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RESUMO

O leite humano sob o ponto de vista nutricional, imunoldgico e de seguranca, é considerado o
melhor alimento nos primeiros meses de vida. A dieta materna, durante a gestacéo e lactagéo,
é de suma importancia, uma vez que influéncia o conteudo de 4cidos graxos presentes no leite
materno. E conhecido que &cidos graxos poliinsaturados (AGPI) da familia 6mega 3 (w3) e
omega 6 (w6) desempenham papel fundamental no crescimento neuronal, transducéo de sinais
e excitabilidade das membranas neurais, sistema imunoldgico e na expressao de genes que
regulam a diferenciacdo celular e o crescimento, durante o desenvolvimento intra-uterino e na
vida pos-natal. Face ao exposto, o objetivo do estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo da
dieta de gestantes por 15 dias (2g de 6leo/dia) com capsulas de 6leo de peixe (grupo dmega 3,
n=7) e oOleo de primula (grupo 6mega 6, n=4) na composi¢céo de acidos graxos sérico e no leite
materno. Além disto, foi avaliado também as alteracdes dos niveis de lipides, enzimas
hepaticas, biomarcadores de oxidagéo lipidica e dos anticorpos anti-LDL(-) das gestantes. No
inicio do estudo foi aplicado um recordatorio de 24 horas para caracterizagdo da alimentagéo da
gestante, e a coleta de sangue realizada no T, (antes da suplementacao) e no T; (apds 15 dias
de suplementacao) para as andlises séricas. Ap6s o parto foi feita coleta de leite maduro para a
determinacdo da composi¢cdo de acidos graxos no leite materno. Os resultados mostraram que
somente a suplementacdo com 6leo de peixe (grupo w3) alterou de forma favoravel a
composi¢do de Aacidos graxos seéricos e do leite materno, devido ao aumento dos niveis de
AGPI da familia w3, em especial os acidos eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico
(DHA), o que refletiu diretamente na reducéo da relacdo w6/w3. O aumento dos niveis destes
acidos nao refletiu no aumento da peroxidacao lipidica, medida pelos niveis de malondialdeido
no plasma das gestantes e pelos anticorpos anti-LDL(-). Também foi observado um aumento de
lipides séricos nas gestantes, em especial LDL e colesterol total nos dois grupos, o qual pode
ser atribuido ao nivel elevado de ingesta de acidos graxos (AGS), conforme dados de
caracterizacdo de alimentacdo das gestantes. Portanto, o presente trabalho mostra que o
aporte de AGPI w3 em gestantes é capaz de influenciar a composicdo destes acidos nos niveis
séricos e no leite materno, o qual fica armazenado na glandula maméria, passando para o
concepto no aleitamento.

Descritores: leite materno, composi¢do de Acidos graxos, Oleo de peixe, Oleo de primula,

peroxidacéo lipidica.



ABSTRACT

Human milk under the nutritional, immunological, and security point of view, is considered the
best food in the first months of life. The maternal diet during pregnancy and lactation, is of
paramount importance since it influences the content of fatty acids present in breast milk. It is
known that polyunsaturated fatty acids (PUFA) of the w3 and w6 family play a fundamental role
in neuronal growth, signal transduction and excitability of neuronal membranes, immune system
and expression of genes that regulate cell differentiation and growth during the development of
intra-uterine and postnatal life. For the reasons shown, the study aimed to evaluate the effect of
dietary supplementation of pregnant women for 15 days (2g of oil/day) with capsules of fish olil
(w3 group, n = 7) and evening primrose oil (group w6, n = 4) in fatty acid composition in serum
and breast milk. Moreover, we also evaluated the changes in serum lipids and liver enzymes,
biomarkers of lipid oxidation and anti-LDL-pregnant women. At the beginning of the study it was
administered a 24-hour recall to characterize the feeding of pregnant women, and blood
collection performed at To and T; for serum analysis. After that delivery was collected for
determination of mature milk fatty acid composition in breast milk. The results showed that only
supplementation with fish oil (w3 group) altered favorably the fatty acid composition of serum
and breast milk, due to increased levels of PUFA w3 family, especially eicosapentaenoic acid
(EPA) and docosahexaenoic acid (DHA), which directly reflected in a lower ratio w6/w3.
Increased levels of these acids did not result in increased lipid peroxidation measured by
malondialdehyde levels in pregnant women’s plasma and the anti-LDL (-). There was also an
increase of serum lipids in pregnant women, in particular LDL and total cholesterol in both
groups, which can be attributed to the high level of intake of saturated fatty acids (SFA),
according to characterization data of pregnant women feeding. Therefore, this study shows that
the contribution of w3 PUFAs in pregnant women can influence the composition of these acids in
serum and breast milk, which is stored in the mammary gland, passing to the fetus in lactation.

keywords: breast milk, fatty acid composition, fish oil, primrose oil, lipid peroxidation.
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1. INTRODUCAO

Os lipidios desempenham diferentes papéis nos organismos vivos. Oleos e gorduras,
por exemplo, sdo a principal reserva de energia, muitos acidos carboxilicos foram, inicialmente,
isolados de fontes naturais, principalmente, de gorduras e, por isso, foram denominados de
acidos graxos (AG) (Lehninger et al., 1995). Os AG sé&o constituintes estruturais de membranas
celulares, cumprem funcbes energéticas e de reservas metabdlicas, além de formarem

horménios e sais biliares (Valenzuela & Nieto, 2003).

A ingestéo de lipidios durante a gestacdo e o primeiro ano de vida do ser humano é
fundamental para suprir as necessidades de energia, servir como veiculo de transporte de
vitaminas lipossoluveis, favorecendo sua absorcdo e, também, servir como importante fonte de

acidos graxos essenciais (Makrides & Gibson, 2000).

Estudos com recém-nascidos constataram que o0 conteldo de 4&cidos graxos
poliinsaturados (AGPI) w3 e w6, especialmente o 4cido docosahexaendico (DHA), juntamente
com o acido araquidénico (AA) do leite materno, sdo 0s principais componentes das
membranas celulares do cérebro, ja que se encontram em mais de 30% dos AG que formam os

fosfolipidios componentes das membranas (Valenzuela & Nieto, 2003).

Al & Badart (1996) ao estudarem a ingestdo de lipidios por mulheres, durante a
gestagdo, e sua incorporacgdo, através do leite materno, observaram uma correlagdo entre a
nutricdo materna no terceiro trimestre de gestacdo e as concentracdes séricas de lipidios nos
recém-nascidos. Estes resultados ressaltam a necessidade de uma ingestao dietética adequada
de AG desde as etapas iniciais da gestagéo e, também, durante a lactacdo, com a finalidade de
permitir uma transferéncia adequada de AG ao feto, pela placenta, e, posteriormente, ao recém-

nascido através do leite materno.

Crawford (2000) relata uma associagao entre a baixa ingestédo de vitaminas e AGPIl e a
maior incidéncia de baixo peso ao nascer. Estudos demonstram ainda que a suplementacéo da
dieta materna com AGPI w3, principalmente o DHA, durante a gestacdo e lactacdo, é de
fundamental importancia para o desenvolvimento mental e cognitivo das criancas (Valenzuela &
Nieto, 2003; Innis, 2005).

Lauritzen et al., (2004) ao avaliarem os efeitos bioquimicos e funcionais da

suplementacdo de Oleo de peixe em lactantes e lactentes verificaram que a acuidade visual

1



infantil ndo apresentou diferencas significantes entre os grupos (suplementado e controle) mas
foi positivamente associada com o aumento de DHA nas membranas das células sanglineas

vermelhas aos 4 meses de vida.

Portanto, a nutricdo materna é de crucial importancia durante a gestacao e lactacao,
mas também antes da concepcao, pois o crescimento e o desenvolvimento do feto dependem
da alimentac&o materna, especialmente do aporte de AGPI (Jensen et al.,1990).

Além disto, a ingestdo de quantidades adequadas destes AG tem um importante papel
na prevencdo e modulacdo de vérias doengas comuns nas civilizagbes ocidentais, como:
doencas coronarianas, doengas auto-imunes, cancer de mama, préstata e colon e artrite
reumatoéide (Connor, 2000; Jump, 2002).

Entretanto, deve-se levar em consideracdo o processo de peroxidacgéo lipidica, o qual é
ocasionado pelo ataque de radicais livres as duplas ligacdes de AGPI, e conseqiente oxidagado
da lipoproteina — LDL transportadora de AGPI, tendo como produto final do estresse oxidativo a
producdo de malondialdeido (MDA) além disto, alteragdes na LDL torna-a imunogénica levando

a producéo de anticorpos anti - LDLox (Jorge et al., 1997; Sniderman, 2004).

Face ao exposto, o presente trabalho teve como objetivo investigar possiveis alteracdes
na composicao de acidos graxos séricos e do leite materno apés suplementacdo de gestantes
com céapsulas de 6leo de peixe (acidos graxos 6mega 3) e de 6leo de primula (dmega 6). Além
disto, analisar e comparar o efeito da suplementacdo nos niveis séricos de lipides, enzimas

hepaticas, biomarcadores de oxidacao lipidica e anticorpos anti-LDL(-) das nutrizes.



1.1 Leite materno: composicao e suas propriedades

O leite materno é considerado o melhor alimento para criangas na primeira fase de sua
vida, sob os pontos de vista nutricional, imunolégico e de seguranca (Silva et al.,2007). Dentre
suas inumeras vantagens nutricionais, podemos destacar sua capacidade de protecdo contra
infeccbes, através de fatores imunes especificos e nao-especificos no leite, além disso,
também, possui um efeito modulador direto no sistema imune do recém-nascido, o qual poderia
explicar sua protecéo contra algumas doencas como: diabetes, linfoma maligno e doenca de
Crohn (Michaelsen et al., 1994). Makrides & Gibson (2000) e Jorgensen et al. (1996) enfatizam,
ainda, que seu conteudo de AGPI 6mega 3 e 6mega 6, especialmente o DHA, afeta a
composicdo das membranas celulares cerebrais e da retina e poderiam, também, afetar o

desenvolvimento da acuidade visual no recém nascido a termo.

Véarios estudos tém demonstrado que os AGPlI w3 e w6 desempenham papel
fundamental no crescimento neuronal, transdugcdo de sinais e excitabilidade das membranas
neurais, sistema imunolégico e na expressao de genes que regulam a diferenciacao celular e o
crescimento, além de poder ter repercussao na inteligéncia e na intelectualidade do individuo na
vida adulta (Uauy & Dangour, 2006).

O leite materno é um liquido rico em gordura, minerais, vitaminas, enzimas e
imunoglobulinas que protegem contra doencas, sendo que o leite maduro é formado por cerca
de 87% de agua e os restantes 13%, uma combinacdo de elementos, fundamentais para o
crescimento e desenvolvimento da crian¢a, podendo ser classificado em: a) colostro: secretado
até o 5° dia apos o parto, contém 2% de gordura e alto teor de proteinas, principalmente,
imunoglobulinas e lactoferrina; b) leite transicional: secretado entre 0 6° e 0 15° dia apos o
parto, a imunoglobulina diminui e a lactose, gorduras e vitaminas hidrossollveis aumentam.
Nesta fase, a composicdo do leite pode variar entre as lactantes; c) leite maduro: secretado
apés o 15° dia apds o parto, € uma secrecdo mais aquosa e fina, quando comparado ao
colostro, e apresenta entre 3 a 5% de gordura. O leite inicial da mamada é mais fino e aquoso,
pois tem a fung&o de suprir a sede e as necessidades de liquidos do bebé, enquanto o leite final
da mamada tem 4 vezes mais gordura que o inicial, com a fung&o de fornecer calorias (energia)

para o lactente (Silva et al., 2007).



Do total de 3 a 5% de gorduras presentes no leite humano, 98% sdo compostos por
triacilglicerdis, 1,3% por fosfolipidios e 0,4% por colesterol, sendo que nele estdo presentes os
acidos graxos essenciais, tais como: &cido linoléico (w6) e &cido linolénico (w3). Participa,
ainda, do transporte de vitaminas (A, D, E e K) e hormonios lipossoluveis (Jensen et al.,1990).
Segundo Christie (1995) a composicao em acidos graxos da gordura do leite humano, , varia de
acordo com alguns fatores, como dieta, estagio de lactacdo, estacdo do ano e condicbes
individuais da lactente. A Tabela 1 mostra a composi¢do de acidos graxos no leite materno
descrita por diversos autores.

Tabela 1: Composi¢éo de acidos graxos (% do total) presentes no leite materno segundo dados

da literatura.

Acidos Graxos Silva et al., Patin et al., Boris et al., Lien et al.,
2007 2006 2004 1997
10:0 &cido céprico 1,3 1,7 0,6 -
12:0 4&cido laurico 7,0 7,0 2,8 49
14:0 &cido miristico 8,0 7,5 4.8 6,6
16:0 &cido palmitico 21,6 20,3 23,2 21,8
18:0 A&cido estearico 6,1 59 8,8 8,0
18:1 4&cido oléico 27,7 30,5 37,6 33,9
18:2 &cido linoléico 19,1 20,7 12,3 13,2
20:4 AA 0,6 0,56 0,1 -
18:3 &cido linolénico 1,2 0,2 1,2 1,2
20:5 EPA - 0,08 0,1 -
22:6 DHA - 0,46 0,5 -

AA: &cido araquiddnico, EPA: 4acido eicosapentaendico, DHA: acido docosahexaendico.

A dieta materna, durante a gestacéo e a lactagéo, € de suma importancia, pois influéncia
o conteudo de EPA (w3), DHA (w3) e AA (w6) no leite materno. Estes AGPI podem aumentar
através do consumo de peixe, leite, carne e ovos, sendo que uma dieta contendo apenas AA

tende a diminuir a concentragédo de DHA e EPA (Innis, 2005).

Estes AGPI de origem dietética sdo absorvidos, reesterificados, entrando na circulacdo
na forma de quilomicrons, e sédo rapidamente transferidos para a glandula mamaria pela acao
da lipase lipoprotéica, sendo em seguida transferidos para o leite materno. Os triacilglicerois
hepaticos também séo transportados (como VLDL) do figado para a glandula mamaria e

liberados deste tecido por acdo da lipase lipoprotéica (Koletzko et al., 2007).



Apesar de todos os esforcos em estimular o aleitamento materno, a urbanizacdo e a
falta de tempo reduziram o periodo de amamentagdo. Além disso, alguns recém-nascidos nao
sdo amamentados devido a baixa producdo de leite, estado nutricional e condi¢cdo de saude
desfavoravel da lactante, ou até em funcdo do 6bito da mae durante ou apés o parto.
Consequentemente, existe a necessidade de fornecer meios alternativos de alimentacdo para
estes recém-nascidos que ndo podem ser amamentados, o qual deve estar o mais proximo
possivel das caracteristicas do leite humano quantitativa e qualitativamente (Maduko et al.,
2007).

Segundo Karupaiah & Sudram (2007), em relacdo a gordura, a principal diferenga entre
os leites materno e bovino estd na quantidade dos acidos graxos saturados presentes na
posicdo sn-2 dos triacilgliceréis, onde no leite bovino, os &cidos palmitico e estearico estdo
igualmente distribuidos entre a posi¢ées sn-1,3 (34 e 10%, respectivamente) e sn-2 (32 e 10%
respectivamente). O leite humano apresenta maior quantidade de acido palmitico (58%) e
menor de &cido esteérico (3%) na posicdo sn-2, em contraste com suas quantidades nas
posi¢cdes sn-1,3 (16 e 15% respectivamente), também a presenca de acidos graxos w3 (EPA e
DHA).

Segundo Lien et al., (1997) & Forsynth, (1998), os acidos graxos no leite humano tém
distribuicdo posicional muito especifica na molécula de triacilglicerol, a qual tem sido sugerida
como principal causa da absorcao do leite humano, a lipase pancreatica hidrolisa seletivamente
os acidos graxos das posicbes sn-1 e sn-3 produzindo &acidos graxos livres e 2-
monoacilgliceréis, sendo que o 2-palmitoilglicerol € mais bem absorvido que o acido palmitico

na sua forma livre.

Segundo a Organiza¢gdo Mundial da Saude (World Health Organization, 2000), a pratica
do aleitamento materno exclusivo (sem a introdugédo de agua, chas ou outros alimentos) deve
ser até os seis meses de vida. A partir dessa idade, deve-se introduzir alimentos de transi¢do
nutricionalmente adequados, in6cuos e culturalmente apropriados, com manutencdo do

aleitamento materno até os dois anos de vida ou mais.



1.2 Acidos Graxos: estrutura quimica e nomenclatura

De acordo com Curi et al. (2002) os AG possuem uma cadeia carbonica longa e um
grupo carboxilico terminal. As duplas ligacdes presentes na cadeia permitem diferencia-los em
saturados (AGS), monoinsaturados (AGMI) e poliinsaturados (AGPI). O tamanho da cadeia
carbbnica varia, em geral, entre quatro e vinte atomos, os AG com dois e quatro carbonos sao
classificados como de cadeia curta (AGCC) ou volateis; de seis a doze &tomos de carbono sao

considerados cadeia média (AGCM) e de catorze a vinte e seis de cadeia longa (AGCL).

Geralmente sdo representados pela seguinte simbologia: C, onde n representa a
guantidade de atomos de carbono (C) e x, o numero de ligacdes duplas. Por exemplo, o acido
palmitico é representado da seguinte maneira: Cyg, OU S€ja, apresenta 16 atomos de carbonos
e nenhuma ligagdo dupla. Ja o &cido oléico (Cig:1) tem 18 carbonos na cadeia e 1 dupla ligagéo
(Bobbio & Bobbio, 2003). Os AGPI, também, podem ser divididos em familias 6mega 3 (w3),
omega 6 (w6), 6mega 7 (w7) e 6mega 9 (w9) dependendo da localizacdo da ultima dupla

ligacdo em relagdo ao seu grupamento metilico terminal, como mostra a Figura 1.

(acido linolénico w3)

HC

Figura 1. Apresenta a estrutura quimica dos AGPI das familias w3 e w6.



O grupo w3 é representado pelo acido linolénico (Cig.3), eicosapentaendico (EPA — Cy:5)

e docosahexaendico (DHA — Cax.6). O w6 pelos acidos linoléico (Cig,) € araquiddnico (AA —

C204), 0 w7 pelo &cido vacénico (Cig1) € 0 w9 pelo &cido oléico (Cig.1) (Bobbio & Bobbio, 2003).

Na Tabela 2 sédo apresentados os principais AG, segundo o numero de atomos de carbono e

duplas ligacoes.

Tabela 2: Principais acidos graxos segundo o numero de atomos de carbono e duplas ligacdes.

Acidos Graxos Saturados

N° atomos de carbono

Miristico 14
Palmitico 16
Estedrico 18
Araquidico 20
Lignocérico 24

Acidos Graxos Insaturados Insaturagoes
Palmitoléico 16 A°
Oléico 18 A4°
Linoléico 18 2912
Linolénico 18 91215
Araquiddnico 20 4581114
EPA 20 3691215
DHA 22 369121518

(Fonte: Marzocco & Torres,1999)



1.3 Acidos Graxos Poliinsaturados (AGPI)

1.3.1 Fontes

A excecéo dos acidos linoléico (w6) e alfa linolénico (w3), os AG podem ser sintetizados
no organismo humano. A partir dos AG séo sintetizados os AGPI de fundamental importancia
para o corpo, como: AA, formado por dessaturagéo e alongamento da cadeia do &cido linoléico
e EPA e DHA, ambos formados por dessaturacdo e alongamento da cadeia do acido alfa
linolénico (Broadhurst et al., 1998). As fontes alimentares dos AG w3, de acordo com
Broadhurst et al. (1998) séo:

v Acido alfa linolénico: encontrado em folhas verdes, em oleaginosas, tais como: nozes,
castanhas, améndoas, pistaches e amendoins, assim como na semente da linhaga,

mostarda e 6leo de soja.

v' EPA e DHA: presentes, principalmente, em peixes de aguas frias, como atum, cavala,
sardinha, e salméo. Segundo Shimidt & Dyerberg (1994), os peixes brancos magros

(como o bacalhau e o linguado) contém quantidades reduzidas de DHA e EPA.
As fontes alimentares dos AG w6, de acordo com Broadhurst et al. (1998) séo:

v Acido linoléico: encontrado em sementes oleaginosas, sementes de abobora e 6leos
vegetais (algodao, milho, girassol, soja e canola). Devido a grande quantidade de
alimentos a base de 6leos vegetais, o0 acido linoléico é muito mais prevalente nas dietas

atuais que no passado.

v AA: os alimentos mais ricos sdo a gema do ovo, as visceras e carne de animais

terrestres e, também, em peixes tropicais.

Segundo Drevon (1992), a relacao 6tima entre a quantidade de AGPI w6/w3 deveria ser
de 4 a 10:1. Ingestdes maiores que 2g/dia de &cidos graxos w3 parece ser uma recomendacao
adequada, com base nas informacdes disponiveis. Lanzmann-Petihory (2001) demonstrou que
a ingestado de 2g/dia de acido graxo w3, na propor¢cdo de 5:1 de w6/w3, exerce importante
funcdo na diminuigdo da agregacao plaquetaria e do infarto do miocardio. Para se atingir essa

recomendacao seria necessario a ingestao de 100 a 200g de produtos marinhos por semana.
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Frente a desproporcdo do consumo de AG w3 e w6, sendo elevado o consumo de w6
em detrimento do w3, a suplementacdo com w3, seria uma alternativa importante no sentido de
evitar desfechos desfavoraveis causado por tal desbalango. Comumente entre as principais
fontes de suplementacao de w3 destacam-se as cdpsulas de 6leo de peixe. Entretanto, deve-se
levar em consideracdo que existem relatos de alguns efeitos colaterais, tai como: distarbios
gastrintestinais, aumento do tempo de sangramento, sangramento gengival e odor de peixe
(Moriguchi & Batlouni, 2001).

1.3.2 Metabolismo

Os AG se tornam essenciais quando apresentam basicamente dois requisitos: serem
imprescindiveis ao organismo e ndo poderem ser sintetizados pelo mesmo. Assim, os AGE
compdem um conjunto de moléculas que ndo podem ser geradas pelo organismo, mas séo
extremamente necessarias ao seu perfeito funcionamento. A auséncia de tais nutrientes na

dieta esta relacionada a sindromes que podem levar a morte (Curi et al., 2002).

Os acidos das familias w3 e w6 sdo obtidos por meio da dieta ou produzidos pelo
organismo a partir dos acidos linoléico e alfa-linolénico, pela acdo de enzimas alongase e
dessaturase. As alongases atuam adicionando dois atomos de carbono a parte inicial da cadeia,
e as dessaturases agem oxidando dois carbonos da cadeia, originando uma dupla ligacdo com

a configuragéo cis (Nakamura & Nara, 2004).

A A9 dessaturase atua, predominantemente, na sintese de AGMI, tendo como principal
substrato o acido estearico (18:0), que é precursor do acido oléico (18:1). As enzimas 45 e 46
atuam na dessaturacdo de AGPI, apresentando maior afinidade com os substratos mais
insaturados, 0 que resulta em uma maior probabilidade da sintese dos AGPI da familia w3
(Brenner, 2003).

O acido alfa-linolénico, AGE representante da familia w3, se converte em EPA e DHA,
que sdo precursores de mediadores bioquimicos, denominados prostaglandinas da série 3 e
leucotrienos da série 5. Estes mediadores desempenham efeitos bioldgicos protetores contra o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares. O mecanismo de ag&o destes mediadores ainda

ndo estd completamente esclarecido, no entanto, sugere-se que eles tém efeitos
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antitromboticos, antiateroscleroticos, antiinflamatérios e agem na melhora da funcéo endotelial e
na reducao da pressédo arterial e concentracao de triglicerideos (Din et al., 2004; Harris et al.,
2006).

Em contraste, 0 4cido linoléico, AGE representante da familia w6, se converte em AA,
que por sua vez, é precursor da sintese de eicosandides da série par, ou seja, das
prostaglandinas 2 e leucotrienos 4. Estes mediadores quimicos desempenham efeitos
biolégicos envolvidos nos processos de infeccdo, inflamacédo, lesdo tecidual, modulacdo do

sistema imune e agregacéao plaguetaria (Din et al., 2004).

De acordo com Stoll (1998), ha uma competicdo entre os AGE w3 (alfa linolénico) e w6
(linoléico) pelas mesmas enzimas de dessaturacdo (A-6 dessaturase), sendo que estas
preferem o acido alfa-linolénico em detrimento ao linoléico. Assim, os AGPI: EPA e DHA,
produtos da conversao do &cido alfa-linolénico bloqueiam a agéo da A-6 dessaturase, inibindo a
conversao do acido linoléico a AA e, conseqlientemente, a producédo de eicosandides da série 2
e 4. Dessa forma, os AGPI w3 exercem um efeito protetor, impedindo os eicosandides,
provenientes da familia w6, de exercerem seus efeitos, entre eles o de promover a proliferacéo
celular em linhagens cancerigenas, invasividade e metastase de tumor. A Figura 2 mostra o

metabolismo dos &cidos graxos familia w6 e w3 e a formacédo de eicosandides.

Tem sido verificado que a atividade das enzimas 46 e 45 dessaturase é diminuida por
fatores como tabagismo, consumo de éalcool, diabetes, estresse, ingestao elevada de gorduras

trans, e principalmente, pelo envelhecimento (Harris et al., 2006).

Em recém-nascidos tem sido verificado que as enzimas 45 e 46 dessaturases estédo
ativas, e mesmo bebés prematuros sdo capazes de produzir o AA e o DHA (Carnielli et al,
1996). Contudo, inimeros estudos tém demonstrado que o leite humano apresenta 0s niveis
mais elevados de AA e DHA nas primeiras semanas e apds o parto, variando da dieta materna,
essa condicao sugere que a quantidade de AA e DHA produzida pelo recém-nascido ainda é

insuficiente, sendo necesséria a sua ingestéo (Jensen, 2000).
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Figura 2: Metabolismo dos &cidos graxos familia w6 e w3. Fonte: Innis, 2005.

Assim, como o feto ndo tem a capacidade de sintetizar AGPI necessérios, através de
Seus precursores w3 e w6, tendo a sua necessidade suprida unicamente pela placenta. Assim
como o figado fetal, esse anexo ndo tem atividade biossintética de elongacgéo e dessaturagéo
para formar AGPI. Durante o ultimo trimestre de gestacao, a placenta estabelece preferéncia no
transporte de DHA e AA, pelas maiores necessidades (Corria, 2001). O aporte dos AGPI deve
ser garantido pelas reservas tissulares da mée, principalmente no tecido adiposo, isso devido a
intensa lipdlise que ocorre durante a lactagdo, os AGPI dos triacilgliceréis armazenados no

tecido adiposo sédo liberados e podem ser transportados na circulagdo como AG néo

BN

esterificados ligados & albumina, podendo ser direcionados para a célula alveolar maméria

(Koletzko et al.,2007).
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1.3.3 Importancia dos AGPI durante a gestacao e lactacao

Os AGPI atuam em processos fisiolégicos normais, sendo responsaveis pela geracéo e
estocagem de energia, manutencao de estruturas, integridade e funcionamento das membranas

plasméticas e sintese de eicosandides (Hajri & Abumrad, 2002).

Além disto, a ingestdo de quantidades adequadas destes AG tem um importante papel
na prevencdo e modulacdo de varias doencas comuns has civilizacbes ocidentais, como:
doencas coronarianas, doengas auto-imunes, cancer de mama, prostata e colon e artrite
reumatoéide (Connor, 2000; Jump, 2002).

Dentro da diversidade dos AG, existem aqueles que o organismo tem a capacidade de
sintese, os quais sdo denominados de acidos graxos ndo essenciais, porém outros nao, 0s
guais sdo denominados &cidos graxos essenciais (AGE) e sdo conhecidos como: acido alfa
linolénico (w3) e acido linoléico (w6). Para suprir a demanda organica, os mesmos devem estar

em quantidades suficientes na alimentacao (Gonzéles, 2002; Valenzuela & Nieto, 2003).

Segundo Gonzales (2002) e Schmeits et al. (1999), a dieta materna, antes da
concepcéo, é de grande importancia, ja que ela determina o tipo de AG que se acumulara no
tecido fetal. O transporte dos AG é realizado através da placenta e sao depositados no cérebro
e retina do concepto. Além disso, também, ocorre acumulo simultdneo nas glandulas mamarias
durante esta fase. O depdsito de DHA na retina e no cortex cerebral ocorre, principalmente, no
altimo trimestre de gestacao e nos primeiros seis meses de vida extra-uterina, podendo se
estender até os dois primeiros anos de vida. Dessa forma, se a mae receber uma alimentacao
com aporte adequado de AGPI podera oferecer ao feto a quantidade necessaria para o bom

desenvolvimento do sistema nervoso e visual.

De acordo com Corria (2001), ap6és o nascimento, o lactente continua incapaz de
sintetizar os AGPI em funcdo de sua imaturidade hepatica. Durante a lactacdo, a mae continua
a oferecer o aporte de AGPI. O leite materno apresenta trés vezes mais AA e DHA que o leite
bovino, sendo o segundo insuficiente para atender as necessidades do lactente. Os AGPI sdo
essenciais em prematuros com pouca reserva lipidica. Pela limitada reserva calérica, os
mesmos deverdo mobilizar parte dos AG para atender suas necessidades quando o aporte
exogeno for inadequado. Isso poderd ocasionar transtornos como: crescimento inadequado,

dermatites, aumento da suscetibilidade a infec¢fes entre outras.
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Dessa forma, segundo Valenzuela & Nieto (2003), a oferta de AGPI em quantidades
adequadas € primordial, principalmente para os grupos mais vulneraveis em apresentar a
deficiéncia desses AG, sendo o leite humano, indiscutivelmente, o alimento mais indicado

durante os primeiros meses de vida.

Na gestacdo h& situacbes que podem alterar o aporte desses &cidos como: nutricdo
inadequada, consumo de gordura e 6leos com alta propor¢do de w6 e muito baixo aporte de
w3, 0 que € muito comum, em gestacdes freqlentes e mdultiplas que podem diminuir

consideravelmente as reservas de AGPI (Valenzuela & Nieto, 2003).

Vérias pesquisas tem demonstrado que a oferta de DHA para as gestantes e lactantes
aumenta, significativamente, a concentracdo desse acido graxo no leite (Jensen et al., 2000;
Gaete et al., 2002), no plasma e eritrécitos (Jensen et al., 2000) sem promover reducao de 6.
Estudo randomizado, realizado por Filder et al. (2000) mostrou que, ap6s duas semanas, a
suplementacdo materna de DHA (200mg/dia) durante o periodo de lactacdo foi capaz de dobrar
o contetdo do mesmo no leite em relacdo ao grupo placebo (p=0,003). Por isso, Simopoulos et
al. (1999), Gaete & Atalah (2003) e Koletzko et al. (2007) sugerem que uma oferta de
300mg/dia de DHA na gestacao seria adequada para atender as recomendacdes nesse periodo
e que uma oferta acima de 200mg/dia de DHA na lactacdo seria capaz de aumentar a
concentracdo desse acido graxo no leite. J& Smit et al. (2000) sugerem que a suplementagéo
na lactacdo apenas com AA tende a diminuir a concentracdo de DHA e EPA no leite. No
entanto, a suplementagdo de AA em combinagcdo com DHA e EPA leva a um aumento da

concentracdo desses AGPI na secrecao lactea.

1.3.4 Importancia nutracéutica

Nos ultimos anos, diversos estudos tém investigado a importancia dos AGPI na
alimentacdo do recém-nascido para obter o maximo potencial de desenvolvimento neuroldgico,
sendo fundamentais para o perfeito desenvolvimento cerebral e visual do bebé antes e ap6s o
nascimento. A dieta materna antes da concepcao é de grande importancia, ja que ela determina
o tipo de AG que se acumulara no tecido fetal, uma vez que o transporte de AG é realizado
através da placenta e sdo depositados no cérebro e retina do concepto, além disso, ocorre

acumulo simultdneo nas glandulas mamarias durante esta fase (Schmeits et al.,1999).
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Os lipidios do cérebro séo ricos em AGPI w3 e w6, 0s quais contém grandes proporgoes
de DHA e AA, respectivamente, e, estes desempenham papel fundamental no crescimento
neuronal, transducdo de sinais e excitabilidade das membranas neurais, € na expressao de

genes que regulam a diferenciagéo celular e o crescimento (Uauy & Dangour,2006).

Segundo Das (2003), receptores de insulina nas células do cérebro tém funcéo
cognitiva, incluindo aprendizado e meméria. Sugere-se que uma das funcBes dos AGPI no
cérebro pode ser a manutencdo de um adequado numero de receptores de insulina nas
membranas celulares neuronais, consequentemente, modulando a funcdo cognitiva. JA 0 AA é
essencial para o crescimento normal e é criticamente importante por sua funcdo de sinalizacao
e divisdo celular, e como precursor de prostaglandinas da série 2 e leucotrienos da série 4, que
também desempenham funcdo na transmissdo sinaptica. Pela ag¢do das fosfolipases,
estimulada por neurotransmissores, o AA é obtido na forma de AG livre, permanecendo por um
curto espaco de tempo, podendo alterar a atividade dos canais ibnicos e das proteinas quinases
(Piomelli, 1994).

Estudo realizado por Kelley (2001) demonstrou que os AGPl w3 modulam a geracgéo de
células TH1 e TH2, a producdo de suas citocinas e a proliferagdo de células, podendo servir,
portanto, como moléculas enddgenas anti-inflamatérias. Além disso, os AGPI w3 diminuem a
expressao de proteinas Bcl-xL e Bcl-2, identificadas como antiapoptéticas, sugerindo que estes
AG tém habilidade de prevenir e suprimir doencas auto-imunes Devendo considerar em
especial, o efeito sobre a agregacao plaquetaria, a fibrindlise e a formacédo de prostaciclinas,

impedindo a formac&o de eicosandides provenientes da familia w6 (Das, 2004).

De acordo com a American Heart Association (2000) os AGPI w3 e w6 também exercem
efeito positivo sobre o colesterol total, LDL e triglicerideos séricos. Porém, os AGPIl podem
induzir maior oxidag&o lipidica e h& indicios de que possam reduzir as concentragbes de HDL
(Rique et al., 2002).

Desde 1956, sugere-se que o0 Oleo de peixe pode reduzir os altos niveis de colesterol no
sangue (Bronte-Stewart et al., 1956). Os mecanismos propostos para a protecdo contra o
desenvolvimento da placas ateroscleréticas e, consequentemente de doencas cardiovasculares
por AG da série w3 incluem, além dos efeitos anti-inflamatorios, as modificagbes favoraveis nos
niveis de lipidios plasmaticos, alteragbes hepaticas do metabolismo do colesterol e até a

reducdo da captacao do colesterol pelo figado (Jorge et al., 1997; Lombardo & Chico, 2006).
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A maior necessidade de DHA ocorre durante a vida intra-uterina, especialmente durante
0 Ultimo trimestre de gestacdo e nos primeiros meses de vida (Gaete & Atalah, 2003;
Valenzuela & Nieto, 2003). Dessa forma, se a mae receber uma alimentagdo com um aporte
adequado de AGPI podera oferecer ao feto a quantidade necesséria desses &cidos para um
bom desenvolvimento do sistema nervoso e visual. Além disso, a propria gestacdo caracteriza-
se como um periodo vulneravel para a deficiéncia desses acidos, devendo a gestante ingeri-los
em sua dieta para satisfazer ndo s6 as necessidades do concepto como também as suas. Por
isso, a dieta materna, antes da concepcéao, é de grande importancia, ja que ela determina o tipo
de acido graxo que se acumulard no tecido fetal (Schmeits et al., 1999). O consumo de
pescados e a suplementagdo com 6leo de pescados podem reduzir a incidéncia de parto
prematuro e melhorar o peso do bebé ao nascer. Além disso, o conteddo de AGPI no cordéo
umbilical se correlaciona diretamente com o consumo destes acidos graxos pela mae (Gaete &
Atalah, 2003).

Diversos estudos vém abordando a relagcdo entre consumo de AG e a fase gestacional,
sugerindo-se que os acidos graxos trans sao transferidos ao feto através da placenta. Para
Honstra (2000), deve haver prudéncia ao considerar-se a associacao entre estes fatores pois as

evidéncias ainda sao insuficientes.

Entre as pesquisas voltadas para analise da acdo dos isémeros trans sobre a satde da
crianca, Koletzko et. al. (2007) relata o bloqueio e inibicdo na biossintese dos AGPI, na fase
fetal e ap06s o nascimento. O estudo de Koletzko & Miller (1990) demonstrou correlagédo
inversamente proporcional (r=0,47) e significante (p<0,01) entre os AG linoléico e trans,

acredita-se que esse processo ocorra atraves da inibicdo da enzima dessaturase.
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1.4 Peroxidacéao lipidica

A peroxidacéo lipidica ou lipoperoxidacao (LPO) é causada pelo ataque de uma espécie
reativa, geralmente ocasionada por uma molécula OH’, que abstrai um atomo de hidrogénio de
um grupo metileno alilico, normalmente, de um AGPI, deixando um elétron desemparelhado no
carbono, caracterizando a etapa de iniciagcdo. Este radical é estabilizado por um rearranjo
molecular para formar um dieno conjugado, ou seja, duas duplas liga¢gdes intercaladas por uma

ligagéo simples que forma o radical peroxila (Halliwell & Gutteridge, 1999).

A reacao do radical peroxila com o atomo de hidrogénio abstraido gera um hidroperéxido
lipidico (LOOH). Perodxidos ciclicos também podem ser formados, quando o radical peroxila
reage com uma dupla ligagdo na mesma cadeia de &cido graxo, o que, também, pode propagar
a LPO (Halliwell & Gutteridge, 1999).

A Ultima etapa da peroxidacdo lipidica instala-se com a neutralizagdo dos radicais
formados por acdo de antioxidantes lipossollveis (a-tocoferol, B-caroteno) ou pela reacdo de
dois radicais lipidicos formando produtos ndo radicalares. Sistemas enzimaticos também podem
iniciar a oxidacdo dos AGPI. As principais enzimas envolvidas neste processo sdo as
peroxidases e diogenases. As peroxidases sao enzimas inespecificas que catalisam a oxidacao

de muitos substratos, incluindo acidos graxos (Halliwell & Gutteridge, 1999).

A reacgdo dos radicais livres com os AGPI, presentes nas membranas celulares e nas
lipoproteinas, inicia um processo em cadeia conhecido como peroxidacdo lipidica ou
lipoperoxidacdo, que pode ser avaliado e utilizado como um indicador do estresse oxidativo
celular (Giller & Sigler, 1995)

Segundo Vasconcelos et al. (2007), todas as modificagbes oxidativas causam mudancas
nas propriedades fisicas e quimicas das membranas, alterando sua fluidez e permeabilidade,
com expansdo do liquido intracelular e risco de ruptura das membranas da célula e das
organelas, com consequente morte celular.Para prevenir ou reduzir os efeitos do estresse
oxidativo, o organismo dispde de diversos mecanismos antioxidante de defesa, tais como a
presenca de antioxidantes ndo enziméaticos (a-tocoferol ou vitamina E, -caroteno ou vitamina
A, acido ascorbico ou vitamina C, flavondides, etc) e os antioxidantes enzimaticos, tais como:
superéxido dismutase, catalase, NADPH quinona oxidoredutase, glutationa peroxidase e

enzimas de reparo (Yu, 1994).
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1.5 Oxidacéo da Lipoproteina de Baixa Densidade (LDL)

As lipoproteinas de baixa densidade (LDL) séo particulas com densidade entre 1.019 ~
1.063g/mL, que possuem didmetro médio de 22nm, contendo na parte central cerca de 170
moléculas de triglicérides e 1.600 moléculas de ésteres de colesterol, e superficie formada por
uma monocamada constituida por cerca de 700 moléculas de fosfolipidios, principalmente
fosfatidilcolina e esfingomielina, 600 moléculas de colesterol néo-esterificado e uma Unica

molécula de apoproteina B (ApoB-100) (Mahley et al., 2003).

Esta lipoproteina circulante na corrente sanguinea é reconhecida por receptores de
superficie especificos, chamados de receptores LDL, nas células que precisam captar o
colesterol. A ligacdo da LDL em um receptor ocorre por um processo de endocitose, que
transporta a LDL e seu receptor associado para o interior da célula dentro de um endossomo, o
gual se funde com o lisossomo. Este por sua vez, contém enzimas que hidrolisam os ésteres de
colesterol, liberando-o, assim como, 0s AG no interior do citosol. A ApoB-100 da LDL é também
degradada em aminoéacidos que sao liberados no citosol, porém o receptor da LDL escapa da
degradacao e retorna para superficie celular, onde ele pode funcionar novamente na captacdo
de uma nova LDL (Nelson & Cox, 2006).

Segundo Esterbauer et al. (1993), a LDL é sintetizada e secretada pelo figado ou
intestino e tm como principais fungdes: solubilizar os lipidios no plasma e regular o movimento
destes em sua entrada e saida de células-alvo e tecidos especificos. O mecanismo de oxidagao
da LDL in vivo, ainda é foco de muitos estudos, desde a década de 1980 quando identificou-se
a presenca de LDL oxidada (LDLox) em placas ateroscleréticas tanto em modelos animais

guanto em humanos.

O conceito mais provavel, é que a peroxidacao lipidica comecaria nos AGPI da
superficie fosfolipidica da LDL e entao se propagaria para o nicleo, terminando com a oxidagao
de todos os lipidios da particula, seguida pela degradacdo dos grupos lisina da ApoB-100. Esta
sendo modificada pelos produtos de degradacéo lipidica (aldeidos) deixa de ser reconhecida
pelos receptores de membrana, fazendo com que a LDL seja capturada pelos receptores
scavenger dos macréfagos de uma maneira descontrolada, levando assim ao desenvolvimento
das células espumosas (“foam cells”) e da lesdo aterosclerética (Esterbauer et al., 1993) como

mostra a Figura 3, Formacéo de placa aterosclerdtica .
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Teoricamente a LDLox ndo deveria ser encontrada circulante pois estaria protegida
pelos antioxidantes plasmaticos, como a vitamina C, no entanto Henriksen et al. (1981)
verificaram que, apés a incubag¢é@o da LDL normal (LDLn) com células endoteliais por 12 a 18
horas, a particula resultante era captada por macréfagos em cultura, 3 a 10 vezes mais
rapidamente que a LDLn, células musculares lisas exerciam efeito semelhante sobre a particula

e 0s proprios mondcitos e macréfagos induziam tais modificacdes.

De acordo com Duarte et al. (2008), estudos demonstram que a modificacdo da LDL é
um fator importante no desenvolvimento de determinadas doencas, assim a reacdo de
lipoperoxidacdo em cadeia dos lipidios da LDL tem sido muito utilizada em métodos

experimentais que visam avaliar a oxidagéo da LDL.

Berliner & Heinecke (1996) demonstraram que a LDL modificada por oxidacdo in vitro
apresenta caracteristicas inflamatorias, que favorecem a ativagdo de citocinas e agentes
quimiotaticos associados ao processo de aterosclerose. Apesar destas observagdes, a
extrapolacdo dos resultados, obtidos através de modelos oxidativos in vitro, para sistemas
biologicos, ainda é conflitante. Neste sentido procurou-se identificar sub-fracdes da LDL que

apresentassem in vivo, caracteristicas oxidativas.

A LDL, uma vez oxidada, tem aumento da carga negativa na sua superficie. Avogaro et
al. (1988) isolaram, por cromatografia de troca i6nica, uma fragdo da LDL do plasma de
individuos normolipidémicos com maior carga negativa, denominando-a de LDL eletronegativa
(LDL), a qual apresentava caracteristicas semelhantes a LDLox. Mas, convém assinalar que o
pool de LDL(-) ndo é formado exclusivamente por LDLox, mas, também, origina-se de outros
processos, como a glicagdo ndo enzimdtica, o enriquecimento em AG ndo esterificados,
modificagbes enzimaticas por fosfolipases, reacdo cruzada com a hemoglobina e outros

mecanismos ainda néo identificados (Sanchez et al., 2004).

De acordo com Berliner & Heinecke,(1996), diferente da LDLox in vitro, a LDL(-) n&o
apresenta fragmentacédo da ApoB e outras alteraces decorrentes de uma oxidacao excessiva.
Esta observacdo deu origem ao termo “LDL minimamente modificada” (LDLmm), o qual
estabeleceu dois fendtipos relacionados a LDL: padrao A: LDL grande e leve e padréo B: LDL
pequena e densa (LDLpd), sendo que LDL(-) esta contida na subfracéo de LDLpd, podendo ser
responsavel pela maior suscetibilidade a oxidacdo desta sub-populacédo de particulas Avogaro
et. al. (1988).
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Figura 3: Formacéao de placa aterosclerética. Fonte: Filho, 2010.

Benitez et .al. (2006) sugeriram que a modificacdo oxidativa da LDL ocorresse
localmente na parede da artéria. A LDLmm, com aumento de carga negativa, induz a disfuncao
endotelial com expressdo de moléculas de adeséo intracelular (ICAM-1), moléculas de adeséo
das células vasculares (VCAM-1), P-selectina, E-selectina, fator estimulador de colénia de
macréfagos e expressdo da proteina quimiotatica de monécitos (MCP-1). Estes fatores
promovem recrutamento de linfécitos T e mondcitos, assim como favorecem a migracéo destes
para o tecido subendotelial através da liberagdo de agentes quimiotaticos, como
fibrinopeptidios, linfocinas e fatores de crescimento. Em seguida, de acordo com Frostegard et.
al. (1990), Ross (1999) e Gottlieb et. al. (2005), ocorre a diferenciacdo de mondcitos em
macrofagos, estimulados pelas citocinas (Interleucina-1 e Fator de Necrose Tumoral-a) que
amplificam e mantém os sinais pro-inflamatorios de aterosclerose, como representado na Figura

4, as possiveis vias de geracdo da LDL(-)e seus potenciais mecanismos de agao.
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Figura 4: Possiveis vias de geragdo da LDL(-) e potenciais mecanismos de agao. Fonte:
Mello, 2007.

O receptor da LDL em situagBes normais reconhece um dominio especifico na ApoB-
100, contendo cargas positivas da lisina, arginina e histidina, no entanto, as alteragdes neste
dominio resultam na diminuicdo da ligagdo da ApoB com o receptor. Um aumento da carga
negativa da ApoB-100, resultante da formacéo de lisolecitina e da derivativacéo de residuos da
lisina, faz com que ocorra menor afinidade da LDL por seus receptores scavenger, presentes
em macrofagos, o que também induz a formacdo das células gordurosas (foam cells) no
processo inicial da aterogénese (Sniderman, 2004). Como a LDLox € imunogénica, ha producgéo
de auto-anticorpos que formam imunocomplexos com a particula modificada, os quais sdo
internalizados pelo receptor Fc gama dos macrofagos, induzindo também a formagéo de células

espumosas (Lopes & Virella, 1992).

Por isso estes anticorpos que reconhecem as particulas dessa LDLm, tem sido
considerados como marcadores de risco para aterosclerose, sabendo que o papel
antiaterogénico dos anticorpos reativos a particulas de LDLm ainda ndo esta completamente
elucidado, uma vez que respostas imuno-humorais especificas podem ser moduladas
diferentemente quando comparadas com outros processos envolvidos na aterogénese (Lobo et.
al., 2008).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito da suplementacdo com capsulas de 6leo de peixe (grupo 6mega 3) e

de oOleo de primula (grupo 6mega 6) na composicdo de &cidos graxos séricos e do leite

materno, assim como o efeito da suplementacdo nos niveis de biomarcadores de oxidacdo

lipidica.

2.2 Objetivos Especificos

R/
0'0

0/
0'0

Avaliar a ingestdo de macronutrientes (proteinas, carboidratos, lipidios totais,
saturados e insaturados e fibra) das gestantes, através da aplicacdo de um

recordatério de 24 horas.

Determinar a composi¢do de acidos graxos no soro, antes e ap0s o periodo de

suplementagcdo com dmega 3 e 6mega 6.

Determinar a composicdo de acidos graxos no leite materno, apés o periodo de

suplementacdo com dmega 3 e 6mega 6.

Avaliar o efeito da suplementacdo com O6mega 3 e 6mega 6 nos seguintes
parametros bioquimicos séricos: lipides (CT, LDL, VLDL, HDL e TG), alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST),

Quantificar o malondialdeido (MDA), produto final de peroxidacéo lipidica, no

plasma antes e apés o periodo de suplementacdo com émega 3 e 6mega 6.

Quantificar anticorpos anti - LDL (-) antes e ap6s o periodo de suplementacdo

com dmega 3 e 6mega 6.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Casuistica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade S&o
Francisco (protocolo CAAE: 0132.0.142.000-07). O Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido foi assinado em duas vias, sendo que uma ficou com a voluntéria e outra com o
pesquisador. Todas as voluntarias foram informadas dos objetivos e procedimentos do estudo e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 1). As voluntarias
responderam um questionario (Anexo 2) para obtencdo de dados socio econdmicos e sobre

alimentacdo da gestante.

As voluntérias foram orientadas a manterem a alimentagcdo habitual durante sete dias
antes (periodo basal) e durante o periodo de intervencao com as capsulas de 6leos (15 dias)
foram orientadas a ingerir alimentos saudaveis (Anexo 3). Apo6s o término do periodo basal, as
gestantes selecionadas e com consultas pré-agendadas no Ambulatério de Ginecologia e
Obstetricia do Hospital Universitario Sao Francisco (HUSF), com jejum de 12 horas foram
submetidas a primeira coleta de sangue (Tempo 0 — T,) para a realizagdo dos seguintes

exames:
e Glicemia: para confirmagdo de auséncia de voluntérias diabéticas;

e Colesterol total e fracdes e triglicerideos: para quantificacdo dos niveis séricos de

lipideos;

¢ Alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST): parametros

de funcionalidade hepética normal;
e Malondialdeido (MDA): quantificar a LDL oxidada;
e Anticorpo anti LDL eletronegativa: quantificar anticorpos anti-LDL eletronegativa.

Neste dia, distribuiu-se as capsulas de Oleo (peixe ou primula), adquiridas
comercialmente, para a ingestdo por 15 dias (2g/dia). Finalizado o periodo de intervencao (15
dias), as voluntérias foram submetidas a uma nova coleta de sangue (Tempo 1 — T1) para a

realizacdo dos mesmos exames realizados no Tempo - T,.
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3.2 Critérios de inclusao

Para fazer parte do estudo, as gestantes tiveram que preencher os seguintes critérios de

inclusao:

Terem entre 20 e 30 anos de idade;

= Estarem na trigésima semana gestacional;

= Nao estarem fazendo uso de medicamentos;

= Nao apresentarem doencas no periodo pré ou poés parto;

= NAao apresentarem alergia ou intolerancia a peixe no periodo pré ou pés-

gestacional;

=  Apresentarem disponibilidade de tempo para comparecerem aos retornos

agendados;

= AplOs o parto, estarem praticando aleitamento materno exclusivo (sem a

administracdo de &gua, cha, sucos ou leite ndo materno).

3.3 Populacéo de estudo

Durante o periodo de maio de 2009 a fevereiro de 2010, foram selecionadas 25
gestantes que freqlientavam o ambulatério do Hospital Universitario Sado Francisco (HUSF).

Entretanto, foi necessaria a excluséo de 14 gestantes, pelos seguintes motivos:
v" Na&o autorizagao do médico ginecologista/obstetra: 7;
v Nao disponibilidade de tempo para comparecer aos retornos agendados: 3;

v' Uso de medicamentos sem informacao prévia para o pesquisador ou inicio da

utilizacdo do medicamento apés a inclusdo no estudo: 4.

Por isso, selecionou-se 11 gestantes que frequentavam o ambulatério do HUSF,

divididas em 2 grupos:

» Grupo 6mega 3 (n=7): as gestantes receberam 30 cépsulas de 6leo de peixe
desodorizado, contendo 1g cada (composicao: 19,8 % EPA e 11,4 % de DHA;
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perfazendo o total de AG saturados = 26,6%, AGMI = 25,7%, AGPI = 40,5%
sendo que AGPI w3=35,9 % e AGPI w6=4,6 %) Foi recomendada a ingestédo de
2 capsulas diarias, preferencialmente, pela manhd ou no meio do dia e
imediatamente antes ou durante uma refeicdo com baixo teor de gordura, para

evitar-se refluxo esofagico, nauseas e vomitos.

» Grupo 6mega 6 (n=4): as gestantes receberam 60 capsulas de 6leo de primula,

contendo 0,5g cada (composicdo: 65 % de acido linoléico e 8 % de gama-
linolénico; perfazendo o total de AG saturados = 10,7%, AGMI = 12,7%, AGPI =
75,6% sendo que AGPI w6 = 73,0 % e AGPI w3 = 2,6 %). Foi recomendada a
ingestdo de 4 capsulas diarias, preferencialmente pela manha ou no meio do dia
e imediatamente antes ou durante uma refeicdo com baixo teor de gordura, para

evitar-se refluxo esofagico, nauseas e vomitos.

3.4 Avaliagdo do consumo alimentar

O valor nutritivo dos alimentos ingerido pelas voluntérias nas 24 horas anteriores a

coleta de sangue foi determinado por analise indireta, através da tabela de composi¢cédo de

alimentos: suporte para decisdo nutricional (Philippi, 2002) e tabela de composi¢édo de alimentos

(Unicamp, 2006). Os nutrientes avaliados foram energia, em quilocalorias, carboidratos,

proteinas, lipidios totais, AGS, AGMI e AGPI. Avaliou-se, também, a distribuicdo das fontes de

energia, proveniente de macronutrientes, utilizando-se como referéncia os valores da

distribuicdo de macronutrientes aceitaveis (Acceptable Macronutients Distribution Range —

AMDR), na faixa etaria de 19 a 30 anos: carboidratos: 45 a 65%; proteinas: 10 a 35% e lipidios:
20 a 35% do valor energético total (VET) (Institute Of Medicine, 2002).

3.5 Desenho do estudo

3.5.1 Coleta de sangue e leite materno

De cada voluntéria obteve-se, aproximadamente, 55 mL de sangue em tubos de coleta

(vacutainer), sendo:

Tubo gel: destinado para realizar os exames bioquimicos (colesterol total e

fracOes, triglicerideos, ALT e AST) e a quantificacdo de AG séricos;

Tubo com EDTA: destinado para quantificar a LDL oxidada (malondialdeido e

LDL eletronegativa);
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* Tubo com citrato: destinado para quantificar a glicose sérica.

As coletas foram realizadas em duas etapas: T, antes da suplementacdo com as
capsulas 6leo de peixe ou 6leo de primula, e T; apds a suplementacao das capsulas por um

periodo de quinze dias.

As amostras de leite maduro por expressdo manual, como descrito por Marmet (1981).
Antes da coleta, realizou-se higienizacdo das mamas com gazes esterilizadas e umedecidas
com agua deionizada. Padronizou-se a coleta com a retirada do leite (minimo de 40 mL) logo
apos a mamada, em ambas as mamas. Apés a coleta o frasco foi transportado imediatamente

para armazenamento a -20 °C.

3.5.2 Anédlises bioquimicas

Apés a coleta, o tubo contendo citrato e o tubo gel contendo amostras de sangue foi
imediatamente transportado ao Laboratorio Universitario de Analises Clinicas (LUAC) do HUSF,
onde se realizou as dosagens bioquimica, tais como: glicemia, lipides (CT, LDL, VLDL, HDL e
TG), enzimas hepética (ALT e AST), através do teste automatizado pelo equipamento Hitachi
911.

3.5.3 Determinacdo da composicao de AG séricos e no leite materno por cromatografia a
gas (CG)

As amostras de leite maduro e as amostras de soro (T, e T,), foram transportadas e
congeladas a -20 °C. Apds o descongelamento do leite e do soro (T, e T,), separou-se uma
porcdo de 5 mL e 1 mL, respectivamente, a fim de realizar a extracdo dos lipidios pelo método
de Folch et al. (1957).

Para a determinagdo da composicdo dos acidos graxos, através de cromatografia a gés,
tanto a fracdo de &cidos graxos livres quanto a fracdo de acilglicer6is foram convertidos em
metil ésteres, o reagente esterificante BF3-metanol, de acordo com o método oficial da AOCS
(Ce 2-66, 1993). Apoés derivacao, os ésteres metilicos diluidos em hexano foram analisados por

cromatografia a gas (CG).

Os ésteres metilicos de acidos graxos foram analisados por cromatografia a gas em um

cromatografo marca CHROMPACK modelo CP 9001 com detector de ionizagcédo de chama (FID)
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e coluna capilar Chrompack (“WCOT Fused Silica” CP-Sil 88 50m x 0,25mm). A temperatura do
detector foi de 280°C, a do injetor, 250°C e a temperatura inicial da coluna de 180°C por 7
minutos com programacao de 5°C/minuto até a temperatura maxima de 220°C. O gas de

arraste utilizado foi o hidrogénio (H,) com fluxo de 2,0 mL/min na coluna.

A identificacdo dos acidos graxos foi realizada por comparacao do tempo de retencao
dos componentes da amostra com os de padrdes auténticos de ésteres de AG injetados nas
mesmas condi¢des. Foi utilizada, também, a técnica de co-eluicdo ("spiking") de padrdes de AG

da SIGMA® junto com a amostra.

A quantificacdo foi realizada por normalizacdo das éareas calculadas por meio de
integrador (Chromato-Integrator) e expressa em porcentagem relativa de cada acido graxo em
relagéo aos acidos graxos totais.

3.5.4 Quantificacdo de malondialdeido (MDA)

O malondialdeido (MDA), composto de trés carbonos, € um dos principais produtos
finais da peroxidacao lipidica de AGPI e seus ésteres, sendo formado pela cisdo desses acidos
graxos, apos a peroxidacdo. O MDA é o marcador para determinar peroxidagéo lipidica mais

amplamente utilizado atualmente realizado por técnica espectrofotométrica (Duarte, 2008).

Para avaliar a lipoperoxidagao foi utilizada a medida de TBARS (substancias reativas ao
acido tiobarbitarico), antes (To) e apos a suplementacdo com capsulas de 6leo peixe ou primula,
por 15 dias, (T,), de acordo com o método desenvolvido por Ohkawa et al. (1979). Conforme a
técnica, 250uL de amostra (plasma) foram misturados com 25uL BHT 4% em metanol, 1mL de
acido tricloroacético a 12%, 1mL de acido tiobarbitlrico 0,73% e 750uL 0,1 mol/L tampao Tris-
HCI contendo O0,2mmol/L EDTA pH 7,4. Ap6s 60 minutos de incubagcdo em banho-maria
fervente, as amostras foram rapidamente resfriadas em banho de gelo, e foi adicionado 1,5mL
de n-butanol. A amostra foi homogeneizada por 30 segundos em vortex e centrifugada a 3.000
RPM por 10 minutos. As absorbancias das amostras foram lidas em espectrofotdmetro a

532nm. A quantificacéo foi feita utilizando uma curva de calibragéo com tetratoxipropano (TEP).

3.5.5 Deteccéo de anticorpos anti - LDL (-)

Os anticorpos anti - LDL(-) foram detectados através de ELISA de captura de anticorpo,
método proposto por Mello (2007). Inicialmente as placas foram sensibilizadas com LDL(-),

isolada por FPLC (Fast protein liquid chromatography), previamente diluida em tampéo
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carbonato-bicarbonato (0,25M, pH 9,6) até a concentracado final de 0,5ug de proteina/pogo, e
incubada 12hs a 4°C. Os espacos livres foram bloqueados com leite desnatado a 5% diluido em
tampéo fosfato-salina 0,01M (PBS — pH 7,4) e incubados a 37°C por 2h. As placas foram
lavadas 4 vezes com PBS-Tween (0,05%). As amostras de plasma, em triplicata, foram diluidas
(1:200 a 1:3200) em PBS e incubadas as 37°C por 2h. ApGs as placas foram novamente
lavadas, conforme descrito acima. Adicionou-se 50uL/pogo de anti - IgG humano marcado
com peroxidase (Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA) (1:2000) diluido em PBS. As placas
foram incubadas a 37°C por 1 hora e 30 minutos e, em seguida, lavada, conforme descrito
acima. A reagcdo de cor foi desenvolvida através da adicdo de substrato composto por
tetrametilbenzina (TMB), tampao citrato-fosfato (0,dM, pH 4,2) e H,0, (30%)
(250uL/12mL/10uL). As placas foram incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente, sob
protecdo da luz. A reagdo foi bloqueada com 50uL/poco H,SO, (2,0 M) e a absorbancia
monitorada por leitora de placa (Spectra Count, Canberra Company, Meriden, CT) em 450nm.
Os resultados foram determinados aplicando-se a média das absorbancias das amostras
menos o controle a equagédo da curva padrdo IgG humana (Sigma Chemical, St. Louis, MO,

USA) (0,18 — 11,7mg/mL), sendo expressos em Equivalentes de IgG humana anti-LDL".

3.6 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o software SigmaStat for Windows®
versdo 3.5 (SPSS, 2008). O teste t de Student e Mann-Whitney foram empregados para
comparar o consumo alimentar entre as gestantes dos grupos 6mega 3 e 6mega 6. O teste t de
Student, também, foi utilizado na comparagéo da distribuicdo percentual macronutrientes, em
relagdo ao valor energético total (VET). O teste t pareado foi empregado na comparacao dos
parametros bioguimicos, concentracdo do malondialdeido e dos auto-anticorpos anti LDL", nos
tempos T, (antes da suplementacéo) e T, (ap6s suplementagdo). Em todos os testes aplicados

fixou-se o nivel de significancia em p<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacdo de macronutrientes segundo aingestdo de AGS e AGI das gestantes.

Na Tabela 3 é possivel visualizar a distribuicdo percentual média de macronutrientes,
em relacdo ao valor energético total (VET) da alimentacdo das gestantes antes da

suplementacdo com 6leo de peixe (grupo 6mega 3) e 6leo de primula (grupo 6mega 6).

Independente do &cido graxo consumido, as gestantes apresentaram porcentagens
adequadas de energia proveniente de proteinas (w3: 14,2%; w6: 15,4%) e carboidratos (w3:
51,1%; w6: 57,7%), entretanto, a energia derivada dos lipidios encontrava-se acima (36,0%)
para o grupo 6mega 3. Quanto a distribuicdo dos &cidos graxos, em relagdo ao recomendado,
observa-se que tanto as gestantes do grupo émega 3 quanto do grupo dmega 6 apresentaram
porcentagens adequadas para a ingestdo de AGMI (w3: 10,6% e w: 8,3%), elevadas para AGS
(w3: 12,3% e w6: 10,4%) e baixas para AGPI (w3: 4,9% e w6: 3,2%), sendo que segundo
dados do recordat6rio, ambos os grupos nado faziam ingesta de EPA e DHA.

7

Outro fator que poderia limitar a adequacdo de DHA entre as gestantes € a
predominancia de 6leos vegetais na dieta, especialmente o 6leo de soja, como fonte dietética
de AGPI. Os 6leos vegetais séo ricos em acido linoléico (w6) e alfa-linolénico (w3), mas pobre
em EPA e DHA (Korotkova et al., 2004; Patin et al., 2006; Lottenberg, 2009).

Portanto se a mae receber uma alimentacdo com um aporte adequado de AGPI podera
oferecer ao feto a quantidade necessaria desses acidos para um bom desenvolvimento do
sistema nervoso e visual. Além disso, a prépria gestacdo caracteriza-se como um periodo
vulneravel para a deficiéncia desses acidos, devendo a gestante ingeri-los em sua dieta para
satisfazer ndo s6 as necessidades do concepto como também da mae. Por isso, a dieta
materna, antes da concepcao, € de grande importancia, ja que ela determina o tipo de acido
graxo que se acumulara no tecido fetal (Schmeits et al., 1999). O consumo de pescados e a
suplementacdo com 6leo de pescados podem reduzir a incidéncia de parto prematuro e
melhorar o peso do bebé ao nascer. Além disso, o conteido de AGPI no corddo umbilical se
correlaciona diretamente com o consumo destes acidos graxos pela mae (Gaete & Atalah,
2003).
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Tabela 3: Distribuicdo percentual média de macronutrientes, em relacdo ao valor energético
total (VET) da alimentacdo das gestantes antes da suplementacdo com 6leo de peixe (grupo
0mega 3) e 6leo de primula (grupo 6mega 6)

Nutrientes Grupos Analise estatistica

Omega3(n=7) Omega 6 (n =4) Teste t de Student

Proteina (%)

(Valor de referéncia: 10-35% VET) 14,2 15,4 p=0,188
Carboidratos (%)
(Valor de referéncia: 45-65% VET) 51,1 57,7 p=0,241

Lipidios (%)

(Valor de referéncia: 20-35% VET) 36,0 26,9 p=0,083
AGS (%)

(Valor de referéncia: maximo 10% VET) 12,3 10,4 p=0,562
AGMI (%)

(Valor de referéncia: maximo 20% VET) 10,6 8,3 p=0,410
AGPI (%)

(Valor de referéncia: maximo 10% VET) 4,9 3,2 p=0,203

AGS: acidos graxos saturado, AGMI: acidos graxos monoinsaturados, AGPI: &cidos graxos poliinsaturados.

4.2 Composicao de &cidos graxos do soro das gestantes

A Tabela 4 mostra os valores apresentados em % relativa dos principais acidos graxos

do soro, expresso em média e desvio padréo.

Foi observado que no grupo 6mega 3, apés a suplementacdo com capsulas de 6leo de
peixe teve-se um aumento significativo nas concentracdes séricas dos acidos graxos w3 (EPA e
DHA). No que diz respeito a relagdo entre os AGPI w6/w3 observa-se que ha diminuicdo
significativa desta relacdo apés a suplementacéo (T,= 13,7 e T,=6,3), mostrando que o0 modelo
de suplementagcdo proposto no estudo refletiu de maneira favoravel os niveis de AGPI no
organismo. Por outro lado, no grupo édmega 6 € possivel observar aumento significativo nos
niveis de AA e um aumento significativo na relacéo entre os AGPl w6/w3 apos a suplementacao

com 6leo de primula (To= 21,6 e T,=26,2).
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Tabela 4. Composicdo (%) dos principais acidos graxos do soro das gestantes antes e apds a

suplementacdo com 6leo de peixe (grupo 6mega 3) e 6leo de primula (grupo 6mega 6).

Acidos Graxos % relativa dos principais acidos graxos
Grupo Omega 3 (n=7) Grupo Omega 6 (n=4)
To T To T
AG saturados 40,96 35,86 39,94 36,2
14:0 4cido miristico 2,65%8,6 2,77+0,3 1,01+2,7 2,17+0,1
16:0 4cido palmitico 29,94+4,7 23,94+1,1 29,20+1,3 24,13+3,0
18:0 4cido estedrico 8,3743,3 9,15+1,9 9,73%1,2 9,9+3,3
AG monoinsaturados 20,95 16,6 20,99 20,3
16:1 4cido palmitoléico 1,59+2,6 1,15+0,3 1,63+1,4 5,9+0,3
18:1 acido oléico 19,36%2,7 15,45+0,7 19,36+2,0 14,40+3,6
AG poliinsaturados 27,6 28,9 22,61 31,34
18:3 4cido linolénico (w3) 0,53+0,9 0,69+0,4 0,24+0,2 0,42+0,2
20:5 EPA (w3) 0,50+0,1 1,1810,3* 0,65%0,1 0,60+0,5
22:6 DHA (w3) 0,8510,3 2,09+0,6* 0,1210,1 0,13+0,4
18:2 &cido linoléico (w6) 22,31%4,2 22,32+2,4 20,3615,0 24,733,1
20:4 AA (w6) 3,41+1,4 2,6210,6 1,24+1,2 5,46+1,1*
Total de AG w6 25,72 24,94 21,60 30,19
Total de AG w3 1,88 3,96 1,01 1,15
Relag¢do AGPI w6/w3 13,7+1,4 6,311,0** 21,6*1,4 26,2+2,8**
Outros 10,5 18,64 16,4 11,16

AA: &cido araquidénico, EPA: acido eicosapentaenoico, DHA: acido docosahexaenoico

Teste t pareado: EPA: * p= 0,040, DHA: * p= 0,020, AA: * p=0,012; ** p<0,05.

E importante enfatizar que além da ingest&o dos &cidos graxos w3 presentes na capsula
de 6leo de peixe, o0s niveis plasmaticos destes AGPI também séo influenciados pela dieta da
gestante assim como pelo metabolismo endégeno de conversdo do acido alfa-linolénico em
EPA e DHA e, do &cido linoléico em AA.

E conhecido que no processo de conversdo enddgena h&d a competicdo destes
substratos (acido alfa-linolénico e acido linoléico) pela enzima A6-dessaturase, favorecendo o
alfa-linolénico porém, este em declinio favorece a converséo partindo do acido linoléico (Sant’
Ana, 2004).

30



Segundo apontado por Simopoulos et al. (1999) a composicédo das dietas de algumas
populacdes ocidentais pode resultar em uma relacdo AGPI w6/w3 de até 25:1. Por outro lado,
segundo apontado por Drevon (1992) a relacdo recomendada entre a quantidade de AGPI
wb/w3, deve ser de 4 a 10:1 para o equilibrio da producéo de eicosandides derivados do AA e
do EPA.

De acordo com Sant’Ana (2004), as dietas ocidentais possuiam ha 100-150 anos atras
uma razao entre wb6/w3 de aproximadamente 1/1. No entanto, atualmente, esta razao esta em
torno de 10/1, podendo chegar a até 25/1 em alguns paises. De acordo com dados de
Lottenberg (2009), 92% da populacdo brasileira utiizam o 6leo de soja no preparo dos
alimentos, estimando-se que a média de consumo diario seja de 25g por individuo, o que
corresponde ao consumo de 1,8g de acido alfa-linolénico (w3) e 13,69 de &cido linoléico (w6), o

que corresponde a uma razdo de consumo de w6/w3 de 7/1.

4.3 Composicao de acidos graxos do leite materno

A Tabela 5 apresenta a composi¢do dos AG do leite materno de nutrizes, expressos em

média + desvio padrao das determinacoes.

Segundo os resultados observa-se que, embora ndo haja alteragbes significativas na
composicao de acidos graxos entre 0s grupos, os niveis obtidos da relacdo w6/w3 foi inferior
para o grupo 6mega 3 (6,4), embora os dados do recordat6rio ndo tenham mostrado perfil de
dieta diferente entre elas. Este resultado mostra uma resposta favoravel para a dieta do recém

nascido, ja que a suplementagédo com 0Oleo de peixe aumentou os niveis dos AGPI w3 no leite.

O resultado obtido da relacdo w6/w3 do grupo 6mega 3 (6,4) é semelhante aos dados
obtidos do leite materno de 32 nutrizes dinamarquesas relatado por Boris et al (1997). Os
autores suplementaram as gestantes com 1g de 6leo de peixe (32% EPA + 23% de DHA) por
dia durante aproximadamente 6 semanas e apO0s 30 dias do parto o leite das nutrizes
mostraram niveis de w6 de 12,8 e de w3 de 2,3 (relacdo wb/w3 = 5,5). Nas nutrizes do grupo

controle foram detectados niveis de w6 de 13,8 e de w3 de 2,1 (relagdo wb/w3 = 6,6).
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Tabela 5: Composicao (%) dos principais acidos graxos do leite materno das nutrizes apos

suplementacdo com 6leo de peixe (grupo 6mega 3) e 6leo de primula (grupo 6mega 6).

Acidos Graxos

% Total de Acidos Graxos no leite materno.

Omega 3 (n=7)

Omega 6 (n=4)

AG saturados 33,86 34,66
12:0 acido laurico 0,67+0,06 1,0+1,2
14:0 4cido miristico 6,3812,24 5,93+1,74
16:0 4cido palmitico 21,89+1,98 21,91+1,54
18:0 acido estearico 4,92+1,78 5,82+0,77
AG monoisaturados 37,19 37,13
16:1 4cido palmitoléico 4,52+3,24 3,07+0,69
18:1 acido oléico 32,67+0,07 34,06+3,82
AG poliinsaturados 22,97 25,57
18:3 4cido linolénico (w3) 2,88+2,31 1,88+0,21
20:5 EPA (w3) 0,10+0,03 ND
22:6 DHA (w3) 0,14+ 0,11 ND
18:2 4cido linoléico (w6) 19,4043,25 23,14+1,33
20:4 AA (w6) 0,45+0,54 0,55+0,16
Total de AG w6 19,85 23,69
Total de AG w3 3,12 1,88
Relagdo AGPI w6/w3 6,4 12,6
Outros 5,98 2,61

AA: &cido araquidénico, EPA: &cido eicosapentaendico, DHA: acido docosahexaendico, ND: ndo detectado.

Por outro lado, o dado obtido no presente estudo é inferior quando comparado com
estudo feito com maes brasileiras do Hospital de Santos (Patin et al., 2006), banco de leite da
Universidade de Sdo Paulo (Silva et al.,2007) e nutrizes americanas (Lien et al., 1997), os quais
obtiveram uma relacdo AGPI w6/w3 de 9,2, 16,4 e 15,0 respectivamente. Os resultados acima
sao referentes a composicao de leite de nutrizes que néo fizeram nenhuma suplementagéo da

dieta tradicional.

Segundo Koletzko et al., 2007, grande parte dos AGPI secretados no leite materno sdo
originados da sintese enddgena e de estoques maternos, por meio de mecanismos regulatérios.
Assim, acredita-se que os niveis menores de EPA no leite s&o reflexos da regulacdo da entrada
desse acido graxo na glandula mamaria, para que se mantenha a propor¢cdo adequada de

wb/w3, j& que os depdsitos maternos estardao contribuindo com a série w3 por meio de DHA.
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4.4 Andlises Biogquimicas

A Tabela 6 apresenta a média e desvio padrdo das concentracdes de glicemia,
colesterol total e fragBes, triglicerideos e enzimas hepaticas das gestantes dos grupos 6mega 3
e dmega 6. No grupo 6mega 3 foi observado aumento significativo nos niveis de colesterol total
(239,8+41,8 para 251,6+36,0; p=0,040) e de LDL (128,0+29,9 para 140,8+33,8; p= 0,017),
sendo que nos demais parametros os valores ndo apresentaram significancia. Por outro lado,
no grupo 6mega 6 foi observado aumento significativo nos niveis de LDL (106,0+36,3 para
114,8+39,5; p=0,018) e de HDL (64,3+8,7 para 67,2+8,4; p=0,004), sendo que 0s niveis de
colesterol total também foram acrescidos, embora sem significancia (197,9+31,1 para
213,3+37,3; p=0,074).

Esses resultados podem ser explicados pela alimentacdo das gestantes, que contém
alimentos ricos em &cidos graxos saturados e pobres em insaturados. A gordura saturada é a
principal causa alimentar da elevacdo do colesterol plasmatico (American Heart Association,
2000). Os AGS estéo relacionados com o aumento do colesterol total e da LDL, bem como com
a elevacéao dos triglicerideos (Lottenberg, 2009). Por outro lado, os AGMI tém sido relacionados
com melhoras nos niveis de triglicerideos, diminuicdo do colesterol total e da LDL, aumentando
também os niveis de HDL no plasma, caracteristica importante no contexto da reducdo dos
riscos cardiovasculares (Lottenberg, 2009). De acordo com Fagherazzi et al. (2008), além dos
lipidios, outros fatores dietéticos afetam as concentragbes plasmaticas de colesterol e
lipoproteinas, como as fibras sollveis, os antioxidantes do café e do alcool, além de alguns

componentes funcionais.

Segundo Schiavo et al. (2003), fatores intrinsecos do individuo, como: estilo de vida
(obesidade, idade, consumo de é&lcool, estresse, sedentarismo e tabagismo), uso de medicacdo
para doencgas associadas como, por exemplo, diabetes e hipotireoidismo poderiam ser
responsaveis pelo aumento das concentragdes de colesterol observadas. Ainda que a genética,
0 sexo e a idade sejam de grande importancia para o desenvolvimento das dislipidemias, a
mudanca de habitos alimentares e a pratica de atividade fisica sdo modificacdes no estilo de
vida que podem melhorar de forma significativa essas doencas. Se associadas, essas praticas
podem ainda otimizar as mudancas do perfil lipoprotéico plasmatico, sendo, além disso,

intervengdes de baixo custo, se comparadas com tratamentos medicamentosos.
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Tabela 6: Parametros bioquimicos séricos de gestantes antes e apés suplementacédo com 6leo

de peixe (grupo 6mega 3) e 6leo de primula (grupo 6mega 6).

Acido Graxo
Pt L Omega3(n=7) Analise Omega 6 (n = 4) Andlise
estatistica estatistica
To T To Ty
Teste t pareado Teste t pareado
Glicemia (mg/dL) 856+9,8 87,391  p=0,516 858+1,8 87,1428  p=0,428
Adultos: 70 a 99 mg/dL
Triglicerideos (mg/dL) 216,7+21,8 229,0+41,6 p=0,625 138,2+38,8 156,8+64,4 p=0,552
Desejavel: < 200mg/dL
Moderado: 200a 500mg/dL
Alto risco: > 500mg/dL
Colesterol total (mg/dL) 239,8+41,8 251,6+36,0 p=0,040* 197,9+31,1 213,3+37,3 p=0,074
Desejavel: < 200mg/dL
Moderado: 200 a 239mg/dL
Alto risco: > 240mg/dL
HDL Colesterol (mg/dL) 68,6+11,6 65,0+13,9 p=0,325 64,3+8,7 67,218,4 p=0,004*
Desejavel: > 45mg/dL
LDL Colesterol (mg/dL) 128,0429,9 140,8+33,8 p=0,017* 106,0+36,3  114,8+39,5 p=0,018*
Desejavel: < 130mg/dL
Moderado: 130 a 159mg/dL
Alto risco: > 160mg/dL
VLDL (mg/dL) 43,2445 45,8+8,4 p=0,605 27,6£7,7 31,4+12,9 p=0,550
Desejavel: < 40mg/dL
ALT (U/L) 15,0+2,1 14,5+1,6 p=0,606 15,4+5,2 15,3+3,5 p=0,951
Mulheres: 10-35 U/L
AST (U/L) 11,9+£3,9 11,3+3,6 p=0,588 11,6+2,3 10,4+2,6 p=0,564

Mulheres: 10-35 U/L

Teste t pareado: *p<0,05
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4.5 Quantificacado do Malondialdeido (MDA)

A Figura 5 apresenta a concentracdo média + desvio padréo dos niveis plasmaticos de
malondialdeido das gestantes antes e ap0s suplementagédo com 6leo de peixe (grupo dmega 3)
e Oleo de primula (grupo 6mega 6). A concentracdo média do MDA no grupo émega 3 foi de
0,7£0,22 pmol/g (To) e 0,6+0,1umol/g (T,), enquanto que no grupo dmega 6 observou-se um
pequeno aumento de 0,5+0,009 pmol/g (T,) para 0,6+£0,14 pmol/g (T,), sem diferenca
significante (p=0,486). Este resultado possivelmente esteja relacionado com o aumento dos
niveis de AA no soro das gestantes que ingeriram cépsulas de 6leo de primula (grupo 6mega

6), conforme demonstrado na Tabela 4.

O MDA é o marcador para determinar peroxidagéo lipidica mais amplamente utilizado
atualmente, por ser um dos principais produtos finais da peroxidagdo lipidica de AGPI
(principalmente AA) e seus ésteres, sendo formado pela cisdo destes acidos graxos, apés a
peroxidagcdo, é a base para muitos ensaios cientificos que visam determinar indiretamente o
estresse oxidativo da LDL (Chauhan et al., 2004).

_ o+ y=98,614x+0,0038
R?=0,9992

=
[=]
£
2
T
(=]
=

w3-T1 w6-TO

Grupos de Acidos Graxos

Teste t pareado: w3 - p=0,395; w6 - p=0,486.
Figura 5: Niveis de malondialdeido (MDA) antes e ap6s suplementacdo com Oleo de peixe

(grupo 6mega 3) e 6leo de primula (grupo 6mega 6).
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4.6 Quantificacdo de anticorpos anti-LDL eletronegativa

A Figura 6 apresenta a concentracdo dos anticorpos anti LDL(-) no plasma expressos
em meédia + desvio padrao. A concentragcdo média de anticorpos anti-LDL(-) do grupo émega 3
nao apresentou diferenca significante (p=0,638) nos tempos T, (52,2+3,0mg/mL Eq. IgG
Humana anti-LDL eletronegativa) e T; (52,2+2,4mg/mL Eq. IgG Humana anti-LDL()). Entre as
gestantes do grupo 6mega 6 verificou-se diminui¢cdo nos niveis de Eq. IgG Humana anti- LDL(-)
de 52,6+1,6mg/mL no tempo T, para 51,5+2,2mg/mL Eq. IgG Humana anti-LDL(-) no tempo Ty,

sem diferenca significante (p=0,091).

2,000
.s 1,500 ‘ .'/#”#’F_4
% g ; ggg k’f y =-0,0041x2 +0,1482x +0,1882
Q - v ; R*=0,9545
< 0,000
-0,500 IJI 10 20 30
IgG Humana (mg/mL)

Eq IgG Humana anti-LDL - (mg/mL)

6-TO

é"rag%e acidos graxog’

Teste t pareado: w3 - p=0,638; w6 - p=0,091.

Figura 6: Determinacdo de anticorpos anti - LDL(-) antes e apés suplementagdo com 6leo de

peixe (grupo 6mega 3) e 6leo de primula (grupo 6mega 6).

As modificagbes sofridas pela LDL, mesmo sendo sutis, transformam-na em uma
particula altamente imunogénica devido a ligagcdo com os AGPI. Apds sofrerem modificacdes
ligam-se a residuos de lisina na ApoB, gerando neo-epitopos antigénicos, desencadeando
dessa forma uma resposta auto-imune. Em modelos animais, niveis plasmaticos elevados de
anti-LDLox correlacionaram-se fortemente com a idade e dieta rica em colesterol (Palinski et al.,
1994).
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A LDL uma vez oxidada tem um aumento da carga negativa na sua superficie e se subdivide
em dois fenétipos: LDL grande e leve e LDL pequena e densa (LDLpd), sendo que LDL(-) esta
contida na subfragéo de LDLpd (Avogaro et al., 1988). Sendo assim ndo podemos correlacionar
a determinacdo de MDA, um produto de oxidacdo da LDL com a quantificacdo de anticorpos
anti-LDL(-), o qual esta relacionada somente com uma subfracéo da LDL.

Segundo Sanchez et al., 2004, anticorpos anti-LDL(-) podem-se originar de outros
processos, como a glicacdo ndo enzimatica, o enriguecimento em AG nao esterificados,
modificagbes enziméticas por fosfolipases, reagdo cruzada com a hemoglobina e outros
mecanismos ainda nao identificados.
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5. CONCLUSAO

1. A suplementacdo com capsulas de 6leo de peixe (grupo 6mega 3) promoveu alteracdes
favoraveis nos niveis de AGPI, em especial em relagdo aos niveis de EPA e DHA e
consequente reducdo na relacdo w6/w3 no soro das gestantes e no leite das nutrizes. Por outro
lado, a suplementacao com 6leo de primula (grupo 6mega 6) teve um aumento significativo nos
niveis de AA e consegliente aumento na relacdo w6/w3 no soro das gestantes, contudo a

relacdo w6/w3 no leite materno se encontra dentro dos valores recomendados.

2. As gestantes dos grupos 6mega 3 e 6mega 6 apresentaram uma dieta com VET elevado
para AGS e baixo para os AGPI, o que possivelmente tenha contribuido para os niveis

aumentados de colesterol total, em especial os niveis de LDL-colesterol.

3. Alingesta de Oleo de peixe e primula ndo refletiu no aumento da peroxidacgéao lipidica medida
no plasma, através da quantificagdo de MDA e dos anticorpos anti - LDL(-) das voluntérias.
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7. ANEXOS
ANEXO 1
TERMO DE CONSETIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Avaliacdo da COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS DO LEITE MATERNO E METABOLISMO LIPIDICO
SERICO DE NUTRIZES, APOS SUPLEMENTACAO COM ACIDOS GRAXOS OMEGA 3 OMEGA 6.

O abaixo-assinado

(nome, idade, RG, endereco)

declara que é de livre e espontanea vontade que esta participando como voluntério do projeto
de pesquisa supra-citado, de responsabilidade da pesquisadora Prof* Dr* Pérola Ribeiro e
Prof* Dr* Patricia Oliveira Carvalho.

O abaixo-assinado esta ciente que:

| - O objetivo da pesquisa é verificar o efeito da suplementacdo de &cidos graxos 6mega 3 e
dmega 6 no metabolismo lipidico e na composigéo do leite em gestantes.

Il - Durante o estudo, devera, segundo o grupo para o qual for selecionado receber: Grupo
Oleo de primula: as gestantes receberdo capsulas gelatinosas de 6leo de primula contendo
AGPI o-6. Grupo Oleo de Peixe: as gestantes receberdo céapsulas gelatinosas de 6leo de
peixe comercial contendo AGPlI ®-3. As capsulas gelatinosas sdo SUPLEMENTOS
ALIMENTARES e, portanto, ndo podem ser consideradas medicamentos. No inicio do estudo
sera aplicado um questionério para obtencdo de dados para caracterizagdo socio-econdmica e
da alimentacdo da gestante, além de coleta de sangue para analises bioquimicas (glicose,
triglicerideos, colesterol total e fracbes, ALT, AST). As gestantes receberdo as capsulas de
AGPI ®-6 ou ®-3, as quais deverdo ser ingeridas durante 15 dias consecutivos. ApOs este
periodo, novamente, sera aplicado um questionario para obtencdo de dados da alimentacéo e
coleta de sangue para analises bioquimicas. Apds o nascimento do bebé sera (T2) coletada
uma amostra do leite materno da gestante para analise de lipidios totais e da composicéo de
acidos graxos.

[ll - A senhora tera o direito de ser mantida atualizada sobre os resultados parciais do estudo.
N&o ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e
consultas. Também ndo ha compensacéo financeira relacionada a sua participacéo.

IV - A participacdo neste estudo ndo Ihe acarretara nenhum beneficio terapéutico.

V - Sera submetido no inicio do estudo (T,) e no término do estudo (T1l) ao seguinte
procedimento: coleta de amostra de sangue para as andlises bioquimicas (glicose,
triglicerideos, colesterol total e fragcdes, ALT, AST) e biomarcadores de peroxidacao.
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VI - Obteve todas as informacfes necessarias para poder decidir conscientemente sobre a
participacao do referido ensaio clinico.

VIl - Est4 livre para interromper a participagdo no ensaio clinico a qualquer momento, a ndo ser
que esta interrup¢do seja contra-indicada por motivo médico.

VIII - A interrupcdo ndo causara prejuizo ao seu atendimento, cuidado e tratamento pela equipe
do HUSF.

IX - Os resultados obtidos durante este ensaio serdo mantidos em sigilo, e a USF e o HUSF néo
identificardo o voluntério por ocasido da exposi¢éo e/ou publicagdo dos mesmos.

X - Caso surja alguma intercorréncia, devera procurar o servico de Pronto Socorro do HUSF e
solicitar que 0 mesmo contacte a Prof* Dr* Pérola Ribeiro, professora responsavel pelo ensaio
clinico.

XI - Podera contactar o Comité de Etica em Pesquisa para apresentar recursos ou reclamacdes
em relagdo ao ensaio clinico (fone 11 — 2454-8028).

Xl - E condicéo indispensavel para participacdo no ensaio clinico que esteja em boa saude, e
portanto, ndo esteja no momento sob tratamento médico ou fazendo uso de quaisquer drogas
ou medicacoes.

XlII - Podera contactar o responsavel pelo estudo, Prof* Dr* Pérola Ribeiro, sempre que
necessario pelo telefone (11) 2454-8206.

Braganca Paulista, de de 2009.
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¢)

_ UNIVERSIDADE
SAO FRANCISCO
ANEXO 2

IDENTIFICAGCAO DA GESTANTE

N° de Identificacao: Data de nascimento: / /

Data dacoletadados: _ / /2009

Nome:

Endereco:

Bairro: Cidade: Telefone:

CLASSIFICACAO SOCIO-ECONOMICA

Estado civil: | O Solteiro (a) | O Casado (a) | O Separado (a) OVidvo () |O Desquitado (a) ou

divorciado (a)

1) Qual a idade e o grau de parentesco, com vocé, das pessoas que residem em sua casa?

Nome Idade Grau de parentesco

2) Grau de instrucdo do chefe da

familia:
Grau de instrucéo Pontos Grau de instrucéo Pontos
O Analfabeto/primério incompleto o (O Colegial completo/superior 3
incompleto

O Primario completo/ginasial 1 | O Superior completo 5
incompleto
O Ginasial completo/colegial 2
incompleto
3) Em sua casa tem............ ? Quantos? (Assinalar com um X)

0 1 2 3 4o0u+
Televisdo em cores

0 2 3 4 5
Radio

0 1 2 3 4
Banheiro 0 ) 3 4 4
Automovel 0 5 4 5 5
Empregada mensalista
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0 2 4 4 4
Aspirador de po 0 1 1 1 1
Mdaquina de lavar 0 1 1 1 1
Videocassete e/ou DVD 5
0 2 2 2
Geladeira
0 2 2 2 2
Freezer (aparelho independente ou parte da geladeira duplex)
0 1 1 1 1
Somatéria de Pontos de Corte do Critério Brasil
Classe s6cio-econdmica Renda familiar média (R$) Classe s6cio-econdmica Renda familiar média (RS)
Pontos Pontos
Al 7.793 C 927
0-34 1-16
A2 4.648 D 424
5-29 -10
Bl 2.804 E 207
1-24 -5
B2 1.669
7-20
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AVALIACAO NUTRICIONAL DA GESTANTE

Vocé apresenta alguma das doengas abaixo? Assinale quais.
U Diabetes [ Hipertensao ) Colesterol alto [J Obesidade [ Triglicerideos alto
Avaliacdo antropométrica da gestante:

Peso inicial da gestacdo (Kg): Peso atual (Kg): Altura atual (m):
IMC (Kg/m?):

Pratica atividade fisica: [] Nao (] Sim Qual?

Quantas vezes/semana?

Recebeu orientacdo sobre aleitamento materno? [ N&o [J Sim

Qual profissional orientou?

RECORDATORIO ALIMENTAR — INSTRUCOES

Por favor, relate tudo o que vocé comeu e bebeu ontem desde a hora que vocé levantou até a
hora que vocé dormiu.
Anotar todos os horarios das refeicoes.
N&o esquecer de perguntar se a gestante:
a. Adicionou agucar nas preparacdes como café com leite, suco, iogurte.
b. Setemperou a salada, quais os temperos utilizados.

C. Se consumiu balas, chicletes ou doces entre as refeicbes e se consumiu alguma bebida

com as refei¢des principais.

Horario

Refeicéo Alimento Quantidade Observacdes
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ANEXO 3
Orientacdes para gestantes.

Aumentar o fracionamento das refei¢cdes (café-da-manhd, lanche da manha, almoco, lanche da
tarde, jantar, lanche da noite) com diminuigdo do volume de alimentos por refeicéo.

N R

* Aumentar a ingestéao de fibras alimentares, incentivando o consumo de vegetais, frutas,

cereais integrais, farelo e germe de trigo.

hs

Aumentar a ingestado de agua.

e Universidade Sao Francisco - USF
¢ Dra. Fernanda Fernandes Carvalho
e @ (11) 2454-8206 ou (11) 9374-7080
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