring that each class contained at least 5% of the cohort (NYLUND; ASPAROUHOV;
MUTHEN, 2007). Distinct trajectories were labelled according to their visual characteristics
(“Higher” and “Medium”).

The third step involved fitting logistic regression models to estimate associations
between maternal adiposity at M1 (FM and FMI) as the exposure and the BMV classes as the
outcome. Models were run both unadjusted and adjusted for a set of covariates (maternal age,
infant sex, infant age, pre-pregnancy BMI, parity, and WAZ), chosen a priori based on the
theoretical evidence of potential associations between maternal adiposity and BMV. The
models estimated odds ratios (OR) with corresponding 95% confidence intervals (95% CI). In
the final step, multicollinearity was checked using a variance inflation factor (VIF) threshold
of 10 (KIM, 2019), and model residuals were assessed using Pearson’s chi-square test. Also,
the receiver operator characteristic curves (ROCs) were drawn to assess the logistic regression
model’s prediction performance. Statistical significance was set at p < 0.05.

All statistical analyses were performed using Stata software (StataCorp, version 15.0)

and R software (lcmm package, version 4.3.2, The R Foundation).

Ethics

This study was conducted according to the guidelines in the Declaration of Helsinki. All
procedures were approved by Brazil’s National Commission for Research Ethics (2.086.708,
2.875.218, 4.865.685, approved on 29 May 2017), the Research Ethics Committees of the
Maternity School Federal University of Rio de Janeiro (1.948.992, 2.769.611, 4.449.007,
approved on 6 Mar. 2017); and the Municipal Secretary of Health and Civil Defence of the
State of Rio de Janeiro (2.100.255, approved on 5 Jun. 2017), Brazil; Project number:
64767717.4.0000.5275. All procedures were approved by the Danish Committees on
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Biomedical Research Ethics for the Capital Region of Denmark (H-17015174). Written

informed consent was obtained from all participants.

Results

Sample characteristics

Three hundred twenty-seven women were included in this study, with 139 from Brazil
and 188 from Denmark (Table 1). They were categorized into two groups based on their latent-
classes trajectories: “higher” and “medium” breast milk producers (Figure 2). Among the
Brazilian participants, 58 (41.7%) were classified as higher producers, while 81 (58.3%) were
medium producers. In Denmark, the majority of women were higher producers, with 123
(65.4%) in this group and 65 (34.6%) classified as medium producers (Table 1).

Among higher producers, Brazilian women were younger (26.3 years vs 31.4 years) and
shorter (161.8 cm vs 168.6 cm) than Danish women. At baseline, employment was less common
among Brazilian (37.9% vs. 79.7%), a smaller proportion of Brazilian had vaginal deliveries
(81% vs. 94.3%), and were primiparous (50% vs. 70.7%) compared to Danish higher producers.
However, marital status was similar between the two countries, with most mothers in Brazil
and Denmark being married or living with a partner. These differences remained consistent
within the medium producers’ groups (Table 1).

Brazilian women in the higher production group had greater FM by both methods, BIA
(21.6 £5.5kg) and DTM (24.7 £ 6.3 kg), compared to Danish mothers (18.7 + 5.6 kg). A similar
trend was observed for FMI, with Brazilian women recording 8.2 + 2.0 kg/m? by BIA and 9.4
+ 2.4 kg/m? by DTM, while Danish women had 6.6 + 1.9 kg/m?. Among medium producers,
the pattern shifted: Brazilian women had lower FM based on BIA data (20.6 + 5.6 kg) than
Danish women (21.3 + 5.8 kg), but when using DTM data, Brazilian FM remained higher.
Brazilian FMI by both methods, BIA (8.1 £ 2.2 kg/m?) and DTM (9.1 £ 2.3 kg/m?) were
consistently higher than those of Danish women (7.5 + 2.1 kg/m?) (Table 1).

Brazilian women consistently produced more BMV than their Danish counterparts
across all visits in both production groups. In the higher production group, at M1, the difference
was 118 mL (972.2 mL/day vs. 854.2 mL/day). At M2, it was 92.3 mL (1,027.5 mL/day vs
935.2 mL/day), and by M3, the gap expanded to 190.9 mL (955.8 mL/day vs 764.9 mL/day). A

similar pattern was observed in the medium production group (Table 1).

Association of maternal adiposity and milk volume latent-classes trajectories
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Significant differences were observed between the two countries in the logistic
regression analysis testing the association between maternal FM, FMI, and BVM categories
(Table 2). For Brazilian mothers, after adjusting the model, each additional kilogram of FM
was associated with a 5% increase in the odds of belonging to the higher production group (OR
=1.05,95% CI=1.00; 1.11) (Table 2).

Danish mothers showed significant negative associations between maternal adiposity
and BMV. These results remained consistent in the adjusted model, where FM was associated
with an 8% decrease in the odds of being in the higher production group (OR = 0.92, 95% CI
= 0.88; 0.96). FMI continued to show no significant association after adjustment (OR = 1.12,
95% CI=0.92; 1.35) (Table 2).

Discussion

The results of this study suggest a complex association between maternal adiposity and
BMYV, with notable differences between Brazilian and Danish mothers. Among Brazilian
women, we observed a trend toward increased odds of higher BMV with rising FM in the
adjusted model, although the effect was relatively modest and non-significant. In contrast,
Danish mothers exhibited a significant inverse relationship, suggesting that higher maternal FM
levels may negatively impact BMV.

Our results indicate that Brazilian mothers consistently produced more milk than Danish
mothers, regardless of production category (higher or medium). This finding aligns with
existing literature showing that the deuterium dilution method generally provides higher
estimates than test-weighing, even when adjusted for insensible water losses. However, it is
also important to consider that Brazilian women may naturally have higher milk production
levels than Danish women, suggesting a possible population-based difference in lactation.
Furthermore, the average values observed at each follow-up point in both countries are
consistent with previous studies (RIOS-LEYVRAZ; YAO, 2023).

The results observed among Danish women are consistent with previous studies. Young
et al. (2023) showed in a cross-sectional study of 232 Indian mother-infant dyads that each unit
increase in BMI and each 1% increase in body fat percentage were associated with a reduction
of 7.0 mL (95% CI: -12.4, -1.6) and 3.5 mL (95% CI: -6.0, -1.1) in milk volume output,
respectively. Similarly, Diana et al. (2019), in a cross-sectional study of 112 Indonesian
mothers, found that a 1% increase in maternal body fat percentage, assessed via DTM, was
associated with an ~5.0 mL (95% CI: -9.6, -0.2) reduction in BMV among exclusively breastfed

infants, after adjusting the models for maternal age (years), infant age (months), infant sex, and
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socio-economic status. Despite differences in methodological approaches, our study and prior
research point to the same trend: higher maternal body fat is associated with lower BMV. This
consistency strengthens the evidence that maternal FM plays a significant role in lactation
outcomes.

It has been suggested that maternal body fat can impair the initiation and maintenance
of lactation (NOMMSEN-RIVERS et al, 2010, 2022), reducing breast milk intake and
increasing reliance on other foods (NAZLEE et al., 2011). Animal studies suggest that an
obesogenic environment triggers early mammary gland involution, with fewer and smaller
alveoli, increased adipose tissue, and hormonal imbalances. These changes, along with
adipocyte hypertrophy and elevated leptin, contribute to reduced milk production and lower
expression of milk-related genes (LUZARDO-OCAMPO et al., 2023). Additionally, hormonal
changes at the glandular level, such as a reduced prolactin response, have been proposed as
mechanisms that may limit breastfeeding capacity in obese women (KAM et al., 2021;
RASMUSSEN; KJIOLHEDE, 2004).

Another important aspect not explored in this article is the composition of appetite-
regulating hormones and macronutrients in breast milk. Evidence suggests that maternal
adiposity is positively associated with the leptin content in human milk (CHRISTENSEN et al.,
2022; KUGANANTHAN et al.,2017) and is also linked to a higher fat concentration (DANIEL
et al., 2021). This higher lipid content and the presence of leptin in breast milk may promote
infant satiety, potentially leading to decreased feeding frequency and duration, which could
result in reduced milk volume (KENT; PRIME; GARBIN, 2012).

On the other hand, our findings for Brazilian mothers, which showed a positive
association between FM and BMV in the adjusted model, suggest that the effects of adiposity
may be influenced by contextual and population-specific factors, such as the sociocultural
environment (AMIR; DONATH, 2007; BJORSET et al., 2018; LAMOUNIER et al., 2021).
Only one other study found similar results, though it involved mothers with underweight. In
Kenya, Ettyang ef al. (2005) examined lactating women with a BMI <18.5 and found a positive
correlation between upper arm circumference and triceps skinfold thickness with milk volume.
This suggests that, under conditions of lower energy reserves, greater adiposity may support
breast milk production

Recently, Montana ef al. (2024) showed in a systematic review and meta-analysis that
the current literature does not support the association between maternal adiposity and BMV.
However, the authors also highlighted that the available studies have limitations, including the

underrepresentation of mothers with excessive adipose tissue. Therefore, it is possible that the
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modulation of milk production is not solely restricted to energy reserves. Additionally,
differences in demographic and reproductive patterns and the techniques used to assess
maternal body composition (BIDDULPH et al., 2022), may have contributed to the disparities
observed in the literature and between the two countries in our study. Factors such as maternal
age over 30 years which was more prevalent among Danish women (NOMMSEN-RIVERS et
al., 2010) may be a risk factor for delayed lactogenesis II. Besides the proportion of vaginal
deliveries may also influence lactation success (HOBBS et al., 2016; WU et al., 2018).

The longitudinal design of this study is a key strength, allowing for a detailed assessment
of the relationship between maternal adiposity and BMV over time while utilizing a gold-
standard method in the Brazilian sample. However, certain limitations must be acknowledged.
A major limitation is the use of different methods for estimating BMV across the two
populations; the test-weighing method may underestimate total milk volume compared to the
DTM, even with adjustments for insensible water losses (RIOS-LEYVRAZ; YAO, 2023).
Additionally, maternal FM was assessed using BIA in Danish women, which may have
underestimated adiposity due to the overestimation of FFM resulting from breast milk,
potentially affecting the accuracy of measurements. Our study fails to explore factors such as
the composition of macronutrients and hormones in breast milk and genetic factors in both
populations, which may serve as potential mediators of the different associations observed. This

highlights the need for further research that comprehensively addresses all these factors.

Conclusion

In conclusion, this study reveals significant differences in the relationship between
maternal adiposity and BMV among Brazilian and Danish mothers. Brazilian mothers exhibited
a slight trend toward higher odds of being in the high-production group with increased FM. In
contrast, Danish mothers showed a significant negative association between FM and milk
volume. These findings suggest that environmental and cultural factors influence lactation
dynamics, underscoring the need for further research on the mechanisms involved, including
dietary, socio-economic influences, and breast milk composition, informing public health

policies that support optimal breastfeeding practices.
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Table 1 - Characteristics of lactating women within each breast milk volume latent-class trajectory group in Brazil (n = 139) and Denmark (n =

3.5-5.99 months postpartum (M2)
6-8.49 months postpartum (M3)

Marital status*

Married/with partner

Single

188).
Brazil Denmark?
Higher Medium Higher Medium
n =58 (41.7%) n =81 (58.3%) n =123 (65.4%) n =65 (34.6%)

Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD)
Maternal age at birth, (y) 26.3 (5.4) 28.3(6.1) 314 (3.4) 31.6(3.4)
Maternal height, (cm) 161.8 (5.8) 160.5 (6.1) 168.6 (6.1) 167.8 (5.9)
Maternal weight (kg) 66.1 (8.7) 64.7 (8.3) 66.1 (8.5) 68.1 (8.3)
Fat mass (kg) by BIA 21.6 (5.5) 20.6 (5.6) 18.7 (5.6) 21.3(5.8)
Fat mass (kg) by DTM 24.7 (6.3) 23.2(5.8) - -
Fat mass index (kg/m?) by BIA 8.2 (2.0) 8.1(2.2) 6.6 (1.9) 7.5 (2.1)
Fat mass index (kg/m?) by DTM 9.4 (2.4) 9.1 (2.3) - -
Breast milk volume (mL/day)

1-3.49 months postpartum (M1) 972.2 (153.5) 739.2 (135.4) 854.2 (150.4) 699.1 (130.9)

1,027.5 (128.9) 740.2 (173.5) 935.2 (156.3) 701.6 (158.2)
955.8 (171.3) 605.8 (166.4) 764.9 (146.5) 444.2 (148.2)
n (%) n (%) n (%) n (%)
50 86.2 68 84.0 121 98.4 63 96.9
8 13.8 13 16.0 2 1.6 2 3.1
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Maternal occupation*

Unemployed 36 62.1 41 50.6 25 20.3 12 18.5

Employed 22 37.9 40 49.4 98 79.7 53 81.5
Parity

Primiparous 29 50.0 25 30.9 87 70.7 47 72.3

Multiparous 29 50.0 56 69.1 36 293 18 27.7
Delivery mode

Caesarean 11 19.0 17 21.0 7 5.7 4 6.2

Vaginal 47 81.0 64 79.0 116 94.3 61 93.8
Pre-pregnancy BMI (kg/m?)

Normal weight (18.5 —24.9) 32 55.2 47 58.0 106 86.2 52 80.0

Overweight (25.0 —29.9) 26 44.8 34 42.0 17 13.8 13 20.0
Infant sex

Male 34 58.6 42 51.9 61 49.6 24 36.9

Female 24 41.4 39 48.1 62 50.4 41 63.1

BIA, bioelectrical impedance analysis; DTM, deuterium oxide dose-to-mother technique; SD, standard deviation.

'Breast milk volume assessed by deuterium oxide dose-to-mother technique. ?Breast milk volume assessed by test-weighing method.
*Information collected at baseline.

Note: Latent growth mixture models identified two different trajectory groups of breast milk production that were named by their visual
characteristics (“higher” and “medium”). The "higher" class indicates the highest production level, while the "medium" class represents the medium
production level based on the sample distribution. The maternal anthropometry and body composition data were assessed at M1 visit (1-3.49
months postpartum).
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Table 2 — Logistic regression models exploring the association of maternal adiposity and milk

volume latent-classes trajectories.

Breast milk volume (mL/day) latent-classes trajectories

OR (95% CI) p*
Brazil !
BIA data
Unadjusted
Fat mass (kg) 1.01 (0.97; 1.06) 0.44
Fat mass index (kg/m?) 1.00 (0.89; 1.11) 0.99
Adjusted
Fat mass (kg) 1.05 (0.98; 1.11) 0.11
Fat mass index (kg/m?) 1.08 (0.91; 1.28) 0.36
DTM data
Unadjusted
Fat mass (kg) 1.02 (0.98; 1.06) 0.15
Fat mass index (kg/m?) 1.03 (0.93; 1.14) 0.48
Adjusted
Fat mass (kg) 1.05 (1.00; 1.11) 0.05
Fat mass index (kg/m?) 1.10 (0.95; 1.28) 0.19
Denmark 42
Unadjusted
Fat mass (kg) 0.93 (0.90; 0.96) <0.001
Fat mass index (kg/m?) 0.99 (0.86; 1.14) 0.90
Adjusted
Fat mass (kg) 0.92 (0.88; 0.96) <0.001
Fat mass index (kg/m?) 1.12 (0.92; 1.35) 0.23

BIA, bioelectrical impedance analysis, DTM, deuterium oxide dose-to-mother technique, OR,
Odds ratio; 95% CI, 95% confidence interval; ppBMI, pre-pregnancy body mass index
(kg/m?); WAZ, z-score of weight-for-age

! Breast milk volume assessed by deuterium oxide dose-to-mother technique. ? Breast milk
volume assessed by test-weighing method.

4 Maternal body composition assessed using BIA. *Maximum likelihood estimator. Statistical
significance for p-value <0.05.

Note: models adjusted by maternal age (years), infant age (months), infant sex (male and
female), ppBMI (pre-pregnancy normal weight or overweight), parity (multiparous or
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primiparous), and WAZ (z-score of weight-for-age at M1). The reference class was “medium”
producers. The maternal body composition data were assessed at M1 visit (1-3.49 months
postpartum). The number of individuals by class and country is as follows: Brazil: Higher: n =
58 (41.7%), Medium: n = 81 (58.3%); Denmark: Higher: n = 123 (65.4%), Medium: n = 65
(34.6%).
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Figure 1 — Flow diagram of participants included in the study from both cohorts.

BMYV, breast milk volume; C, visit C (visit at 24 to 72 hours postpartum); M1, visit M1 (at 1 —

3.49 months postpartum).

Note: Reasons for exclusion in both cohorts are pre- or post-term (gestational age <37 or >42
weeks); low birth weight (<2.500g birth weight); macrosomia (>4.200g birth weight); maternal
medical issues (pre-eclampsia and gestational diabetes); maternal alcohol intake >30 or >50
mL per week. Withdrawn reasons are COVID-19, moved away, failure to attend the visit, infant
died, project end, too much time spending in visits or other reason. Only women with at least
one breast milk volume measurement during the follow-up were included.
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Figure 2 — Breast milk volume latent-class trajectory group in Brazil (n = 139) and Denmark
(n=188).

Note: Latent growth mixture model was applied to identify different trajectories of breast milk
volume over time. The trajectories were modelled with a continuous latent variable. The curves
represent the average of breast milk volume production (mL/day) by latent-class trajectory
group, considering only time without adjustment for additional factors. The shaded areas around
the curves indicate the 95% confidence interval. The "higher" class indicates the highest
production level, while the "medium" class represents the medium production level based on
the sample distribution. The number of individuals by class and country is as follows: (A)
Brazil: Higher: n = 58 (41.7%), Medium: n = 81 (58.3%); (B) Denmark: Higher: n = 123
(65.4%), Medium: n = 65 (34.6%).
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8 CONSIDERACOES FINAIS

A literatura postula que o organismo materno aumenta suas reservas de tecido adiposo
durante a gestagdo para sustentar a lactacdo no pods-parto, sendo esperado, portanto, uma
mobilizacdo destas reservas durante este periodo. No entanto, este conceito tem sido
confrontado por estudos que mostram que caracteristicas individuais e fatores socioecondmicos
podem influenciar como estas reservas serao mobilizadas. Além disso, um desfecho negativo
que vem sendo associado com o excesso de adiposidade da mae ¢ a reducao do VLM, o que
pode comprometer a manutengao do AM.

Os resultados do primeiro artigo desta tese confirmam que a variagdo nos componentes
corporais maternos pode ser determinada por caracteristicas individuais e socioeconomicas da
mulher. Observou-se que, apesar da reducao no IMC, a MG materna se manteve estavel,
enquanto a MLG foi o inico componente corporal que reduziu de forma significativa. Sendo
identificados como preditores destas mudancas o sobrepeso pré-gestacional, a multiparidade, a
idade materna superior a 30 anos, o parto cesareo, o sexo da crianga e a renda familiar.

O resultado referente a reducdo da MLG ¢ particularmente surpreendente,
considerando que todas as mulheres acompanhadas mantiveram AME por pelo menos 3,5
meses e continuaram com algum tipo de AM ao longo de todo o periodo estudado. Assim, era
esperado que houvesse deplecao das reservas de tecido adiposo, que nao foi o observado.
Ademais, este resultado refor¢a que populacdes saudaveis podem acumular MG a cada ciclo
reprodutivo e levantam novas questdes que merecem ser consideradas e futuramente
exploradas, tais como a perda muscular e a perda 6ssea em lactantes, bem como o impacto que
estas perdas tém a longo prazo.

Adicionalmente, os fatores associados com essas mudangas destacam a importancia
de se dar aten¢do a saude da mulher durante o periodo pré concepcao, evitando que ela inicie o
ciclo reprodutivo ja com maior risco de desenvolver ou agravar o excesso de peso. Os demais
fatores ressaltam a importancia de se considerar as condi¢des individuais e socioecondmicos
das maes, além do aleitamento materno em si, no manejo da perda de peso no pos-parto. Estes
resultados apontam para a necessidade de se propor diretrizes com orientagdes mais especificas
e voltadas para grupos sociais mais vulneraveis.

O segundo artigo da tese mostra a complexidade da interagdo da adiposidade materna
com a producao de leite materno. A associacao positiva observada entre as brasileiras sugere
que a adiposidade pode desempenhar um papel benéfico na lactacdo em certos contextos, mas

ainda ndo ¢ claro se a MG materna consegue responder sozinha a este resultado. Por outro lado,
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a associacdo negativa vista entre as dinamarquesas pode refletir diferencas culturais, dietéticas
ou de apoio a sade materna. Embora esta tese utilize dados longitudinais obtidos por meio de
métodos robustos para estimativa do VLM e da CCM, vale destacar que fatores adicionais, tais
como o contetido de macronutrientes, hormonios e outros componentes do leite, podem também
ser influenciados pela adiposidade materna. Esses, por sua vez, podem ser mediadores destes
resultados a partir da modificagdo das caracteristicas do AM (duragdo e frequéncia de mamada,
por exemplo), que podem estar associados com mudangas no VLM em si.

E fundamental que sejam conduzidos mais estudos longitudinais e de maior escala,
incluindo uma ampla variedade de perfis antropométricos de mulheres e com aplicacdo de
metodologias robustas que permitam aferir com precisio a CCM e o VLM. Investigar a
influéncia que a composicdo corporal, especialmente a adiposidade, tem sobre o VLM ¢
essencial para identificacdo de alvos estratégicos que possam melhorar os pardmetros do AM
como um todo. Além disso, compreender como o periodo pds-parto afeta as mudangas na CCM,
especialmente o acimulo de gordura, e identificar os fatores modificaveis que influenciam essas
mudangas, abre caminhos para o desenvolvimento de politicas publicas e estratégias de manejo
de peso mais eficazes nesse periodo. Isso € particularmente importante para prevenir que o pos-
parto se torne um fator de risco para a obesidade em mulheres, a0 mesmo tempo em que se
garante suporte direcionado a grupos especificos e se minimizam os impactos negativos no AM

decorrentes da redu¢ao do volume de leite.
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ANEXOS
Anexo A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidada a fazer parte do estudo ‘Construcio de valores de
referéncia para micronutrientes no leite humano: Estudo multicéntrico colaborativo’ que
estd sendo desenvolvido por pesquisadores do Instituto de Nutricdo Josué de Castro, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (INJC/UFRJ).

Este estudo tem como objetivo principal avaliar a quantidade de vitaminas e minerais
do leite materno para que se possa estabelecer a recomendacao diaria adequada destes
nutrientes, tanto para a mae quanto para o bebé. Além disso, este estudo ird avaliar a relacao da
alimentacdo da mae com a qualidade do leite materno. A qualidade do leite também sera
relacionada com o peso, a altura, e a circunferéncia do braco da mie e com o peso, o
comprimento, a circunferéncia da cabeca e do brago do bebé. Com os resultados desse estudo
sera criada uma estratégia para avaliar a necessidade de se consumir suplementos e alimentos
fortificados durante a gestagdo e durante a amamentagao do bebé. Outro objetivo deste estudo
¢ quantificar o volume de leite produzido no dia a dia pelas maes que estdo amamentando para
saber se essa quantidade de leite produzida interfere na quantidade de vitaminas e minerais do
proprio leite. Por fim, o estudo também quer ver se a quantidade de leite recomendada pela
Organizacdo Mundial da Saude esta correta ou se precisa mudar.

Vocé ndo ¢ obrigada a participar do estudo e, mesmo aceitando, podera desistir e retirar
0 seu consentimento a qualquer momento. Isso ndo trara nenhum prejuizo para vocé, nem para
a sua relacdo conosco ou com os profissionais deste centro de satide ou de qualquer outra
unidade do Sistema Unico de Satde (SUS). Vocé podera continuar, normalmente, com o seu
acompanhamento de satide nesta unidade. Vocé tera o tempo que desejar para refletir sobre sua
participagdo no estudo e podera consultar, se achar necessario, seus familiares ou outras pessoas
que possam ajuda-la a tomar esta decisdo.

Como irei participar?

Apos ler este termo, caso, vocé aceite participar do estudo, vocé fornecerd algumas
informacdes gerais como: nome completo, endereco, telefone, data de nascimento, nivel de
escolaridade e renda da familia. Além disso, algumas informagdes complementares sobre sua
saude serdo obtidas a partir do seu prontuario. Voce tera o direito de ndo fornecer alguns dados
solicitados caso ndo se sinta confortdvel ou segura para isso.

Vocé receberd orientagdes e aconselhamento sobre a importancia do aleitamento
materno exclusivo durante a gravidez e/ou logo ap6s o nascimento do seu bebé na maternidade.
O aleitamento materno exclusivo significa que o bebé ndo podera receber agua, suco ou ché, ou
seja, devera ser alimentado somente com leite materno. Apds o parto, vocé e seu filho passardo
por 4 encontros com os profissionais da nossa equipe:

Encontro 1

Ocorrerd ainda na maternidade, entre 24 e 72 horas apds o parto. Neste dia vocé ird responder
algumas perguntas sobre o parto, sobre o inicio da amamentacdo e a saide do bebé. Iremos
coletar uma amostra de seu leite (2 ml aproximadamente meia colher de cha).
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Encontro 2

Ocorrera quando seu bebé estiver com idade de no minimo 1 més € no méximo 3 meses
e 15 dias de vida. Neste dia vocé ird responder a perguntas sobre sua saude (historico de
doengas, uso de medicamentos/suplementos como uso de vitaminas ou minerais a exemplo do
uso de acido folico, ferro ou vitamina D, entre outros), como esta sendo a amamentagdo do bebé
e sobre seu estilo de vida (alimentacao, pratica de atividade fisica, fumo, consumo de bebidas
alcodlicas). Também serdo feitas perguntas sobre sua alimentagdo, consumo de sal, sobre seus
sentimentos ¢ o desenvolvimento do seu filho. Vocé passard por avaliagdes de satide que
incluirdo medidas como o peso, a altura, a circunferéncia do brago e o calculo do seu percentual
de gordura corporal. Serdo coletadas amostras de fezes, urina e leite materno. Sera coletado
todo o volume de leite de uma de suas mamas com o auxilio de uma bomba de coleta de leite.
Em seguida, iremos coletar uma amostra de 25 ml (aproximadamente 1 colher de sopa) do seu
leite e o restante serd oferecido ao seu bebé. A quantidade de amostra de fezes ¢ de no minimo
5 gramas (aproximadamente 1 colher de chd) e a de urina ¢ de no minimo 15 ml
(aproximadamente 1 colher de sopa). Também iremos coletar uma amostra de 10 ml de seu
sangue (aproximadamente 1 colher de sopa rasa). Seu filho também passara por avaliagdes de
saude que incluirdo medidas como o peso, o comprimento, circunferéncia do brago e da cabeca
e composicdo corporal. Também iremos coletar amostras de fezes, no minimo 5 gramas
(aproximadamente 1 colher de chd), urina (15 ml, aproximadamente 1 colher de sopa) e sangue
do seu filho (2 ml, aproximadamente meia colher de chd). Vocé recebera um copo de agua
contendo uma substancia chamada deutério, a qual ndo tem cor, nem sabor, nem cheiro ¢ ndo
faz mal nem a vocé e nem ao seu bebé. Essa substancia ¢ eliminada pela urina, saliva e leite
materno e a partir dela poderemos calcular a quantidade de leite que seu bebé consumiu em 24
horas. Para isso, iremos coletar amostras de sua saliva e de seu bebé (15 ml, aproximadamente
1 colher de sopa) no dia do nosso encontro, e nos dias 1, 2, 3, 4, 13 e 14 apds voce ter ingerido
a agua com deutério. O encontro 1 tera duracdo aproximada de 1 hora. Existe a possibilidade
de que vocé seja sorteada para realizar uma nova coleta de leite materno, da mesma forma
descrita anteriormente, no 14° dia apds esta visita.

Encontro 3

Ocorrerad quando seu bebé estiver com idade de no minimo 3 meses e 16 dias até no
maximo 5 meses e 29 dias de vida. Neste dia, vocé€ respondera perguntas sobre problemas com
a amamentacdo, com a sua saude e com a satde do seu bebé que possam ter ocorrido entre o
segundo e o terceiro encontro, também com relagdo aos seus sentimentos. Vocé respondera
novamente perguntas sobre seus habitos alimentares e sobre a alimentag¢do do seu bebé, além
de novas perguntas sobre o desenvolvimento do seu filho.

Iremos realizar novamente suas medidas de peso, altura, circunferéncia do brago e
calcular o seu percentual de gordura corporal e medidas no seu filho como o peso, o
comprimento, circunferéncia do braco e da cabega e composi¢do corporal. Também serdo
coletadas novas amostras de fezes, urina, leite materno e sangue da senhora e de seu bebé (fezes,
urina e saliva). As quantidades serdo as mesmas do primeiro encontro. O sangue do seu bebé
podera ou nao ser coletado neste encontro. Caso seja coletado o sangue do seu bebé neste
encontro, a quantidade serd a mesma do encontro anterior (2 ml, aproximadamente meia colher
de chd) e nao coletaremos o sangue do seu bebé novamente no préximo encontro. Vocé
receberd novamente a d4gua com deutério e coletaremos novamente amostras de sua saliva e de
seu bebé nos dias 1, 2, 3,4, 13 e 14 ap0s este encontro. A duragdo aproximada do encontro 3 ¢
de 1 hora. Caso vocé ndo tenha sido selecionada para coletar o leite materno no 14° apds a visita
2, existe a possibilidade de que vocé seja selecionada para coletar novamente o leite materno
no 14° dia apos esta visita.
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Encontro 4

Ocorrera quando seu bebé estiver com idade no minimo 6 meses € no maximo 8 meses
e 15 dias de vida. Neste dia, vocé€ respondera novamente perguntas sobre problemas com a
amamentagao, alimentagao, com a sua satde e com a saude do seu bebé que possam ter ocorrido
entre o terceiro € o quarto encontro, também com relagdo aos seus sentimentos. Vocé
respondera novas perguntas sobre o desenvolvimento do seu filho.

Iremos avaliar novamente suas medidas de peso, altura, circunferéncia do brago e
percentual de gordura corporal e de seu filho (medidas de peso, comprimento, circunferéncia
do brago e da cabega e composicao corporal). Serdo realizadas novas coletas de suas de fezes,
urina, leite materno e sangue (10 ml, aproximadamente 1 colher de sobremesa) e de fezes, urina
e saliva do seu bebé. S6 havera coleta de sangue do seu bebé neste encontro se ndo tiver ocorrido
coleta de sangue no encontro anterior (terceiro encontro). Caso isso ocorra, a quantidade a ser
coletada neste encontro serd a mesma da primeira coleta (2 ml, aproximadamente meia colher
de chd). Vocé recebera novamente a 4gua com deutério e coletaremos novamente amostras de
sua saliva e de seu bebé nos dias 1, 2, 3, 4, 13 e 14 apds este encontro. A duracdo aproximada
do encontro 4 ¢ de 1 hora. Caso vocé ndo tenha sido selecionada para coletar o leite materno no
14° ap6s as visitas 2 ou 3, existe a possibilidade de que vocé seja sorteada para coletar
novamente o leite materno no 14° dia apds esta visita.

A coleta de todas as amostras seguira as instrugdes fornecidas pela nossa equipe e
iremos fornecer todo o material descartavel necessario. Todos os exames e avaliagdes serdao
gratuitos, ou seja, voc€ nao terd nenhum tipo de custo. No seu leite, serd analisada a quantidade
das vitaminas A, B1, B2, B3, B5, B6, B7, B9, B12, C, D, E ¢ de nutrientes como ferro, cobre,
zinco, calcio, magnésio, sddio, potassio, iodo, selénio, além de gorduras, proteinas e agucares,
com o objetivo de avaliar a qualidade nutricional do seu leite. N6s também iremos analisar a
quantidade das vitaminas A, B1, B2, B6, B9, B12, D, E, e de nutrientes como ferro, cobre,
zinco, iodo, proteinas e hormonios da tireoide no seu sangue € no sangue do seu filho para
avaliar o seu estado geral de satide e do seu filho e verificar como o seu leite influencia na
quantidade desses compostos no sangue do seu filho. Parte do sangue de vocés poderad ser
utilizada para andlises do material genético (DNA/RNA) que vai avaliar quais variagdes
genéticas podem influenciar na quantidade de nutrientes no seu organismo e de que forma isso
influencia na qualidade do seu leite e no estado nutricional do seu filho. Também iremos
analisar a quantidade de i0do na sua urina e na urina do seu filho para avaliar se este nutriente
estd presente em quantidade adequada, pois este mineral participa da formag¢ao de hormonios
importantes para o bom funcionamento do metabolismo, além de ser fundamental para o
crescimento e desenvolvimento do seu filho. Nas amostras de fezes, nds iremos analisar a
presenca de bactérias, para tentar entender de que forma elas podem afetar seu estado de saude
geral e o crescimento e desenvolvimento do seu filho.

As amostras coletadas serdo enviadas para analise no Departamento de Nutricao, da
Universidade da California, na cidade de Davis, Estados Unidos, local em que ficardo
armazenadas até que todas as andlises sejam realizadas pelo periodo maximo de 10 anos. Para
cada material biologico coletado (sangue, urina, fezes, saliva e leite materno) havera amostras
reservas que ficardo guardadas no Instituto de Nutricao Josué de Castro, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, por um prazo de até 10 anos, sob responsabilidade da UFRJ e
gerenciamento do Professor Gilberto Kac, sem fins comerciais, em um sistema seguro de
identificacdo, garantindo o sigilo, o respeito a confidencialidade e a recuperagdo dos dados para
fornecimento de informagdes de interesse da pesquisa. As amostras poderdo ser utilizadas em
estudos futuros, mas a cada nova pesquisa a ser realizada com suas amostras biologicas, sera
solicitado um novo consentimento, com assinatura de um novo Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido, previamente analisado e aprovado pelo sistema CEP/CONEP.
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Vocé tem o direito de solicitar por escrito e assinado, a qualquer momento, a destrui¢do
ou devolucdo das amostras fornecidas que ainda ndo tenham sido analisadas. No caso de
amostras ja analisadas, forneceremos seus resultados e caso vocé retire seu consentimento, 0s
resultados obtidos a partir dessas amostras ndo serao utilizados no estudo. Apos o periodo de
10 anos, caso vocé ndo tenha solicitado a devolucdo de suas amostras bioldgicas, as mesmas
serdo descartadas, conforme normas vigentes de 6rgdos técnicos competentes. Vocé sera
informada sobre a destrui¢do de suas amostras bioldgicas e encerramento do periodo de
armazenamento das mesmas.

Vocé serd ressarcida dos gastos que tiver para participar deste estudo, seja com
transporte, alimentagdo, hospedagem entre outros gastos, podendo se estender ao seu
acompanhante caso necessario. Vocé sera agendada de acordo com a sua disponibilidade,
sempre tentando conciliar com outras consultas que vocé ja tenha marcado na unidade. Vocé
poderd receber ligacdes telefonicas ou mensagens de celular de nossa equipe para fornecer
informagdes ndo obtidas no dia do encontro e também poderd ligar para a equipe do projeto
caso tenha alguma pergunta ou duvida.

Quais os beneficios?

Ao participar deste estudo, vocé tera a oportunidade de realizar uma avaliagdo mais
completa e detalhada da sua saide e do seu bebé. Vocé recebera aconselhamento sobre
aleitamento materno e podera tirar todas as duvidas sobre este € outros assuntos que sao
importantes para garantir a sua saide e do seu bebé, com profissionais devidamente
qualificados. Este acompanhamento também ¢ importante para que vocé tenha uma vida mais
saudavel, prevenindo problemas de saude futuros.

Vocé tem o direito de conhecer os resultados obtidos a partir das amostras biologicas
fornecidas. Assim, vocé e seu filho receberdao os resultados das avaliacdes realizadas. Vocé
também tem o direito de receber orientagdes quanto aos resultados de seus exames e caso seja
detectado algum problema de satde, vocé sera orientada quanto ao tratamento adequado,
incluindo aconselhamento genético quando aplicavel, a qualquer tempo.

Os resultados obtidos neste estudo serdo importantes para identificar deficiéncias de
nutrientes, para auxiliar na prescricao (recomendacao) de suplementos durante a gestagdo € no
pos-parto e para a criacdo de politicas de saude voltadas para a suplementagdo e/ou fortificacao
de alimentos para o grupo materno e infantil. Ao aceitar participar deste projeto, vocé estara
contribuindo ndo apenas para a melhoria da sua saude e do seu bebé, mas também estara
ajudando futuras mamaes e bebés.

Quais os riscos?

Este estudo oferece baixo risco a vocé e ao seu filho. Todas as avaliacOes serdao
conduzidas de maneira a evitar danos, sejam de dimensao fisica, psiquica, moral, intelectual,
social, cultural ou espiritual. A coleta das amostras de sangue, leite, fezes, urina e saliva sera
realizada com material descartavel para evitar contaminagdo. Em algumas pessoas pode
aparecer um pequeno hematoma (mancha arroxeada) no local de retirada do sangue, que
desaparecera em pouco tempo e ndo requer cuidado especial. Entretanto, todas as medidas serdo
empregadas para evitar e/ou reduzir estes possiveis riscos.

O pesquisador responsavel pelo estudo se compromete a proporcionar de forma gratuita
assisténcia imediata e integral a vocé e/ou seu filho por qualquer dano imediato ou posterior,
direto ou indireto relacionado ao estudo, pelo tempo que for necessario, bem como indenizagao
diante de eventuais danos decorrentes desta pesquisa.

A pesquisa sera imediatamente suspensa na ocorréncia de qualquer risco ou dano,
previsto ou ndo neste termo. O problema sera comunicado ao médico responsavel pelo seu
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acompanhamento e as devidas providéncias serdo tomadas em carater mediato, sendo
comunicado ao Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal de Satde do Rio de
Janeiro (CEP/SMS-RJ) e a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

Responsabilidades do pesquisador

Todas as informagdes que vocé fornecer serdo mantidas em sigilo e utilizadas apenas
para fins de pesquisa. Nenhuma outra pessoa ou profissional tera acesso as suas informacoes,
somente os pesquisadores deste estudo. Todos os questionarios que vocé responder, bem como
todas as amostras biologicas que vocé fornecer (sangue, fezes, urina, saliva e leite materno),
ndo irdo apresentar seu nome, mas sim um cédigo composto por letras e numeros. Esse codigo
¢ iniciado pela letra “M”, quando se refere a mae, ou “C”, quando se refere a crianca, seguido
pela letra “R”, que indica a cidade de origem (Rio de Janeiro). Em seguida, o codigo recebe
uma numeracao de 3 digitos (de 001 até 250), que ¢ atribuida a cada participante, de maneira
crescente, por ordem de entrada no estudo, o qual ¢ de conhecimento exclusivo da equipe de
pesquisa. Os tubos contendo as amostras biologicas que serdo enviadas ao exterior também nao
possuem seu nome, eles apresentam uma etiqueta com o codigo de identificagdo, data da coleta
da amostra, tipo de amostra (ex: leite, urina, etc), nimero da consulta (visitas de 1 a 4) e um
codigo de barras. Quando divulgarmos os resultados deste estudo, seu nome e endereco NAO
serao revelados. Vocé recebera os resultados das avaliagdes e exames realizados assim que
estiverem disponiveis.

Este termo de consentimento ¢ um documento importante € vocé ira receber uma via na
qual consta o telefone e o enderego do pesquisador principal, podendo tirar suas davidas sobre
o estudo e sobre sua participacdo, agora ou a qualquer momento.

Em caso de duvida em relag@o a condugdo ética do estudo, vocé pode entrar em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal de Saude do Rio de Janeiro
(Endereco: Rua Evaristo da Veiga, 16, 4° andar — Centro — Rio de Janeiro — RJ — CEP 20031-
040; e-mail: cepsms(@rio.rj.gov.br / cepsmsrj@yahoo.com.br; telefone: 2215-1485; horario de
atendimento: 9h as 16h) e/ou com o Comité de Etica em Pesquisa Maternidade Escola - UFRJ
(Endereco: Rua das Laranjeiras, 180 - Laranjeiras - CEP: 22240-003 - Rio de Janeiro - RJ —
Brasil Tel.: (21) 2285-7935 — Tel/Fax: (21) 2205-9064 - E-mail: cep@me.uftj.br, horario de
atendimento: 9h as 12h e das 14h as 16h) e/ou com a Comissio Nacional de Etica em Pesquisa
— CONEP (Endereco: SRTV 701, Via W 5 Norte, lote D - Edificio PO 700, 3° andar — Asa
Norte CEP: 70719-040, Brasilia — DF.; telefone: (61) 3315-5878 / (61) 3315-5879; e-mail:
conep@saude.gov.br; horario de atendimento: 8h as 18h). Os Comités de Etica sdo
responsaveis pela avaliacdo ética da pesquisa e t€ém a func¢do de garantir e resguardar a
integridade e os direitos dos participantes da pesquisa e também de receber dentncias e apura-
las.

Uma via deste consentimento informado sera arquivada no Observatorio de Epidemiologia Nutricional,
do Instituto de Nutri¢do Josué de Castro da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Meu consentimento

Declaro que entendi os objetivos e condigdes da pesquisa.

Li e concordo com a minha participacdo e a do meu bebé.


mailto:cepsms@rio.rj.gov.br
mailto:cepsmsrj@yahoo.com.br
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Rio de Janeiro, / /

Nome e assinatura do pesquisador

Nome e assinatura do participante da pesquisa

Contato do coordenador da pesquisa
Professor Dr. Gilberto Kac

Observatorio de Epidemiologia Nutricional/Instituto de Nutri¢ao Josué de Castro/Universidade
Federal do Rio de Janeiro

Av. Carlos Chagas Filho, 373, bloco J, 2° andar, sala 29, Cidade Universitaria - Rio de Janeiro, RJ -
Brasil. CEP: 21941-902.

Telefone: 3938-6595. E-mail: observatorio@nutricao.ufrj.br



mailto:observatorio@nutricao.ufrj.br
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Anexo B — Protocolo de antropometria materna e infantil

The MILQ Study:

[ ) Developing Reference Values
MGLQ for Nutrients in Human Milk

Mothers, Infants
and Lactation Quality

Lindsay Allen
& the MILQ Study Team

MANUAL DE ANTROPOMETRIA MATERNA E INFANTIL
Rio de Janeiro

Observatorio de Epidemiologia Nutricional
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Capitulo 1. Tipos de erro em medidas antropométricas

1. Conceito de validade

Em estudos epidemioldgicos, por vezes lancamos mao de uma amostra para realizar
inferéncias sobre a populacdo de referéncia. O objetivo nesses casos ¢ encontrar uma
estimativa amostral que seja o mais proxima possivel do pardmetro populacional (valor real
da medida). A validade de um estudo guarda relagdo com o quao perto do alvo (valor real)
conseguimos chegar a partir da medida realizada e poderia ser definida como “o grau de
garantia dado as inferéncias derivadas de um estudo em particular, especialmente a
generalizacdo para além da amostra estudada, quando se consideram os métodos utilizados, a
representatividade da amostra estudada, e a natureza da populacao de onde a amostra foi
retirada”. O termo valido ¢ derivado do latim validus, que significa forte. A validade pode ser
subdividia em validade interna e validade externa.

Validade Interna - Capacidade dos resultados de fazer inferéncias sobre a populacao fonte,
que participou do estudo. Diretamente relacionada a qualidade do planejamento e da
execucao do estudo.

Validade Externa - Capacidade de generalizagdo dos resultados para além da populacao
estudada, para populagdo externa a amostra. Conceito subjetivo que depende da
representatividade da amostra e das caracteristicas dos grupos nos quais estou querendo
realizar inferéncias.

Dessa forma, a validade de um estudo pode ser comprometida pela ocorréncia de erros ou
vieses em diferentes etapas do estudo, como por exemplo, na concepgao, escolha do desenho,
instrumentos utilizados, coleta dos dados, analise dos dados, entre outras. Nesse sentido os
métodos empregados para a realizagdo de medidas antropométricas correspondem a um item
critico de controle para evitar erros/vieses e garantir a validade e precisdo do estudo.

2. Tipos de erro em antropometria

No dicionario erro ¢ classificado como antonimo de acerto; equivoco; engano; inexatiddo. Em
metrologia corresponde a diferenca entre o valor exato de uma grandeza e o valor dado por
uma medi¢do. Em epidemiologia o erro € a “diferenca entre o resultado de uma medicdo e o
verdadeiro valor da caracteristica” (Pereira, 2005), como mostra a figura abaixo.
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Medida real

-+

Erre de mensuragdo

Erro sistematico

Tendenciosidade que induz a conclusdes sistematicamente diferentes da verdade. Nos
casos em que existe erro sistematico obtemos medidas constantemente desviadas para um dos
lados (para mais ou para menos) em relacdo ao valor real. Como exemplo de fator que pode
gerar erro sistematico, temos: balan¢a desnivelada na parte posterior que sempre mostra
valor inferior ao real. Erros do tipo sistematico estdo relacionados ao comprometimento da
exatidao do estudo, ou seja, reduzem a habilidade de obter uma medida proxima ao valor
real. A ocorréncia deste tipo de erro tem consequéncias sérias em epidemiologia. Nestes
casos, tende-se a gerar associacgdes artificiais entre os eventos, diluir a associagdes
verdadeiras, ou mesmo inverter a dire¢ao das associagoes.

Erro aleatdrio

Este tipo de erro ocorre em torno do valor real da medida, mas sem predile¢do por um dos
lados (para mais ou para menos), ou seja, o erro nao ¢ tendencioso (sistematico); € casual.
Como exemplo de erro aleatorio, podemos citar um profissional ndo capacitado, que ora mede
usando um protocolo/técnica (erra para mais), ora mede usando outro (erra para menos). Erros
aleatorios diminuem a precisdo do estudo, ou seja, a capacidade de obter o mesmo valor em
medidas repetidas no mesmo individuo em condi¢des idénticas; consisténcia dos resultados
quando a medigdo se repete. Nestes casos as consequéncias em epidemiologia sdo menos
graves, principalmente quando temos estudos de grande tamanho amostral, se tiver pequena
amplitude, em geral, tem pouca influéncia pratica nos resultados finais da investigagao. De
forma geral esse tipo de erro tende a reduzir a associa¢do entre eventos.

Na figura abaixo temos alguns exemplos de estudos com comprometimento da exatidao e
precisdo. No primeiro deles, temos presentes erros sistematicos e aleatdrios tornando as
medidas invalidas (muito distantes do alvo, valor real). No segundo caso, temos medidas
precisas que foram muito proximas, mas que ficaram distante do valor real, devido a um erro
sistematico que tendiam a estimar valores sistematicamente diferentes do pardmetro. No
terceiro caso, temos medidas proximas da realidade, mas com baixa reprodutibilidade
(precisdo). Por tltimo, temos o estudo valido, com alta precisdo e exatidao.
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Erros de leitura do instrumento

Erros no registro dos resultados devido a: . ,
Ideal numérico em formuldrios

Pressa | 2345567890

Escrita com caneta ou lapis falhando (UNITED NATIONS, 1986)
Espaco limitado no formulario
Letra ilegivel

Digitacdo incorreta

Instrumento/ Equipamento
Equipamento inadequado para a medida de interesse

Nao foi fabricado para medir pessoas Ex. fita de costura para medir perimetros

Fabricado para medir pessoas, mas inapropriado para realizar a medicdo adequadamente
(precisao, capacidade e amplitude) Ex. Pesagem de bebés em balanga de adulto




Instrumento defeituoso ou quebrado - Ex. estadidmetro com haste mdvel frouxa
Falta de manutencio - Ex. letras falhadas na régua do infantdmetro ou na trena

Falta de calibracao

Local de onde as medidas serdo realizadas
- Falta de privacidade

- Iluminacgao deficiente

- Temperaturas extremas

- Piso irregular

- Espago fisico insuficiente

- Posicionamento inadequado dos equipamentos no ambiente

Cuidados gerais na obtencio de medidas antropométricas
Local

Adequado as medidas realizadas (fluxo e espaco)

Agradavel

Piso plano e pelo menos uma parede lisa em angulo reto com o piso
Privacidade

Antropometrista e Equipamentos
Padronizagdo/treinamento antropometrista

Dois técnicos idealmente (observador/ medidor e assistente)
Roupas adequadas

Instrumentos adequados e calibrados

Padronizagdo do protocolo de afericdo

Registro de medidas antropométricas

Dois técnicos (observador e assistente)

Observador: realiza medida e leitura; devera falar a leitura em voz alta e clara. Repetir o

Pprocesso.
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Assistente: anota a medida e certifica o posicionado do individuo e equipamentos. Indica a

proxima medida a ser realizada

Capitulo 2. Medidas Antropométricas Maternas



1. Estatura

Equipamento: Seca 264 - Estadiometro digital fixo

Dados técnicos

1.1 Calibragao da Medida

30 -220 cm

1 mm

Pilhas

428 x 2318 x 474 mm

5 kg
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Calibragem da corredica superior

Calibragem
automatizada

QO

~
Antes de poder efectuar pela primelra vez medigdes de
aluras com o aparelho, & necessarlo callora-lo. 1sso &
conseguldo "ensinando” uma medida de referéncla ao
aparelho.

Com a ajuda da barra de callbragem fomeclda é

possivel reallzar uma callbragem automatizada.

1. Prima atecla Start (_l:. da corredica superior.
Mo mostrador aparece "----".

2. Mantenha o botéo de travagem premido e
movimente a comediga superlor até ser Indlcado
um valor de altura no mostrador.

ATENGAO!

_ 1 Medicdo errada devido a uma calibragem

incompleta
O valor de altura Indlcado nfo comesponde &
pDSIQﬁD efectiva da CDWQdIQE! supenor.
- Concluaa callbragem tal como esta descrito
nesta seccio.
3. Cologue a barra de callbragem forneclda
{comprimento 0,8 m) na vertlcal sobre o tapete
para 0s pés e mantenha-a nassa posicio.

4. Mantenha o botéo de travagem premido einglra a
corredica superlor sobre a barra de calloragem.

bEEP

5. Mantenha a tecla Enter (send/print) e a tecla de
seta (hold/zere) premidas em simultaneo para
abrir o menu.

O Item de menu selecclonado por Ultimo aparece
no mostrador (aqul: "DEEP").

=
=
—

6. Prima a tecla de seta (hold/zero) as vezes
necessarlas até aparecer "CAL" no mostrador.

7. Conflrme a sua selecgio com a tecla Enter (send/
') print).

8. Selecclone com a tecla de seta (hold/zero) a

4ES

definigio “Yes".

9. Conflrme a sua selecgio com a tecla Enter (send/

Alko

print).
Aparece a Indicagao "Autc'.

@

10. Confirme a Indlcagio com a tecla Enter (send/
print).
O aparelho esta callbrado. J& pode realizar as
medigtes de alturas com o aparaiho.
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1.2 Medida

Procedimento — Realizado trés vezes para calculo da média
Aperte a tecla “start” (D da parte movel do estadidmetro. No visor aparecerd “----- .

Mantenha o botdo de travagem pressionado e movimente a parte movel do estadiometro até
ser indicado um valor de altura no visor.

Mantenha o botdo de travagem pressionado e empurre a parte movel para cima até a mulher
conseguir colocar-se debaixo da mesma.

Pedir para a puérpera retirar os sapatos ¢ qualquer adereco de cabelo/cabeca;

A mulher deve estar ereta, de costas para a coluna de aferi¢ao, com bragos estendidos ao
longo do corpo, com o tronco equilibrado na cintura, joelhos retos;

Os ossos internos dos calcanhares devem se tocar, bem como a parte interna de ambos os
joelhos. Essa juncao dos joelhos deve ser feita sempre que possivel, porém por vezes nao serd
possivel devido ao inchaco dos membros inferiores ou a concentragdo de gordura nos
mesmos.

Unir os pés, fazendo um angulo reto com as pernas;

encostados na superficie do estadidmetro;

mével do estadidmetro na parte superior da cabega da mulher.

10. Puxe a régua de Frankfurt para fora da parte mével.
das trés linhas existentes na régua de Frankfurt.

corrediga superior.

13. Lela a estatura no visor e anote o resultado.

ndi 14. Peca que a puérpera sai do aparelho e repita a medida.
naicar

permanentemente o
resultado da medicao
(Hold)

depols de ter posiclonado a corrediga superior.

E exiblda a mensagem "HOLD".
{EEI.'.:I A corredica superlor pode agora ser deslocada
sem que o valor de medicdo Indlcado se altere.

2. Para desactivar a fungo HOLD, prima a tecla de
seta (hold/zero).
© A mensagem "HOLD" desaparece.

1.3 Cuidados Gerais

8. A parte posterior da cabega, os ombros, as nadegas e os calcanhares

9. Mantenha o botdo de travagem pressionado e posicione a parte

11. Alinhe o plano de Frankfurt da mulher com a linha adequada a partir

12. Mantenha o botdo de travagem pressionado e corrija a posi¢do da
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Higienizar o equipamento sempre que necessario;

Com o auxilio de produtos de limpeza domésticos ou desinfetantes ndo abrasivos.

2. Peso

Equipamento: Seca Robusta 813 - Balanca digital de alta capacidade para uso pessoal.

Dados técnicos

Capacidade: 200 kg

Graduagdo (g): 100 g

Alimentacao Elétrica: Pilhas

Medida (L x A x P): 433 x 47 x 373 mm

Peso liquido: 29 kg

Fungoes: Desligar automatico, Ligar automatico por
toque, Mudar kg/Ibs/sts, Auto-HOLD, Step-
Off

2.1 Medida

A mulher deve estar com o minimo de roupa possivel e as mesmas devem ser leves (atencao
aos objetos no bolso);

Pedir para que tire objetos pesados e os sapatos;
Tocar suavemente a superficie da balanca, até que ligue;
Quando aparecer “0,0” a mesma estara pronta para ser utilizada;

Solicite que a mulher suba na balanga e se posicione no centro do equipamento, mantendo-se
ereta, com 0s pés juntos e os bracos estendidos ao longo do corpo. E importante que a mulher
ndo olhe para baixo (mantenha o olhar fixo no horizonte) e ndo se apdie durante o
procedimento;

Espere que o valor estabilize (valor fixado no visor) e realize a leitura;
Anote no REDCap, com uma casa decimal.

2.2 Cuidados Gerais

Sempre que necessario, realize a limpeza da balanga;

Limpar com produtos de limpeza domésticos ou desinfetantes;
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Nunca utilizar produtos agressivos ou abrasivos como alcool, pode danificar a superficie do
aparelho.

3. MUAC — Mid upper arm circumference (Perimetro do Braco)
Equipamento: Trena Antropométrica CESCORF

Dados técnicos

Sensibilidade: 1 mm

Amplitude leitura: 2m

Inicio da numeragao: 10 cm do inicio da trena
Dimensdes: 45 mm x 43 mm
Comprimento/Largura 2 m/6 mm

Peso liquido: 24 ¢

3.1 Medida

1. Posicionar o braco direito da mulher junto ao corpo, com
cotovelo flexionado a 90° e palma da mao voltada para cima,
como mostra a figura ao lado.

2. Identificar o ponto extremo do ombro (acrémio) e o ponto
mais extremo do cotovelo (olecrano). A localizagdo do
acromio pode ser facilitada apalpando lateralmente a
superficie superior da escapula. A%

3. Estender a trena Acrémio \
antropometrica ao longo da of Scapuis | f Nota: Imagem do livro Barros et

lateral do brago, com o ponto ~ al. A Antropometria, 2009

zero da trena sobre o acrdmio /1 ’ \ Ly
‘ /N Ponto médio

até o olecrano. Marcar com o l I Medida da MUAC

lapis dermografico um trago : ‘

|
\’ |
sobre o ponto médio entre estes \ o

dois pontos anatdémicos. e

)
4. Posicionar-se ao lado da Olecrr;'a:i # /
mulher, e solicitar que a mesma
deixe o cotovelo estendido e o
brago relaxado com a palma da

mio voltada para a coxa.
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e -

Nota: Imagens do livro Barros et al. A Antropometria, 2009

Passar a trena ao redor do brago, em plano horizontal (perpendicular ao eixo do brago), em
cima do ponto médio marcado. A fita deve ficar firme, mas ndo deve comprimir a pele.

Realizar a leitura no ponto da fita que se cruza com o valor zero, ao nivel dos olhos.

Registrar a medida no REDCap com precisdo de 0,1 cm.

3.2 Cuidados Gerais

Higienizar a fita entre as medidas.

Capitulo 3. Medidas Antropométricas da Crianca

Comprimento

Equipamento: Seca 416 - Infantometro para medigao de bebés e criancas

Dados técnicos

Faixa de medigdo em cm: 33-100 cm
Graduagao: 1 mm, 1 mm

Medida (L x A x P): 1103 x 169 x 402 mm
Peso liquido: 3,8kg

Fungdes: Medigdo deitado
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Medida

Certifique-se de que o infantdometro esta acondicionado em uma superficie plana e estavel.
Higienize o equipamento;
Peca para a mae/responsavel retirar toda a roupa da crianga e mantenha apenas a fralda;

Qualquer touca, enfeite/prendedor de cabelo deve ser
retirado;

Peca para que a mae coloque a crianga deitada de sobre o
esquipamento;

Posicione a cabega da crianga de modo que a parte mais alta
do cranio esteja encostada na parte fixa do infantometro
(seguindo o plano de Frankfurt);

Solicite que a mae segure a cabeca da crianga a fim de

. PI de Frankfurt
garantir que a cabega permanega encostada e 0 pescogo ano de Frankiu

ndo esteja encolhido;
Esticar as pernas da crianca e colocar os bragos e o / %\\ \
cotovelo sobre joelhos e pernas, forcando-os —cw—o—[“—— —
suavemente contra o aparelho, de modo que as duas jL@ TR
pernas fiquem estendidas; Jﬁt
i #
Plano de Frankfurt

O Plano de Frankfurt na cabeca passa pela borda superior do
canal auricular (condutos auditivos externos) e pelo ponto
mais baixo na margem da érbita ocular

Pressionar o botdo de trava do

V aparelho e trazer a parte movel do infantdmetro até encontrar a sola
< do pé da crianca, o calcanhar deve estar posicionado a 90° do
£/ aparelho e todo o pé da crianca deve encostar-se a parte movel

do infantometro;

.«
t Verificar se a cabeca da
N crianga permanece
k& posicionada de forma
' correta e em caso
positivo, realizar a leitura da medida. Em caso
negativo, reposicionar a cabeca e pernas da crianga;

Parte movél

Parte fixa
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Fazer a leitura com precisdo de 1 mm e registrar no REDCap.

Obs: ¢ importante que a

crianca esteja todo encostada
na superficie do equipamento
como mostra a figura abaixo.

1.2 Cuidados gerais

Limpar o infantdmetro sempre
que necessario;

Plano do Frankfurt.

Segurar a cabeca no

Pressionar joelhos
(estender pernas)

Parte mais
alta da
cabeca

Encostar
cursor na
sola dos
pés, com
calcanhar
e pés em

I I . 90°

Parte de tras

cabega

Limpar com o auxilio de um pano timido.

Nao devem ser utilizados produtos de limpeza.

j £

Peso

Nadegas Calcanhares

Panturrilhas
L 1L ‘_I

=

Equipamento: Seca 376 - Balangas de bebé sem fio com bandeja extra grande

Dados técnicos

Classe de Aprovagao: I1I (3)

Capacidade: 20 kg

Graduacdo (g): 5g<75kg>10g
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Alimentagao Elétrica: Pilhas, Rede elétrica

Medida (L x A x P): 620 x 190 x 358 mm

Peso liquido: 3,7kg

Fungdes: RESET, Sinais acusticos podem ser ativados, Desligar

automatico, Amortizagdo, TARA, Protegdo de
sobrecarga, ENVIAR, interface sem fio, ENVIAR-auto,
IMPRIMIR-auto, IMPRIMIR, BMIF, ESTAB, Auto-
HOLD, Limpar-auto, Mudar automética da faixa de
medi¢do

2.1 Preparacao do equipamento
Acondicione a balanga em uma superficie plana e nivelada;

Ajuste a balanca rodando os pés roscados. A bolha de ar do nivel deve encontrar- se no centro
do circulo;

Caso a balanca nao esteja nivelada, ajuste um pé de cada vez até que a bolha fique no centro
do visor;

Ligue a balanca pressionando START;
Espere até que aparega 0,00 no visor;

Colocar um papel lengol sobre a balanga, sendo esse trocado a cada crianca a ser pesada e
caso seja necessario tare a balanga ate que o visor marque 0,00;

A balanga esta pronta para a aferigao.

2.2 Medida

Solicite ao responsavel retirar toda a roupa da crianga, inclusive fralda;
Pega que o responsavel segure a crianca;
Tare a balanca (a mesma deve estar ligada e marcando 0,000 kg);

Coloque ou pega para que o responsavel coloque a crianga no centro da balanga de modo que
todas as partes do corpo da crianca fiquem dentro da mesma. Certifique-se de que a crianca
ndo esteja em contato com ninguém;
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Espere a balanca estabilizar o valor e realizar a
leitura e registre no REDCap.

Nao ¢ necessario repetir o peso;

Retirar a crianca da balanca e solicitar que o
responsavel coloque a fralda;

2.3 — Cuidados N\ Gerais

Sempre que X necessario, fazer a limpeza da
balanga; \\/( ”\ A >

Limpar com = —— produtos de limpeza doméstico ou

desinfetante;

Nunca utilizar produtos agressivos ou abrasivos como alcool, podem danificar a superficie do
aparelho.

3. Perimetro Cefalico
Equipamento: Trena Antropométrica CESCORF

Dados técnicos

Sensibilidade: I mm

Amplitude leitura: 2m

Inicio da numerag@o: 10 cm do inicio da trena
Dimensdes: 45 mm x 43 mm

Comprimento/Largura 2 m/6 mm

Peso liquido: 24 ¢
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3.1 Medida

Pedir para a mae retirar todos os adornos do cabelo da
crianga;

A crianga deve ficar no colo da mae ou de um
antropometrista assistente; Ou, no caso de recém-nascidos,
pode ser feito com a crianca deitada;

Nem sempre € facil para o antropometrista posicionar a fita
corretamente em torno da cabega porque muitos lactentes,
especialmente os bebés mais velhos, acham essa medida
incomoda.

Sente ao lado da mae, posicione a fita antropométrica ao redor da cabeca da crianga, com o
lado da escala para o antropometrista;

Posicione a fita sobre as sobrancelhas da crianga e sobre a protuberancia do cranio na parte
posterior da cabega;

Procurar o ponto mais posterior do occipital, de modo a obter o maior perimetro. A fita
métrica deve passar na mesma altura da cabeca nas duas laterais. A fita deve estar levemente
apertada o suficiente para comprimir o cabelo.

Pressione levemente a fita sobre a pele da crianga e faca
a leitura do lado direito;

Registre a medida no REDCap com precisao de 1mm;
Retire a fita da cabeca da crianga;
Repetir novamente os procedimentos;

A fita deve ser descartada a cada aferi¢ao.

4. MUAC — Mid-upper arm circumference — Perimetro do Braco
Equipamento: Trena Antropométrica CESCORF

Dados técnicos

Sensibilidade: 1 mm

Amplitude leitura: 2m

Inicio da numeragao: 10 cm do inicio da trena
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Dimensodes: 45 mm x 43 mm
Comprimento/Largura 2 m/6 mm

Peso liquido: 24 ¢

4.1 Medida

Peca a mae/responsavel para retirar qualquer roupa que cubra o
braco da crianga;

|

7 LCCATE TIP OF SHOULDER * 2 TIF OF SHOULDER 4 FL“E—EUJEEIE ATTIE B MARK MIDPOMT

FTIPGFELEDW  OF SH

Com a ajuda de um assistente, com a crianga em decubito lateral

sobre uma superficie plana, ou no colo do responsavel, N ';fff“ﬂ —
posicione o braco direito da crianca junto ao corpo, com =
cotovelo flexionado a 90°.

7 CORRECT TAFE
TERSIN

Identifique o ponto extremo do ombro (acrémio) € o ponto mais
extremo do cotovelo (olecrano). A localizagdo do acrémio pode
ser facilitada apalpando lateralmente a superficie superior da

escapula. oo

Estenda a trena antropométrica ao longo da lateral do brago,
com o ponto zero da trena sobre o acromio até o olecrano.
Marcar com o lapis dermografico um trago sobre o ponto médio
entre estes dois pontos anatdmicos.

© TAFE TOD LODSE 10 CORKECT TARE POSITION FOS ARM CREUMFERINCE

Posicionar-se ao lado da crianga, com o brago esticado ao longo do corpo e idealmente
relaxado.

Passar a trena ao redor do brago, em plano horizontal
(perpendicular ao eixo do brago), em cima do ponto médio
marcado. A fita deve ficar firme, mas ndo deve comprimir a
pele.

Realizar a leitura no ponto da fita que se cruza com o valor
zero, ao nivel dos olhos.

Registrar a medida no REDCap com precisao de 0,1 cm.

3.2 Cuidados Gerais

Higienizar a fita entre as medidas.
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Referéncias

A padronizacao das medidas seguiu as recomendagdes do MS (2011) e foram baseadas no
manual do estudo multicentrico da OMS "WHO Multicentre Growth Reference Study
(MGRS), no manual “Anthropometry Handbook™ do International Fetal and Newborn Growth
Standards for the 21% Century (INTERGROWTH-21%) (Abril, 2012), € no manual de cada um
dos equipamentos. Além disso foi consultado o liviro Medronho et al. Epidemiologia. 2009.
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Anexo C — Protocolo para administragdo de is6topo e coleta de saliva materna e infantil

Construcio de valores de referéncia para micronutrientes no leite humano:
Estudo multicéntrico colaborativo (The Mothers, Infants and Lactation
Quality (MILQ) Project: A Multi-Center Collaborative Study)

PROTOCOLO PARA TECNICA DE ISOTOPOS ESTAVEIS PARA AVALIAR O
VOLUME DE INGESTAO DE LEITE MATERNO

O Isétopo de deutério H na forma de 2H,O é fornecido a mulher lactante e ¢ incorporado
em sua agua corporal sendo eliminado de seu corpo na saliva, no suor, na urina e no leite
materno. As amostras de saliva da mae e da crianga serdo coletadas e o deutério sera medido
por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (EITF).

Procedimentos

1. Pesar a mae com roupas leves. Pesar o bebé sem roupa.
2. Coletar amostras de saliva da mae e da crianga no baseline.
3. Ofertar bebida a mae (30g de *H,0) utilizando um canudo.

4. A mie devera amamentar seu bebé como o de costume. A crianga ira ingerir o 2H>O por
meio do leite materno.

5. Amostras de saliva serdo coletadas da mae e do bebé nos dias 1, 2, 3, 4, 13 e 14 apos a
ingestdo do *HO.

6. O deutério nas amostras de saliva serd medido por EITF.

7. A ingestdo de volume de leite materno e agua de outras fontes serdo calculadas usando uma
planilha.
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Preparacao do armazenamento das amostras

1. Colocar o nimero de identificagdo do participante e a data em todos os sacos (prepara-los
antes da coleta de amostras de saliva).

2. Para minimizar o crescimento bacteriano, as amostras de saliva devem ser armazenadas em
uma bolsa térmica ou geladeira até que possam ser transferidas para um freezer a -20 ° C para
armazenamento até a analise.

Protocolo para a dosagem materna

1. 10 ml de D20O: Inverter o frasco de dose individual vérias vezes imediatamente antes da
dosagem para misturar qualquer condensacao do volume de liquido para a tampa.

2. Pedir a mae para beber a dose por meio de um canudo.
3. Registrar o ntimero do frasco da dose e o tempo de administragao.

4. Adicionar 25 mL de 4gua potéavel no frasco da dose e inverter varias vezes, pedir a mae para
beber essa dgua por meio de um canudo. Repetir este passo trés vezes.

5. A mae deverd amamentar o bebé normalmente nos proximos 14 dias.

6. Recolher a saliva das maes e lactentes no inicio do estudo e 1, 2, 3, 4, 13 e 14 dias apos a
administracao do deutério, no mesmo horario do dia em que a dose foi administrada.

Protocolo para amostra de saliva do bebé

1. Usar um swab de algodao, mover o swab na boca do beb¢ até satura-lo com saliva.
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2. Remover o swab e coloca-lo em uma seringa de 10 mL.
3. Anotar o horario de coleta da amostra.

4. Coletar a saliva no frasco de armazenamento de 2 mL, repetir esses passos para coletar 2
mL de amostra.

5. Vedar a tampa do frasco com parafilm e guardar o frasco em um saco zip-lock.

Protocolo para amostra de saliva materna

1. Peca a mae para colocar duas bolas de algodao na boca.
2. Remover o émbolo de uma seringa de 20 mL.

3. Transferir as bolas de algodao para a seringa e recolocar o embolo e pressiond-lo até o
volume de 2 mL.

4. Repetir os passos para obter 4 mL de saliva. Vede a abertura da tampa com parafilm e
coloque-o em um saco zip-lock.

Protocolo para manuseio da amostra e armazenamento

1. Guardar os frascos em sacos zip-lock separados para prevenir contaminagdo cruzada entre
participantes e entre as amostras pré e pos-dose.
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2. Usar 13 sacos zip-lock pequenos para cada par mae-bebé: um para as amostras da linha de
base; seis sacos para as amostras pos-dose dos bebés; seis sacos para as amostras pos-dose das
maes. Usar um saco zip-lock grande para guardar todas as amostras do par mae-beb¢ juntas.
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Anexo D — Parecer Comité de Etica em Pesquisa da Maternidade Escola — Universidade
Federal do Rio de Janeiro

2] UFRJ - MATERNIDADE

L]
' ? w ESCOLA DA UNIVERSIDADE &W
| i FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
PARECER CONSUBSTANCIADOD DO CEP

DADCS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Construgdo de valores de referdncia para micronutrientes no leite humano

Pesquisador: Giberto Kac

Area Tematica: Pesquisas com coordenagao efou patrocinio enginados fora de Brasil, excetuadas aquelas
com copatrocinio do Govemo Brasiein;

Versao: 1

CAAE: 84767717.4.0000.5275

Instituigio Proponente: Instituto de Nutrigio Joswe de Casio
Patrocinador Principal: United States Department of Agricultune

DADOS 0 PARECER

Numero do Parecer: 1.0458.042

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de projeto de Pesquisa ird propor valores de referéncia para concenfragies de micronutrientes e
aminoacidos no leite humano baseado em dados de mulheres adultas bem nutridas & ndo suplementadas
{com excec3o dos suplementos previstos pelo Ministéric da Salde para o periode gestacional — fermo, acide
falico e calcio), provenientes de quatro paises (Brasil, Dinamarca, Bangladesh & Gambia). O centro
coordenador sera nos Estados Unidos (Professora Lindsay Allen, do Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos e da Universidade da Califamia, Davis). Mo Brasil, o centro de coleta de dados sera no Rio
de Janeiro, & tera coordenagae do Professor Gilberto Kac, do Instituto de Mutrigio Josué de Castre da
Linversidade Federal do Rio de Jansiro. Trata-se de um estudo multicEnirico, prospective com trés etapas
de seguimento no pés-parto: 1 - 3,4 meses, 3.5 - 5.0 meses e 7 — 8.0 meses. Serdo coletadas amostras de
leite matemo, sangue, fezes & urina das maes e das criancas. Serdo realzadas medidas antropométricas
matemas, infantis e aplicados questicnarios para avaliar a dieta materna (recordatorio de 24 horas). o
desemolviments infantd (Ages and Stages Questionnaire} e a presenga de doengas na mae e na crianca.
Sera estimade o volume diario de leite pelo métode de Hartmann, gque sera validado pelo método de
transferéncia de deutério mas para filho (considerado padrao-ourc) em vma subamosira de 30 mulheres. A
construgio dos valores de referéncia sera realizada utlizando

Emdersgo:  Rua das Laranjsires, 180

Balmo: Laransiras CEP: Z32 a0
UF: RJ Eunixiplo: RIZ DE JANEIRO
Tedefone:  (21)2555-5747 Fam: (2123055064 E-malt:  cepdme .t br

Pigiom [ 5a [=
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Anexo E — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal de Saude do Rio
de Janeiro

SECRETARIA MUNICIPAL DE
SAUDE DO RIO DE JANEIRO - '&W: il
SMS/RJ

PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP
Elaborado pela Instituigao Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESGQUISA

Titule da Pesquisa: Construgao de valores de referéncia para micronutrientes no leite humano
Pesquisador: Giberto Kac

Area Temdtica: Pesquisas com coordenacdo efou patrocinio onginades fora do Brasil. excetuadas aquelas
C0Im mpaim-r.inil:- do Govemnmo Brasieiro;

Versio: 1

CARE: 84787717.4.3001.5279

Instituigio Proponente: Institute de Nutrigdo Josué de Castro
Patrocinador Pringipal: United States Department of Agriculburs

DADOS DO PARECER

Numerc do Parecer: 2.100.255

Apresentagac do Projeto:
Preliminarmente informo que este projeto fol aprovado pelo CEP de origem (Matemidade Escola da UFRJ) e
pela COMEP. O Parecer Consubstanciado da COMNEP recebeu o niemero 2,085 708,

Da detida analise do Parecer Consubstanciade, que tratava de cumprimento de pendéncias apresentadas
pela COMEP e gue situavam-se no TCLE. Todas as pendéncias foram atendidas e aprovadas pela CONER,
recomendo que recepcionemaos o Parecer da COMNEP por complebo.

s itens “Apresentacio do Projeto”. "Objetive da Pesquisa” e "Avaliacie dos Riscos e Beneficios™ foram
exiraidos do arquive “PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_832646 pdf', gerado na Plataforma
Brasil em 24.05.2017.

INTRODUGAD

A Organizacio Mundial de Sadde (OMS) recomenda o aleitamento materna exclusive (AME) nos seis
primeiros meses de vida da crianga por ser um periode em que grande parte das potencialidades humanas
se desenvolvem. Assim, & importante dar sustentacdo a essa recomendac3o de todas as formas possiveis.
Uma dessas formas envolve dar mais atengao a

Emdersgo:  Rua Evarsio da Veiga, 15, £7 andar

Balroc  Cenro CEF: 20.031-040
UF: Rd Eunisiplo: RED DE JANEIRD
TeleTone: (21)2215-1485 E-mall: cepsms§no..gov.br

Pigios [ <. 15



Anexo F — Parecer Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)

COMISSAO NACIONAL DE =% Plataforma
ETICA EM PESQUISA %M

PARECER CONSUBSTANCIADO DA COMEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titule da Pesquisa: Construcao de valores de referéncia para micronuirientss no leite humano
Pesquisador: Giberto Kac

Area Tematica: Pesquisas com coordenagae efou patrocinio onginades fora de Brasil, excetuadas aquelas
com copatrocinio do Govemo Brasieim;

Versdao: 3

CAAE: c4TETT1T.4.0000.5275

Instituigdo Proponente: Instiuto de Mutrico Josué de Castro
Patrocinador Principal: United States Depariment of Agriculturs

DADODS DO PARECER

Mimero do Parecer: 2.086.703

Apresentagao do Projeto:

O ftens “Apresentacdo do Projeto”, “Objetive da Pesguisa® e "Avaliagde dos Riscos e Bensficios”™ foram
extraidos do arquive "PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_862846 pdf’, gerada na Plataforma
Brasil em 24.05.2017.

INTRODUGAD

A Organizacac Mundial de Saidde (OMS) recomenda o aleitamente materno exclusive (AME) nos seis
primeiros meses de vida da erianga por ser um periodo em que grande parte das potencialidades humanas
se desenvolvem. Assim, & importante dar sustentagao a essa recomendagio de fodas as formas possiveis.
Uma dessas formas envolve dar mais atengdo 3 qualidade do conteddo nutricional do lsite matemo & o
estade nutricional da m3e e da crianga nos primeiros seis meses de vida, especialmente em paises pouce
desenvolvidos ou em desenvolvimento. Estudos apontaram que as concentragdes de muitos micronutrientes
no leite humano s30 menores em mulheres que consomem dietas nutricionalments inadequadas. Esses
530, em geral, micronutrientes de grande impordnca para a saude publica devido a alta prevaléncia de
nadequazac e aos efeitos adversos causados por essas deficiéncias. fais como vitamina A, witamina B12 e
indo. Jutros nuttentss negligenciados com alta prevaléncia de

Endersgo: EEFN 510 MORTE, BLOCO A 3" ANDAR, Edificio Ex-IAN - Unidade Il - Minishirio da 3adde

Balmoe  Asa Morde CEP: 7T0.750-521
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Tedefone- (51)3315-5878 E-mall: conepisaude govbr

Pigion [l = 18

182



