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APRESENTACAO

Este trabalho consiste na dissertacdo de mestrado intitulada “Concentragdes do
fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) em criancas e adolescentes
saudaveis e a duracdo do aleitamento materno”, apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Psiquiatria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em 17 de
dezembro de 2012. O trabalho é apresentado em trés partes, na ordem que segue:

1. Introducdo, fundamentacdo tedrica, objetivos e metodologia
2. Carta ao editor da Revista Brasileira de Psiquiatria
3. Resultados, conclusdes e considerages finais.

Documentos de apoio estdo apresentados nos anexos.



RESUMO

Introducéo

O aleitamento materno possui reconhecidos beneficios nutricionais, imunolégicos,
cognitivos e socioecondmicos ao lactente. A amamentacao é preconizada pela OMS por
pelo menos seis meses de vida. O leite materno apresenta propriedades especificas
destacando-se os acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa, componente essencial
das membranas neuronais. O crescimento cerebral acontece durante o terceiro trimestre
de gestacdo até os dois primeiros anos de vida, coincidindo com o periodo de lactacéo.
Portanto, o leite materno tem sido considerado o alimento padréo para o desenvolvimento
cerebral, tornando o desmame precoce um fator de risco para o desenvolvimento
cognitivo. O fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) é uma neurotrofina que esta
presente no tecido cerebral e periférico. A reducdo dos niveis de BDNF deixa o cérebro
vulneravel a acdo dos radicais livres, provocando maior toxicidade, podendo levar a
morte celular.

Objetivo

Avaliar se existem diferencas nas concentracdes séricas de BDNF em criangas e
adolescentes saudaveis amamentadas por < 6 meses e por > 6 meses. Secundariamente,
avaliaremos o efeito do tempo de aleitamento materno e o indice de massa corporal
(IMC).

Métodos

Trinta e sete criancas e adolescentes foram recrutadas no ambulatério de pediatria do
Hospital de Clinicas e classificadas de acordo com a duracéo do aleitamento materno: < 6
meses e > 6 meses. A duracdo do aleitamento materno menor de seis meses é definida
pela OMS como desmame precoce. Os participantes foram submetidos a uma anamnese,
verificacdo do peso e estatura, e coleta de sangue para analise laboratorial do BDNF.
Foram realizadas duas consultas: a coleta basal (TO) e a coleta de seguimento ao longo
dos quatro anos (T1). Os niveis séricos de BDNF foram dosados por ELISA-sanduiche.
Valores de p<0,05 foram considerados significativos.

Resultados

Nenhuma diferenca foi observada entre ambos 0s grupos quanto ao sexo. Os niveis

séricos de BDNF em TO foram significativamente menores no grupo amamentado por > 6



meses (p=0,044), sendo que este nao teve diferenca entre os grupos em T1 (p=0,770). O
IMC em T1 foi maior no grupo amamentado por < 6 meses quando comparado com 0s
amamentados por > 6 meses (p=0,007).

Concluséo

Os niveis de BDNF ndo diferiram entre criancas amamentadas por < 6 meses ou aquelas
amamentadas por > 6 meses, sugerindo que o tempo de aleitamento materno né&o
interferiu nas concentrag0es de BDNF medidas em longo prazo. Provavelmente, existam
outros mecanismos neuroquimicos envolvidos nos beneficios oferecidos pela
amamentacdo. Assim como demonstrado na literatura, nds encontramos que o0 desmame
precoce estava associado com maiores valores de IMC, e consequentemente sobrepeso

e/ou obesidade em longo prazo.



ABSTRACT

Introduction

The breastfeeding has recognized nutritional, immune, cognitive and socio-economic
benefits to the infant. Breastfeeding is recommended by WHO for at least six months.
Breast milk has specific properties standing out the polyunsaturated fatty acids with long
chain essential component of neuronal membranes. The brain growth occurs during the
third trimester of pregnancy to the first two years of life, coinciding with the period of
lactation. Therefore, breast milk has been considered the standard food for brain
development, making early weaning a risk factor for cognitive development. The brain-
derived neurotrophic factor (BDNF), is one neurotrophin that is present in brain and
peripheral tissues. The reduced levels of BDNF makes the brain vulnerable to the action
of free radicals, causing greater toxicity, which can lead to cell death.

Objective

Assess whether there are differences in serum BDNF in healthy children and adolescents
breastfed for < 6 months and > 6 months. Secondarily, we will evaluate the effect of
breastfeeding duration and body mass index (BMI).

Methods

Thirty-seven children and adolescents were recruited in a pediatric outpatient unit of
Hospital de Clinicas and classified according to the duration of breastfeeding: < 6 months
and > 6 months. The duration of breastfeeding less than six months is defined by WHO as
early weaning. Participants underwent an interview, verification of weight and height,
and blood samples for laboratory analysis of BDNF. There were two queries: gathering
baseline (T0) and the collection of follow-up over four years (T1). Serum levels of BDNF
were measured by sandwich ELISA. P values <0.05 were considered significant.

Results

No difference was observed between both groups regarding gender and age. Serum levels
of BDNF in TO were significantly lower in group breastfed for > 6 months (p = 0.044),
and this did not differ between groups at T1 (p = 0.770). The BMI was higher in T1
group breastfed for < 6 months compared with those breastfed for > 6 months (p =
0.007).



Conclusion

BDNF levels did not differ between children breastfed for < 6 months and those breastfed
for > 6 months, suggesting that the duration of breastfeeding did not interfere the
concentrations of BDNF in long-term measures. Probably, there are other neurochemical
mechanisms involved in the benefits of breastfeeding. Just as shown in the literature, we
found that early weaning was associated with higher BMI, and consequently overweight

and/or obesity in the long term.



1. INTRODUCAO

Os beneficios da amamentacdo, tanto nutricionais, imunoldgicos, cognitivos como
socio-econdmicos sdo bem reconhecidos (Chaves et al., 2007). E preconizado pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e pela Associacdo Dietética Americana que as
criancas devem ser exclusivamente amamentadas até os seis meses de idade. O leite
materno contém uma série de citocinas que ajudam no desenvolvimento e na maturagao
das células imunes nas criancas (Garofalo, 2010), além da presenca de altas
concentracdes de acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa, nutriente fundamental
para 0 bom desenvolvimento neurolégico do lactente (Farquharson et al., 1992; Lanting
etal., 1994).

O pico de crescimento do cérebro humano comeca durante o terceiro trimestre de
gestacdo e continua nos dois primeiros anos de vida, o que coincide com o periodo de
lactacdo (Viberg et al., 2008). Com isso, os estudos vem salientando a importancia do
leite materno para o desenvolvimento cerebral (Uauy e Andraca, 1995; Dee et al., 2007),
descrevendo uma associacdo positiva entre aleitamento materno e um melhor
desenvolvimento na infancia, adolescéncia e vida adulta (Clark et al., 2006; Morley et al.,
2004).

O Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) é uma importante proteina membro da
familia das neurotrofinas e estd presente de forma abundante no tecido cerebral e
periférico (Duffau, 2006; Karege et al., 2002). O BDNF atua no crescimento celular, na
conectividade sinaptica, na diferenciacdo e reparo neuronal (Tapia-Arancibia et al.,
2004). A secrecdo de BDNF é aumentada por estimulacdo intelectual e diminuida em
situacOes de estresse (Russo-Neustadt et al., 2000; Gomez-Pinilla et al., 2008).

Com base no exposto, nossa hipdtese é que o0 BDNF seja um dos possiveis mecanismos
de neuroprote¢do envolvidos nos beneficios do aleitamento materno. O objetivo principal
deste trabalho foi avaliar as concentragdes séricas de BDNF entre criangas saudaveis

conforme a duracéo do aleitamento materno.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 ALEITAMENTO MATERNO

O aleitamento materno mantém a ligacdo imunoldgica materno-fetal apos o
nascimento, favorecendo a transmissao de imunocompeténcia da mée para o bebé, e é
considerado um fator importante para a defesa do sistema imune neonatal durante um
periodo crucial para o desenvolvimento imunolégico (Chirico et al., 2008). O aleitamento
materno apresenta claros beneficios e efeito protetor de curto prazo para a saude infantil,
principalmente protegendo contra a morbidade e mortalidade por doengas infecciosas
(WHO, 2000; Bittencourt et al., 2005).

Os efeitos benéficos da amamentacdo se estendem a todo o ciclo vital, reduzindo o
risco e a gravidade de ocorréncia de doencas cronicas que se manifestam tardiamente, tais
como: diabetes mellitus tipo 2, problemas cardiovasculares e suas complicacdes,
sobrepeso / obesidade e osteoartropatias (Fewtrell et al., 2007; Marques et al., 2004).
Além disso, o aleitamento materno previne contra diarreias, diminui a incidéncia de
alergias e amigdalites, e é importante no desenvolvimento da mandibula, prevenindo
disfungdes cranio mandibulares, degluticdo atipica e dificuldades na fonacao (Pérez et al.,
1998; Fuchs e Victora, 2002; Neiva et al., 2003). Apesar de haver algumas divergéncias
na literatura sobre as consequéncias em longo prazo do aleitamento materno, estudos
relatam que individuos amamentados apresentam maior nivel de rendimento escolar e
desempenho em testes de inteligéncia, além de apresentarem pressdo arterial regular,
niveis reduzidos de colesterol total e menor prevaléncia de sobrepeso e obesidade (Horta
et al., 2007; Joseph e Kramer, 1996).

O leite humano é muito mais do que um conjunto de nutrientes, ele € um alimento
vivo e dindmico por conter substancias com atividades protetoras e imunomoduladoras,
que atendem perfeitamente as necessidades do lactente (Chaves et al., 2007). A maior
parte dos orgaos da crianca se forma e se desenvolve durante a concepcao até os trés anos
de idade, periodo que se delineia o seu potencial fisico e intelectual. No entanto, como o
desenvolvimento humano ocorre com muita rapidez nos primeiros 18 meses de vida, 0

“status” nutricional das gestantes, nutrizes ¢ lactentes durante este periodo é fundamental
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para 0 desenvolvimento fisico, mental e social da crianca em longo prazo. Portanto o
tempo de aleitamento materno € de crucial importancia, ja que € este o alimento que
integra nutricdo, satde e cuidado apos a gestacdo (UNICEF, 1998).

Dentre os beneficios nutricionais do aleitamento materno para as criancas, sabe-se
gue 0 mesmo possui nutrientes essenciais para o crescimento e desenvolvimento desta
fase da vida, sendo mais facilmente digerido e protegendo contra a desnutricdo
energeética-proteica (DEP). Sob a perspectiva psicoldgica pode-se ressaltar o aumento do
laco afetivo mée-filho, o estimulo do olhar e do odor facilitando o processo de
identificacdo, o incremento do desenvolvimento psicomotor, importantes fatores na
formacdo da individualidade e do desenvolvimento de maiores indices de quociente de
inteligéncia (QI) (Lucas et al., 1992).

A partir da década de 70 iniciou-se um verdadeiro movimento mundial para aumento
da conscientizacdo dos beneficios da amamentacdo. A compreensdo do comportamento
favoravel das mulheres brasileiras em relacdo a amamentacdo passa pela analise do
contexto socio-politico e cultural do pais. Em especial, destaca-se a criacdo do Programa
Nacional de Incentivo ao Aleitamento Materno (PNIAM) em 1981, onde politicas
institucionais consistentes de promoc¢do e apoio a amamentacdo foram implantadas no
pais (Rea, 2003). O Brasil também aderiu, a politicas internacionais relacionadas com a
pré-amamentacdo, assinando a Declaracdo de Innocenti em 1990, incorporando a
Iniciativa Hospital Amigo da Crianca (IHAC) da OMS/UNICEF (OMS, 1989), as
atividades do PNIAM, e promovendo anualmente, a Semana Mundial da Amamentacéao
(Venancio e Monteiro 1998).

As davidas e controveérsias sobre a duracdo apropriada da amamentagdo exclusiva
persistiram até o ano de 2001, quando a OMS recomendou o aleitamento materno
exclusivo (AME) até os seis meses de vida, sendo a amamentacdo continuada até dois
anos ou mais. A introducdo de alimentos complementares em torno dos seis meses de
idade também foi uma importante mudanca nas recomendacdes nutricionais para a saude
coletiva global (Monte e Giugliani, 2004).

A Organizac¢do Mundial de Satde adota as seguintes nomenclaturas para as categorias
do aleitamento materno: (OMS, 1991).

= Aleitamento materno exclusivo, quando a crianca recebe somente leite
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materno, diretamente da mama ou extraido, e nenhum outro liquido ou sélido, com
excecao de gotas ou xaropes de vitaminas, minerais e/ou medicamentos.

= Aleitamento materno predominante, quando o lactente recebe, além do
leite materno, 4gua ou bebidas a base de agua, como sucos de frutas e chas.

= Aleitamento materno, quando a crianca recebe leite materno, diretamente
do seio ou extraido, independente de estar recebendo qualquer alimento ou liquido,
incluindo leite ndo-humano.

A questdo do aleitamento materno é considerada uma prioridade de Saude Publica,
pois seus beneficios ja estdo bem comprovados, além de estabelecer um héabito alimentar
nos primeiros anos de vida, o que repercuti nas praticas alimentares, no estado de salde e
nutricdo ao longo da vida (Vitolo et al., 2010; Fall et al., 2011).

Embora haja controvérsias em relagdo a associacao entre a exposicéo precoce ao leite
de vaca e a prevaléncia de algumas doencas como, por exemplo, o diabetes mellitus tipo
1 (Gerstein, 1994; Couper et al., 1999; Medeiros, et al., 2003), a Academia Americana de
Pediatria tem recomendado o aleitamento materno como um fator de prote¢do contra o
aparecimento de doengas cronico-degenerativas tais como a doenca de Crohn, linfoma,
retocolite ulcerativa e a diabetes mellitus insulino-dependente (Rea, 1998; Lawrence,
2002; Coutinho, 2003).

Os dados mais recentes sobre a ocorréncia do aleitamento materno no Brasil séo da Il
Pesquisa de Prevaléncia de Aleitamento Materno nas Capitais Brasileiras e Distrito
Federal, no qual apresentaram dados referentes ao AME, com um aumento da prevaléncia
em menores de quatro meses, de 35,5% para 51,2% de 1999 a 2008. A comparagdo do
percentual de criancas entre 9 e 12 meses amamentadas, entre 1999 e 2008, também
mostrou um importante aumento, passando de 42,4%, para 58,7%. Destaca-se nesta
pesquisa uma introducdo precoce de liquidos e alimentos, pois foi observada uma
mediana de AME de 54,1 dias (1,8 més) e de aleitamento materno de 341,6 dias (11,2
meses) para as criancas residentes nas capitais brasileiras e no Distrito Federal.

De 1990 a 2007 a taxa de mortalidade infantil no Brasil apresentou uma tendéncia de
queda, passando de 47,1/1.000 nascidos vivos em 1990 para 19,3/1.000 em 2007, com
uma reducdo média de 59,0%. O declinio da mortalidade infantil no Brasil é resultado de

um conjunto de fatores, em especial 0 aumento das taxas de amamentacéo, visto que, em

21



todo 0 mundo o aleitamento materno reduz em até 13% as mortes de criangcas menores de

cinco anos por causas evitaveis (Ministério da Saude, 2012).
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2.2 PROPRIEDADES DO ALEITAMENTO MATERNO

Uma série de fatores imunoldgicos, hormonais, troficos, enziméticos e bioativos
estdo presentes no leite materno e devem ser responsaveis pelos beneficios oferecidos
pelo leite em curto e longo prazo (Hamosh, 2001). Sabe-se que a amamentacdo fornece
nutrientes necessarios para o rapido desenvolvimento do cérebro imaturo, melhorando
assim a funcdo neuroldgia desses individuos (Farquharson et al., 1992; Lanting et al.,
1994).

Um dos nutrientes que parece ter um papel chave no desenvolvimento neurologico
sdo os acidos graxos poliinsaturados (PUFAS). Esses acidos podem ser classificados
quanto ao tamanho da molécula, em &cidos graxos de cadeia curta, média ou longa. A
presenca de dupla ligagdo o caracteriza como insaturado e a auséncia desta, o classifica
como saturado. Os insaturados podem ainda ser classificados como monoinsaturados,
com apenas uma dupla ligacdo ou como poliinsaturados, quando existe mais de uma
dupla ligagéo (Nobre et al., 2010).

Os acidos graxos da série 6mega 3 (o—3) e dmega 6 (0—6) sdo exemplos de PUFAS
gue exercem uma importante acdo no desenvolvimento da area cortical do cérebro e na
formacdo das sinapses. Os lipidios constituem 60% do tecido cerebral humano, sendo o
acido docosaexaendico (DHA) e &cido araquidbénico (AA) os principais componentes
lipidicos (Neuringer e Connor, 1986; Farguharson et al., 1995). O DHA e o AA sdo
formados no figado a partir da metabolizacdo dos -3 e o—6 (Koo, 2003). Tem sido
sugerido que o DHA afeta diretamente a formacdo das sinapses, enquanto que o AA atua
de forma indireta, ja que ele afeta os eventos de transducdo de sinais que regulam a
atividade de crescimento e formacdo de sinapses (Nobre et al., 2010). Esses acidos
graxos sdo acumulados durante toda a infancia e participam do metabolismo do sistema
nervoso central (SNC), da formacdo de mielina e maturacdo da visdo, e do
desenvolvimento neuropsicomotor (Koo, 2003; Uauy e Peirano, 1999; Innis et al., 2001).

O DHA tem um papel protetor atraves de seus efeitos sobre a inflamacéo, oxidacéo
no estresse e liberacdo de citocinas. Em contrapartida, a diminuicdo de DHA no cérebro
em desenvolvimento, esta associada a prejuizos na neurogénese, no metabolismo dos

neurotransmissores, aprendizagem e memoria (Daucey, 2009).
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Embora a concentracdo de acido linolénico (da familia do m—3) e de outras gorduras
poliinsaturadas sejam influenciadas tanto pela dieta como pela composic¢éo dos lipidios
corporais da mée, o leite materno é rico em PUFAS, importantes para o desenvolvimento
e mielinizacdo cerebral (Fonseca, 1999). Na gordura do leite humano a composicéo de
acido graxo é relativamente estavel, cerca de 42% de acidos graxos sdo saturados e 57%
dos acidos graxos sdo insaturados (Akre, 1994).

A utilizagdo de PUFAS é recomendada por varios Organismos em todo o mundo,
como por exemplo: a Food and Drug Administration (FDA) dos EUA, assim como a
Fundacao Britanica para a Nutricdo (BNF), a Sociedade Europeia de Gastroenterologia e
Nutricdo Pediatrica (ESPGAN), a Organizacdo das NacGes Unidas para a Alimentacdo e
a Agricultura (FAO) e a Fundagdo para a Saude Infantil.

Como o feto ndo tem a capacidade de sintetizar os PUFAS através de seus
precursores m—3 e ®—6, a sua necessidade € suprida unicamente pela placenta que
transfere DHA e AA especialmente no ultimo trimestre de gestacdo (Corria, 2001).
Portanto, o aporte dos PUFAS deve ser garantido pelas reservas da mde. Algumas
situagcBes como a nutricdo inadequada, o consumo de gordura e 6leos com alta proporcéao
de w—6 e baixo aporte de w—3, gestacdes frequentes e multiplas podem alterar o aporte
destes acidos graxos durante a gestacdo (Valenzuela e Nieto, 2003).

Apo6s o nascimento, o lactente continua incapaz de sintetizar os PUFAS, devido a
imaturidade hepatica. Neste momento a placenta é substituida pelo leite materno como
meio de oferta desses acidos graxos (Gaete e Atalah, 2003). O leite materno apresenta
trés vezes mais AA e DHA que o leite de vaca, reforcando a importancia da
amamentacdo para atender as necessidades do lactente. Os neonatos prematuros sdo 0s
que apresentam maior vulnerabilidade a deficiéncia de PUFAS devido a sua baixa reserva
lipidica e calorica (Corria, 2001).

As criangas alimentadas com formulas infantis enriquecidas, comparadas com as
alimentadas com leite materno tém niveis parecidos de AA e DHA em eritrocitos e no
plasma. Entretanto, uma quantidade desbalanceada de ®w—6 e w—3 em formulas pode
ocasionar um neurodesenvolvimento reduzido naquelas criancas em relacdo as
alimentadas com leite materno (Koo, 2003). Estudos post mortem em criangas indicaram

que aquelas que foram amamentadas tém maiores concentracfes cerebrais de DHA que
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as criancas alimentadas com formula (Farguharson et al., 1995; Maktrides et al., 1994).
Além disso, Makrides et al., 1994, observou que o conteddo de DHA do cortex cerebral
de bebés aumenta significativamente com a maior duragdo do aleitamento materno.

O leite humano ndo sé fornece protecdo passiva, como também pode diretamente
modular o desenvolvimento imunoldgico do lactente, atraves de uma série de citocinas
que estdo presentes no leite materno, tais como supressores de imunoglobulinas,
concentragdes elevadas de fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucinas (IL): IL1, IL6
e IL10 (Garofalo, 2010).

Alguns minerais presentes no leite materno, tais como o zinco, o cobre, o0 iodo, 0
ferro e o selénio também merecem atencdo por terem uma acdo protetora para 0S
neuronios, impedindo a agdo dos radicais livres. O zinco, por exemplo, participa da
sintese de DNA e de neurotransmissores que fazem parte da formacao do sistema nervoso
auténomo, hipocampo e cerebelo. O cobre atua na formacdo de neurotransmissores e no
metabolismo das células gliais e cerebelo. O iodo é um mineral que compde 0s
hormdnios tireoidianos, substancias que ajudam no controle do metabolismo energético.
A diminuicdo da ingestdo de iodo pode levar a redugdo do metabolismo cerebral com
consequente lesdo dos neurdnios. O ferro € uma metaloenzima que participa do
metabolismo de acidos nucléicos do neurénio, ou seja, uma reducao nos estoques de ferro
pode levar a uma piora no desenvolvimento neurologico (Nobre et al., 2010).

A colina é outro bioativo do leite e exerce importante papel para a sinalizacdo de
membranas, transporte e metabolismo de colesterol e desenvolvimento normal do cérebro
(Zeisel, 2000). Fatores de crescimento, horménios (insulina, citoquinas, tiroxina, cortisol,
prolactina), nucleotideos e acidos nucléicos, aminoacidos (taurina e cisteina) além de
minerais, colesterol, caroteno e oligossacarideos, também exercem algum papel para o
desenvolvimento do cérebro do lactente (Uauy e Andraca, 1995; Koo, 2003; Vohr et al.,
2006).

Casabiell et al., 1997 identificaram a presenca da leptina no leite humano, a qual
poderia desempenhar um papel regulador no metabolismo do lactente, visto que € um
horménio regulador do apetite, diminuindo as vias anabolicas e aumentando as
catabdlicas (Hoppin e Kaplan, 1999). Estudos tém demonstrado diferentes respostas

enddcrinas, no que diz respeito a liberacdo de hormdnios pancreéaticos e intestinais entre
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recém-nascidos alimentados com leite materno e com férmula infantil (Lucas et al.,
1980).

Por fim, o catabolismo da lactose em glicose e galactose gera nutrientes usados como
fonte de energias pelo cérebro. Em suma, todos estes nutrientes parecem exercer agdes
especificas no cérebro e, quando em niveis baixos, podem reduzir ou atrasar o

desenvolvimento neurologico (Mahan e Escott-Stump, 2005).

26



2.3 AMAMENTACAO E SOBREPESO/OBESIDADE

Durante o crescimento somatico e de compartimentos corporais (massa magra, 6ssea
e gorda), os componentes da dieta sdo os principais fatores ambientais e devem
influenciar o genoma humano. A maioria dos nutrientes tem efeitos indiretos sobre a
expressao génica e proteica (metilagcdes) e, consequentemente, sobre 0 metabolismo. Esta
interacdo ao longo da vida, em grande parte, define o estado de saude ou de doencas de
um individuo. Neste contexto, o leite materno € um importante nutriente e parece ter
efeito protetor e dose-dependente na reducdo do risco de obesidade na vida adulta
(Sociedade Brasileira de Pediatria, 2008).

O aleitamento materno representa a experiéncia nutricional mais precoce do recém-
nascido, dando continuidade a nutri¢do iniciada na vida intra-uterina. Como discutido
previamente, varios fatores bioativos presentes no leite humano vdo atuar sobre o
crescimento, a diferenciacdo e a maturacdo funcional de oOrgdos especificos, afetando
varios aspectos do desenvolvimento (Hamosh, 2001; Casabiel et al., 1997). A
composi¢do Unica do leite materno poderia, portanto estar implicada no processo de
"imprinting metabolico”, alterando, por exemplo, 0 nimero e/ou tamanho dos adipécitos
ou induzindo o fendmeno de diferenciacdo metabdlica (Balaban e Silva, 2004).

Diversos trabalhos defendem a ideia de que o leite materno quando usado como
alimento prioritario por pelo menos seis meses de vida deve prevenir contra o sobrepeso e
obesidade em longo prazo (Kramer, 1981; Harder et al., 2005; Simon et al., 2009).

Em 1981, Kramer publicou o resultado de dois estudos de caso-controle realizados
com adolescentes de 12 a 18 anos no Canadéa onde ambos mostravam o efeito protetor do
aleitamento materno contra a obesidade. Na mesma linha, estudos realizados na
Alemanha com criancas de 9 e 10 anos ressaltam a importancia da lactacdo duradoura
contra 0 sobrepeso. Tanto os os comportamentos alimentares adquiridos pelo lactente
quanto os efeitos metabdlicos do leite materno parecem contribuir para os beneficios do
mesmo contra 0 sobrepeso em criancas (Liese et al., 2001). Ainda, Toschke et al., 2002,
mostraram que o tempo de aleitamento materno estava associado com uma menor
prevaléncia de sobrepeso sugerindo algumas explanagdes para isto: a) o fato de que o

consumo varia em cada refeicdo durante a amamentacdo b) uma menor densidade de
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energia do leite humano em comparagdo com o leite em pé e ¢) melhor auto-controle do
consumo alimentar em criangas amamentadas. Outros autores confirmam a associacao
negativa entre o aleitamento materno e a obesidade em criangas (Arenz et al., 2004; Frye
e Heinrich, 2003).

Uma coorte de sete anos de duracao, realizada com 8.500 criancas pela OMS em 6
paises (Brasil, Gana, india, Noruega, Oma e EUA) mostrou que aqueles exclusivamente
amamentados (por pelo menos seis meses) estavam mais saudaveis e mais magros do que
o0s bebés alimentados artificialmente (Onis e Victora, 2004). Outra coorte com criangas
norueguésas demonstrou que o aleitamento parece proteger contra o0 sobrepeso e a
obesidade na adolescéncia (Kvaavik et al., 2005).

A duracdo da amamentacdo € um importante fator no controle do sobrepeso e
evidéncias demosntram uma relacdo entre o tempo de aleitamento a reducéo do risco de
sobrepeso futuro (Harder et al., 2005). Neste sentido, Balaban e Silva, 2004 observaram
que criangas que receberam AME por menos de quatro meses tiveram uma prevaléncia
maior de sobrepeso (22,5%), comparadas aquelas que receberam AME por quatro meses
ou mais (13,5%).

Birsh e Fisher em 1998 relataram que em situaces nas quais 0s pais tém um maior
controle sobre a alimentacdo dos filhos, pode haver prejuizo para o desenvolvimento dos
mecanismos de auto-regulacdo da ingestdo energética da crianca, pois 0s mecanismos
externos de controle podem superar os sinais internos de fome e de saciedade. Portanto, a
alimentacdo com a mamadeira, por exemplo, poderia favorecer o desenvolvimento do
sobrepeso por promover uma ingestdo excessiva de leite e/ou por prejudicar o
desenvolvimento dos mecanismos de auto-regulacéo. O leite materno poderia influenciar
0 desenvolvimento de um perfil de sabor de receptores que promove uma preferéncia
para as dietas de baixa energia mais tarde na vida.

No entanto, muitos destes estudos apresentaram algumas limitacdes metodoldgicas ja
que ndo controlaram fatores que poderiam estar interferindo nos resultados, tais como:
peso da crianca ao nascer, ingestdo energética atual, nivel de atividade fisica da crianga,
escolaridade da mée e IMC materno, que também poderiam interferir na relagdo entre o
tempo de aleitamento e o sobrepeso da crianga (Hediger et al., 2001; Zive et al., 1992;
Kramer, 1981).

28


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kvaavik%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16086483

Embora, mais trabalhos precisam ser feitos, as evidéncias epidemioldgicas sugerem
fortemente que a amamentacao representa uma janela de oportunidade ideal para a

prevencédo da obesidade.

2.3.1 Antropometria

Para a avaliacdo das condicOes de salde e de nutricdo em estudos populacionais, a
antropometria é considerada uma ferramenta importante (Waterlow et al., 1977; WHO,
1986). Entre as suas vantagens, incluem-se 0s baixos custos, a facilidade de execucéo e a
relativa sensibilidade e especificidade dos indicadores. Destaca-se a avaliacdo
antropométrica, mesmo quando restrita ao peso e estatura assumindo grande importancia
no diagndstico nutricional da crianca. Isto se deve a facilidade de realizagdo, objetividade
da medida e possibilidade de comparacdo com um padrdo de referéncia de manuseio

relativamente simples, principalmente em estudos populacionais (WHO, 1995).

Indicadores de crescimento:

e Estatura para a idade

Estatura para a idade refere-se a um crescimento linear adequado em uma
determinada idade. Esse indicador ajuda a identificar se a crianga apresenta baixa estatura
devido a um processo prolongado de desnutricdo ou a episodios repetidos de doenga.
Criancas altas também podem ser identificadas, o que raramente € problema, exceto na

presenca de doencas endocrinas.

e Peso para a idade

Peso para a idade reflete massa corporal relativa a idade cronologica. Esse indicador
pode ser utilizado para avaliar se a crianga apresenta baixo peso ou baixo peso grave, mas
n&o pode ser utilizado para avaliar sobrepeso e obesidade. E influenciado pela estatura da

crianca, e sua interpretacdo € mais complexa.
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e Peso para estatura

Peso para a estatura refere-se ao peso corporal relacionado ao crescimento linear da
crianca. Esse indicador avalia a proporcionalidade da crianga, ou seja, uma crianga pode

apresentar baixa estatura por razdes genéticas ou por doencas sem ser desnutrida.

e IMC para a idade (IMC/idade)

O IMClidade (kg/m?) também conhecido como indice de Quetelet, é a medida que
expressa 0 peso (kg) por metro quadrado (m?) de estatura em determinada idade. Em
geral esse indice esta relacionado com a gordura corporal, motivo pelo qual é
especialmente Gtil para avaliar sobrepeso e obesidade. Em alguns casos, o excesso de
massa muscular pode levar a um aumento do IMC/idade sem indicar sobrepeso; nessas

situacOes devem-se associar outros indicadores para uma avaliagdo correta.
e O sistema de escore-z ou desvio padréo (DP)
O escore-z expressa 0s valores antropométricos em nameros de DP ou escore-z
abaixo ou acima da média ou mediana de referéncia. Um valor fixo de escore-z em

determinada faixa de tempo implica estatura e/ou peso fixos para criangas de uma

determinada idade, ou seja, ndo esta havendo o crescimento esperado (Frisancho, 2008).
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2.4 AMAMENTACAO E COGNICAO

Muitos estudos demonstram uma associacdo entre a amamentagdo e um adequado
desempenho cognitivo em criangas (Angelsen et al., 2001; Clark et al., 2006; Gomez-
Sanchiz et al., 2004; Kramer et al., 2008), principalmente em relacdo a performance em
testes de funcdes executivas (Julvez et al.,, 2007). Abaixo descreveremos algumas
evidéncias que confirmam esta hipotese.

Um dos primeiros estudos longitudinais de desenvolvimento mental comparando
capacidade cognitiva entre criancas amamentadas e aquelas que recebiam formula
infantil, mostrou melhores resultados nos testes de inteligéncia visual, aritmética e
capacidade verbal para os amamentados, ainda apds controlar por varidves sécio-
econdmicas (Rodgers, 1978).

Anderson et al., 1999, também relataram diferencas de QI, favorecendo os infantes
(6-23 meses de idade) amamentados em comparacdo aos alimentados com férmulas.
Segundo esta meta-analise, os prematuros amamentados tém mais beneficios no
desenvolvimento cognitivo do que os nascidos a termo. Ainda com prematuros de 30
semanas de gestacdo e baixo peso ao nascer (aproximadamente 1,3 kg), foi observado que
aqueles que recebiam leite humano apresentavam altos escores no teste de acuidade
visual em comparacdo com aqueles que usavam férmula (O'Connor et al., 2003).

Um estudo com 300 criangas britanicas de 7,5 a 8 anos de idade, revelou que as
criancas que consumiram leite materno nas primeiras semanas de vida tinham
significativamente maiores escores de QI (diferenca de 8 pontos) comparadas com as que
ndo foram amamentadas, usando uma versdo abreviada da Escala de Inteligéncia
Wechsler para criangas (WASI), (Lucas et al., 1992). Kramer et al., 2008, utilizando
semelhante metodologia (WASI) também verificaram que as criancas amamentadas
apresentaram QI superior, principalmente nos quesitos verbal além de desempenho. Essas
observagdes foram validas tanto para criangas em AME como aquelas em aleitamento
materno.

Em duas coortes de criancas de 4 e 11 anos de idade, 0s autores mostraram uma
associacao entre o tempo de aleitamento materno e os resultados de QI apds aplicacdo de

escalas de habilidade, teste de Peabody Picture Vocabulary e a WASI. Apresentaram que
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as criangas amamentadas na primeira infancia tiveram escores significativamente mais
altos em testes de QI em ambas as idades, mesmo ap0s ajuste para classe social e
educacdo. No entanto, o efeito da amamentacdo ndo foi mais significativo apds o ajuste
do QI materno, sugerindo que as vantagens observadas do aleitamento materno sobre o
QI podem estar também relacionadas a fatores genéticos e soOcio-ambientais, e nédo
somente aos beneficios nutricionais do aleitamento humano sobre o
neurodesenvolvimento (Jacobson et al., 1999).

Um grande estudo multicéntrico de acompanhamento de mais de 1000 recém-
nascidos de extremo baixo peso de 18 a 22 meses de idade, determinou a relacéo entre a
ingestdo de leite materno e o desenvolvimento neurolégico. Seus resultados mostraram
que 0 peso ao nascer, a idade gestacional, o estado de hemorragia intraventricular, a
sepse, a displasia broncopulmonar e a internacdo hospitalar foram semelhantes entre
aqueles que nunca receberam leite materno (25,1%) e os que foram amamentados
(74,9%) (Vohr et al., 2006).

Segundo Tagawa, 2004 a amamentacao deve gerar estimulos neurais adequados para
0 crescimento e desenvolvimento facial do bebé e prevencdo dos distarbios
miofuncionais da face. Ha fortes evidéncias de que o leite materno possui substancias que
otimizariam o desenvolvimento cerebral (Duncan et al., 2004). Em estudo de Nobre et
al., 2010, os autores concluiram que os constituintes do leite materno favorecem o
desenvolvimento neuroldgico e, consequentemente, 0 motor.

Em suma, evidéncias sugerem que 0s nutrientes presentes no leite materno devam ter
um efeito positivo no desenvolvimento neuroldgico, e consequentemente na capacidade
cognitiva dos lactentes. No entanto, fatores relacionados com a mée, como por exemplo,
QI, comportamento materno ou a interacdo mae-bébe poderiam também exercer alguma
influéncia no desenvolvimento do lactente. Futuros estudos S0 necessarios para

esclarecer esta questdo (Anderson et al., 1999; Angelsen et al., 2001; Der et al., 2006).
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2.5 DESMAME PRECOCE

Em vérios paises, a mé& nutricdo, problemas de crescimento, desenvolvimento e
mortalidade de recém-nascidos e lactentes estdo associados ao desmame precoce e as
praticas inadequadas de complementacdo alimentar. 1sso acontece porque alimentos nédo
nutritivos sdo introduzidos precocemente (nos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento) ou muito tarde (nos paises em desenvolvimento). Cresce o consenso de
gue a maior ameaga as criangas, em termos nutricionais, ocorre durante o periodo entre 0s
seis e 0s 24 meses de idade, quando acontece a transicdo da amamentacdo exclusiva para
0 consumo da dieta familiar e quando as taxas de doencas infecciosas, como, por
exemplo, a diarreia, sdo mais altas (Brasil, 2003).

O desmame ¢ definido quando acontece a introducdo de qualquer tipo de alimento na
dieta de uma crianca que, até entdo, se encontrava em AME. Consequentemente, o
periodo de desmame é aquele compreendido entre a introducdo de um novo alimento até
a supressdo completa do leite materno (Palma, 1998). A OMS preconiza 0 AME até seis
meses e 24 meses para o aleitamento materno, sendo considerada precoce a interrup¢éo
antes deste periodo.

Evidéncias indicam que o desmame precoce causa prejuizos no desenvolvimento
cognitivo, com consequéncias que perdurariam até a vida adulta (Horwood e Fergusson,
1998; Kramer et al., 2008). Além de prejuizo cognitivo, estudos revelam que a anemia no
primeiro ano de vida deva-se, entre outros fatores, ao desmame precoce visto que a
biodisponibilidade do ferro no leite materno é elevada (50%). Observa-se ainda, que a
introducdo de outros alimentos a dieta do lactente contribui para uma diminuicdo de até
80% no ferro biologicamente disponivel (Souza et al., 1997).

Muitos trabalhos tém proposto explicacdes do por que da insercdo precoce de
alimentos ao lactente. No estudo conduzido por Frota et al., 2009 alguns fatores como o
choro, a fome da criancga, a insuficiéncia do leite materno, o trabalho das maées fora de
casa, 0s problemas relacionados as mamas e recusa do seio por parte da crianca foram
apontados como as principais razdes para a introdugéo de outros alimentos precocemente.
Outro fator salientado € a resisténcia por parte das maes em alimentar seus filhos usando

somente o leite materno, interferindo na duracdo do AME (Aradjo at al., 2008). Ainda, o
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uso da mamadeira parece ser um fator crucial assim como demonstrado no estudo
brasileiro realizado por Lima e Osorio 2003, onde os autores observaram que a duragéo
de aleitamento diminuia de 563 dias para 145 dias no grupo que fazia uso deste recurso.

A baixa escolaridade materna, auséncia de hospital amigo da crianga, primiparidade,
maternidade precoce, também sdo descritos como fatores de risco para 0 desmame
precoce (Venancio et al., 2002). Além destes fatores, o nivel de conhecimento das maes
sobre questdes relacionadas & amamentacdo parece contribuir para o insucesso do AME
e, consequentemente, para o desmame precoce (Sandre-Pereira et al., 2000; Percegoni et
al., 2002).

As crencas das maes sobre as propriedades do leite materno também parece interferir
na duragéo do aleitamento. Por exemplo, Abréo et al., 1997, demonstraram em seu estudo
que 48% das maes que desmamaram precocemente alegaram que o seu leite era fraco e
ndo sustentava a crianca. Outra pesquisa realizada em Fortaleza, também mostrou que
32% das mdes entrevistadas acreditavam que o leite materno era aguado e 62% delas nao
souberam como resolver o ingurgitamento mamario (Ribeiro et al., 2004). Ainda, com
relagdo a associacdo entre trabalho materno e aleitamento, um estudo mostrou que méaes
que possuem um trabalho formal com creche no local de trabalho, sala de coleta e
estocagem de leite, e aguelas com bom nivel s6cio-econémico eram as que amamentavam
por mais tempo (Issler et al., 1994; Rea et al., 1997). Por fim, Junior e Martinez, 2007
estudaram o efeito da intervencéo sobre o aleitamento materno mostrando que a taxa de
desmame (na ocasido da alta) foi de 19,5% no grupo que recebeu a intervencao,

comparado com 61,1% de desmame no grupo sem intervencao.
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2.6 FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DO CEREBRO (BDNF)

O BDNF é uma importante proteina membro da familia das neurotrofinas e esta
presente de forma abundante no tecido cerebral e periférico, podendo ser encontrado em
neurdnios e plaquetas (Duffau et al., 2006 e Karege, 2002), além de ser sintetizado em
células do sistema imune (Noga et al., 2003). Esta neurotrofina atua em distintas regies
cerebrais promovendo o crescimento celular, a conectividade sinéptica, a diferenciacdo
celular e reparo neuronal (Tapia-Arancibia et al., 2004), além de participar na expressao
de diferentes neurotransmissores (Karege, 2002).

O BDNF pertence a uma familia de neurotrofinas que inclui: fator de crescimento
neural (NGF), o BDNF, a neurotrofina-3 (NT-3) e a neurotrofina-4 (NT-4), todas elas
desempenham um papel importante no crescimento e desenvolvimento de
neurotransmissores centrais e periféricos, e protegem contra a perda neuronal por morte
celular (Miller e Kaplan, 2001) (Ver Figura 1).

O gene que codifica 0 BDNF esté localizado no bragco curto do cromossomo 11, no
limite das regides pl3 e pl4. Em humanos o gene BDNF ultrapassa 70 kb e tem uma
estrutura genémica extremamente complexa (Pruunsild et al. 2007).

O polimorfismo val6émet do gene BDNF tem sido associado com alteracbes na
funcdo do hipocampo (Egan et al., 2003). Essa descoberta tem atraido grande interesse,
principalmente nos estudos de transtorno de humor bipolar, aparecendo como uma
possivel explicacdo para pacientes com prejudicado desempenho cognitivo, pois a funcédo
cognitiva desses pacientes, parece piorar com a progressdao da doenca (Torres et al.,
2007), apresentando um impacto significativo sobre o funcionamento dos marcadores
periféricos (Kapczinski et al., 2008).

Estudo realizado por Pan et al. 1998, demonstrou que o BDNF pode atravessar a
barreira hematoencefalica, existindo uma correlacdo entre os niveis séricos e cerebrais.
Posteriormente, Karege et al., 2005, demonstraram que as concentracGes dos niveis
séricos e cerebrais de BDNF sdo semelhantes. Mostrando que a dosagem da concentracéo
sérica de BDNF é uma maneira indireta de demonstrar o nivel de BDNF no cérebro.

O aumento das neurotrofinas tem a funcéo prioritaria de proteger os neurénios da

excitoxidade (Lessmann et al., 2003). Por tanto, as neurotrofinas tém sido descritas como
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moduladoras da plasticidade sindptica, com papel na neuroprotecdo e reorganizacao,
atuando como um mecanismo de compensacdo enddgeno para promover regeneracao e
reparacdo no SNC e periférico (Felderhoff-Mueser et al., 2002; Zhao et al., 2005).

A reducéo dos niveis de BDNF deixa o cérebro mais vulneravel a agdo dos radicais
livres, provocando maior toxicidade e levando a apoptose. A administracdo de BDNF
exogena foi mostrada para atenuar as varias formas de lesdo cerebral em animais e seres
humanos (Miller e Kaplan, 2001). Estudos tém demonstrado uma reducdo na
concentragdo do BDNF em pacientes com transtorno depressivo maior em relagdo aos
controles e um aumento nos niveis ap6s o tratamento crénico com antidepressivos
(Shimizu et al., 2003).

Alteragdes nas concentracbes de BDNF tambeém se correlacionam com o curso da
doenca e a resposta terapéutica em varias condi¢des clinicas (Schulte-Herbruggen et al.,
2007). Por exemplo, alguns trabalhos mostram reducéo da proteina total em cérebro de
ratos apds serem submetidos ao modelo de estresse (Franklin e Perrot-Sinal, 2006 e
Angelucci et al., 2000), enquanto outros mostram auséncia de alteracdo em relagdo aos
controles (Gronli et al., 2006 e Rosenborck et al., 2005).

Estudos mostraram que variantes no gene BDNF podem aumentar o risco de
esquizofrenia e transtorno bipolar. A administracdo crénica de drogas usadas para tratar
estes transtornos, como o litio, o valproato, a quetiapina, a clozapina e a olanzapina,
aumentam a expressdo de BDNF no cérebro de ratos. Assim como em humanos, os niveis
séricos de BDNF se apresentam significativamente maiores em pacientes com
esquizofrenia, quando comparados com controles ou pacientes eutimicos e transtorno
bipolar. Ou seja, a medicacdo psiquiatrica aumenta a sintese de BDNF, melhorando a
conectividade entre os neurdnios e protegendo o cérebro contra o excesso de radicais
livres, e agindo como neuroprotetores contra o envelhecimento cerebral acelerado (Kunz
et al., 2008).

Além dos efeitos locais no SNC e periférico, 0 BDNF desempenha papel importante
em varios tecidos ndo-neurais. Por exemplo, a administracdo de BDNF exdgeno tem sido
mostrada modulando a secre¢do de glucagon e a homeostase da glicose (Schulte-
Herbruggen et al., 2007).

O BDNF também tem sido implicado na regulacdo do peso corporal, tendo sua
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expressao reduzida pelo jejum (Xu et al., 2003). O estudo de Pelleymouter et al., 1995,
mostrou que a administracdo de BDNF causou a perda de peso em camundongos do tipo
selvagem através de uma reducdo na ingestdo de alimentos. Baixos niveis de BDNF no
plasma foram encontrados em pacientes obesos com diabetes tipo 2 e sindrome
metabolica (Geroldi et al., 2006).

Guimardes et al,. 2008 avaliaram o efeito de uma intervencao dietética sobre o0s niveis
séricos de BDNF em 67 pacientes com esquizofrenia. Estes niveis apresentaram-se
significativamente aumentados nos pacientes com dieta hipocaldérica (P= 0,023),
comparado aos com normocalorica. Isto sugere que uma dieta hipocaldrica, incluindo
mudancas dietéticas quantitativas e qualitativas, poderiam modificar importantes
marcadores de plasticidade cerebral.

O estudo de Thaddeus et al.,2007 foi destinado a diferenciar o papel do BDNF no rato
adulto, as suas funcbes de desenvolvimento, impactando o controle do apetite. Este
estudo evidenciou que a glicose, um sinal calorico, direciona a transcricdo de BDNF e
TrkB no hipotalamo ventromedial e que o BDNF induz a atividade neuronal nos centros
de equilibrio hipotaldmico de energia. Como resultado deste estudo, de acordo com um
papel na regulacdo do comportamento alimentar, o aumento de BDNF RNAm foi apenas
transitério. Até 6 horas apds a administracdo de glicose, o indice de BDNF RNAmM
retornou aos niveis de jejum. Estes resultados demonstram que o BDNF é um
componente integral de mecanismos centrais mediadores da saciedade no rato adulto.

Estudos sugerem que a sinalizacdo através do BDNF/via receptor do tipo tirosina
cinase B (TrkB) promove saciedade no animal adulto. Por exemplo, uma perfusdo de
BDNF no cérebro de ratos maduros reduziu significativamente a ingestdo de alimentos
(Lapchark e Hefti, 1992). Além disso, os niveis de BDNF RNAm estdo reduzidos em
jejum no hipotdlamo ventromedial e nucleo do trato solitario (Tran et al., 2008). A
expressao do BDNF nessas regifes também é regulada pela leptina, fatores periféricos de

saciedade e colecistocinina (Komori et al., 2006).
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Figura 1
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Figura 1. Esquema mostrando os tipos de receptor tirosina quinase (Trk) e suas
diferentes afinidades para as neurotrofinas. (Modificado de: Chao MV. Neurotrophins
and their receptors: a convergence point for many signalling pathways. Nature reviews:
Neuroscience, 4:299-309, 2003).
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2.7 BDNF E ALEITAMENTO MATERNO

Ha evidéncias crescentes que o teor de PUFAS (AA; DHA e outros) ndo podem ser 0s
unicos responsaveis pelas propriedades do leite materno, e autores levantam a hipétese de
que outras moléculas de grande interesse, nomeadas ‘fatores troficos’ poderiam estar
envolvidas nos beneficios da amamentagdo, principalmente no processo de
desenvolvimento. Entre estes fatores, estdo os biomarcadores oxidativos e as proteinas
neurotroficas (Serpero et al., 2012; Gazzolo et al., 2010; Li et al., 2010).

Luisi et al., 2001 descreveram a presenca da ativina A no leite humano, uma
neurotrofina que junto com seus receptores estdo amplamente distribuidos por todo o
cérebro humano. Estudos em modelos experimentais e em seres humanos de lesdo
cerebral tem demonstrado forte correlacdo da expresséo da ativina A como uma resposta
comum a lesdo neuronal aguda de varias origens, além disso, esta proteina pode exercer
um efeito neuroprotetor e modular o crescimento celular e tecidual. Autores concluiram
que a ativina A no leite materno pode estar atuando na regulacdo do crescimento e funcao
de tecidos cerebrais e cardiacos do lactente (Luisi et al., 2001; Florio et al., 2007).

Recentemente Li et al., 2011 relataram concentracGes da proteina S100B, do fator
neurotrofico derivado da glia (GDNF) e do BDNF no leite de mulheres chinesas
lactantes. Resultados deste estudo indicaram que a concentragdo dessas citocinas pode ser
adicionado a lista de fatores bioativos, como por exemplo: IL-1b, IL-2, IL-4, IL-5,
lactoferrina e transferrina, presentes no leite humano.

Estudos demonstraram que muitos aspectos da cognicdo sdo afetados pela nutricéo,
incluindo memoria, QI, déficit de atencdo e hiperatividade, dislexia, depresséo,
esquizofrenia, deméncia de Alzheimer e doenga de Parkinson (Barberger-Gateau et al.,
2007; Van Der Beek e Kamphui, 2008).

O dUnico estudo publicado até o momento envolvendo dosagem de BDNF e
amamentacao foi realizado recentemente por Nassar et al., 2011. Os autores investigaram
0 papel do BDNF em curto prazo em crian¢as amamentadas e aquelas recebendo formula
infantil.

Com o objetivo de entender um pouco mais sobre 0s mecanismos neurogquimicos

envolvidos na amamentacdo, este estudo pretende investigar se as concentracdes de
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BDNF podem variar em funcdo do tempo de aleitamento materno. Para isto, serdo
recrutadas criancas amamentadas por > 6 meses, tempo de amamentacdo minimo

recomendado pela OMS e criancas amamentadas por um tempo inferior a 6 meses.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Avaliar as concentracdes séricas de BDNF em criangas e adolescentes e saudaveis

amamentadas por < 6 meses e aquelas amamentadas por > 6 meses.

4.2 OBJETIVO SECUNDARIO

Avaliar a influéncia do tempo de aleitamento materno sobre o indice de massa

corporal (IMC) das criancas.
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5. METODOLOGIA

5.1 DELINEAMENTO

Estudo longitudinal de 4 anos de duracéo.

5.2 POPULACAO

A populacdo constitui-se de 44 criancas de 3 a 15 anos de idade, saudaveis,
recrutadas a partir do Centro de Pesquisa Clinica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA) (projeto 100-390). Deste total, sete criangas foram excluidas, por ndo realizarem
a coleta de sangue, totalizando 37 participantes. Os participantes foram classificados de
acordo com a duracdo do aleitamento materno em dois grupos: < 6 meses de
amamentacdo e > 6 meses, conforme o fluxograma a seguir (Figura 2). A duragdo do
aleitamento materno menor de seis meses é definida pela OMS como desmame precoce
(Horta et al., 2007).
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Figura 2

37 Criangas
aram o Estudo
1° Avaliagao
7 Recusaram-se a
Coletar Sangue
< 6 Meses = 6 Meses

Figura 2. Fluxograma de triagem.
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5.3 SELECAO DA AMOSTRA

5.3.1 Critérios de inclusdo

Criancas de 3 a 15 anos de idade, saudaveis, que participaram de uma pesquisa
anterior (n° 06-458) e cujos responsaveis concordaram na participacdo das criancas no

presente estudo.

5.3.2 Critérios de exclusao

» |dade gestacional < 37 semanas para criangas com até dois anos de idade.

= |dade gestacional < 28 semanas e/ou abaixo 1.000 g de peso, para criancas
com até trés anos de idade.

= Utilizacdo de medicacdo a excecdo de sulfato ferroso e polivitaminico em
doses profilaticas.

= Dieta para perda de peso nos ultimos 30 dias.

= Processo infeccioso nos ultimos sete dias.

= Impossibilidade de realizacdo da avaliacdo antropométrica.

= N3ao assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.

5.3.3 Instrumentos de pesquisa

Foi aplicado um questionario aos responsaveis e participantes, com dados socio-
demograficos, informagdes sobre aleitamento materno e outros dados clinicos relevantes
(ver Anexo B).

- Foi realizada a avaliacdo antropométrica com verificacdo de peso e estatura.
As varidveis foram apresentadas como 0s escores z de estatura em relagdo a idade (E/I),
IMC em relacdo a idade (IMC/I) de acordo com padrdes da OMS (WHO, 2006). OMS
software AnthoPlus foi utilizado durante 5 a 19 anos de dados de crescimento de
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referéncia 2007 (WHO, 2009).

- O protocolo de pesquisa foi realizado nas duas visitas: basal e de seguimento
(TOe T1).

- A primeira amostra de sangue foi obtida no periodo compreendido entre
dezembro de 2006 e maio de 2009 e a segunda amostra foi obtida no periodo

compreendido entre maio de 2011 e agosto de 2011.

55



5.4. ANALISE LABORATORIAL

Foram coletados cinco mililitros de sangue por puncdo venosa de cada participante
nos dois momentos da pesquisa. O sangue foi imediatamente centrifugado a 4000 rpm
por 10 minutos, e o soro congelado a -80°C até ser analisado. Niveis séricos de BDNF
foram dosados em duplicata por Enzyme linked imunosorbent assay (ELISA) - sanduiche,
usando Kkits comerciais segundo instru¢cbes do fabricante (Millipore, USA).
Resumidamente, placas com 96 pocos pré-sensibilizadas com anticorpo de captura foram
incubadas durante 24h com as amostras diluidas (1:50) em diluente especifico e com a
curva padrdo. Apos, os pocos foram lavados quatro vezes com tampédo de lavagem e
incubados com anticorpos monoclonais de coelho anti-BDNF diluidos 1:1000 por 3h a
temperatura ambiente. Apds mais uma lavagem, foi feita uma incubacdo com
estreptavidina conjugada com biotina diluida 1:1000, e foi feita uma incubacdo de 1h a
temperatura ambiente. Depois da adi¢do de substrato e solucédo de parada, a quantidade de
BDNF foi determinada por leitura de absorbancia a 450 nm. A curva padrdo demonstrou
uma relagdo direta entre densidade Optica e concentracdo de BDNF. Proteinas totais
foram dosadas pelo método de Lowry usando albumina bovina como padréo, e foram
utilizadas na normalizacdo dos resultados do BDNF (para uma concentracdo final em pg
de BDNF/ug de proteina total). Os ensaios foram realizados junto ao laboratério de

psiquiatria, do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
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5.5 ANALISE ESTATISTICA

A anélise dos dados foi realizada usando Statistical Product and Service Solutions
18.0 Version (SPSS) (Chicago, IL). A normalidade das varidveis foi verificada pelo teste
de Shapiro-Wilks. As variaveis continuas foram expressas como media + desvio padrao
ou mediana e intervalo interquartilico (percentis 25 e 75), conforme apresentassem ou
ndo distribuicdo normal. Para as variaveis categoricas foram utilizadas as frequéncias
absolutas (n) e relativas (%). Para a comparacdo das variaveis assimétricas foram
empregados os testes de Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney. As variaveis com
distribuicdo normal foram comparadas pelo teste t de Student e pela Andlise de
Variancias (ANOVA). Coeficiente de correlagdo de Sperman foi utilizado para avaliar
possiveis associacles entre duracdo da amamentacdo e variaveis clinicas. Valores de

p<0,05 foram considerados significativos.
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6. ASPECTOS ETICOS

Todos os responsaveis pelos participantes assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo A) previamente ao estudo.

Este estudo abrangeu os principios bioéticos de autonomia, beneficéncia, néo-
maleficéncia, veracidade e confidencialidade, sendo aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, sob o protocolo de nimero 100-390.
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7. LOGISTICA

A pesquisadora responsavel de posse do banco de dados da pesquisa anterior entrou
em contato com os participantes atraves de contato telefonico, roteiro telefonema (Anexo
C) e quando ndo encontrados por meio de cartas (Anexo D), para convida-los a dar
continuidade na pesquisa, agendando uma data para a realizacdo da assinatura do novo
termo de consentimento, preenchimento de um questionario, antropometria e coleta de
nova amostra de sangue, realizada no Centro de Pesquisa Clinica do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre.

As amostras de sangue da primeira coleta para dosagem plasméatica de BDNF
estavam armazenadas em laboratério, em temperatura -80 C. Os responséveis pela
determinacdo da concentracdo de BDNF foram cegados em relacdo as amostras

analisadas.
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8. CARTA AO EDITOR
8.1 VERSAO EM INGLES

Manuscript was submitted to Revista Brasileira de Psiquiatria on 11.12.2012.

Breastfeeding duration is not associated with BDNF levels in childhood and
adolescence

Juliana Silveira Andrade,*? Maria Inés de A. Wilasco,® Cristina Toscani Dornelles,*

Clarissa S Gama,'? Adriane R Rosal?

!Laboratory of Molecular Psychiatry and INCT for Medicine Translational, Hospital
de Clinicas de Porto Alegre, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
Brazil.

’Medicine Postgraduation Program: Psychiatry, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, Brazil.

SMedicine Postgraduation Program: Health of Children and Adolescents,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil.

*Nutrition and Dietetic Service of Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil.
Dear editor,

Maternal milk supplies nutrients needed for the quick development of the brain,
thereby improving the neurological function of the infant'. The World Health
Organization advocates that infants must be exclusively breastfed up to six months of
age, since most grow within standards of normality and are healthy.

The brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is a neurotrophin abundantly present
in the brain and peripheral tissue that plays an important role in neuron survival, structure

and function®. Studies demonstrate that breastfeeding may trigger the secretion of BDNF,
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which must contribute to the development of the infant®.

The goal of this study is to evaluate the serum levels of BDNF in children depending
on the duration of breastfeeding.

Thirty-seven healthy children were recruited from the pediatric outpatient clinic,
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), and monitored for a period of
approximately four years (3.32+0.74). Nutritional evaluation, anthropometric measures
and socio-demographic data were collected for all participants. Five milliliters of venous
blood was collected from each child on two evaluations. Serum BDNF levels were
measured by a sandwich ELISA, in accordance with the manufacturer’s instructions
(Millipore, USA).

The study was approved by the Hospital de Clinicas e Porto Alegre (HCPA)
Research and Ethics Committee and a Free Informed Consent Form was obtained from
all responsible parties.

Our results show that serum BDNF levels were increased among in the groups of
children breastfed for < 6 months compared to those breastfed for > 6 months, at the
baseline visit. However, this difference disappeared over time (after four years), which
suggests a lack of association between breastfeeding time and BDNF levels in the long
term. There was no difference in relation to gender, age and race between the two groups
(see Table 1).

Few investigators have evaluated the relationship between BDNF and breastfeeding.
In a recent study conducted by Nassar et al., (2011) *, with 4-6-month-old children, the
authors showed a positive association between breastfeeding time and BDNF
concentrations. The disagreement between these results and ours is probably due to
methodological differences, particularly regarding the age of the children under study. On
the other hand, other neurochemical mechanisms must be involved in the benefits
provided by breastfeeding. For example, long-chain polyunsaturated fatty acids seem to
be one of the biological factors present in maternal milk'. These fatty acids, especially
Omega-3, play a key role in central nervous system formation and the prevention of
psychopathology”.

Further studies are needed to investigate the relationship between breastfeeding and

biomarkers in the long term.
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Table 1. Characteristics of the sample

<6 months (n=12)  >6 months (n=25) p-value

Gender 0.487
Male 5(41.70) 15(60.00)
Female 7 (58.30) 10(40.00)
Race 1.00
Caucasian 9 (75.00) 20 (80.00)
Not caucasian 3 (25.00) 5 (20.00)
Age (years)
Baseline 6.09 + 3.17 592 +3.10 0.877
Follow-up visit 9.96 + 3.45 9.64 +3.31 0.786
BDNF levels
Baseline 34.74 +11.38 28.50 = 9.06 0.044
Follow-up visit 36.89 + 10.09 35.91+12.12 0.770

Data were expressed as mean +* standard deviation, median (P25 - P75) or absolute

number (%) when indicated.
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Caros editores,

O leite materno fornece nutrientes necessarios para o rapido desenvolvimento do
cérebro, melhorando assim, a fungdo neurolégica dos latentes’. E preconizado pela
Organizagdo Mundial de Saude que as criangas devem ser exclusivamente amamentadas
até os seis meses de idade, haja visto que a maioria delas cresce dentro dos padrbes de
normalidade e sdo saudaveis.

O Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) é uma neurotrofina presente de forma
abundante no tecido cerebral e periférico, e exerce um importante papel na sobrevivéncia,
estrutura e fungdo neuronal®. Estudos demonstram que a lactacdo pode desencadear a

secrecédo de BDNF, o que deve contribuir para o desenvolvimento do lactente®.
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O objetivo deste estudo foi avaliar os niveis séricos de BDNF em criangas
amamentadas conforme a duracdo do aleitamento materno.

Trinta e sete criancas saudaveis foram recrutadas do ambulatorio de pediatria do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e reavaliadas ap6s um periodo de
aproximadamente quatro anos (3,32+0,74). Avaliacdo nutricional, medidas
antropométricas e o0s dados socio-demograficos foram coletados para todos 0s
participantes. Cinco mililitros de sangue venoso de cada crianga nas duas avaliagdes. Os
niveis séricos de BDNF foram medidos por ELISA sanduiche, de acordo com as
instrucdes do fabricante (Millipore, EUA).

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. Todos os responsaveis assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

Nossos resultados mostraram 0s niveis séricos de BDNF elevados no grupo de
criangas amamentadas por < 6 meses quando comparado com o grupo amamentado por >
6 meses, na primeira avaliacdo. No entanto, esta diferenca desapareceu com o passar do
tempo (apdés quatro anos), sugerindo uma falta de associacdo entre o tempo de
aleitamento materno e os niveis de BDNF em longo prazo. Nado houve diferenca em
relacdo ao sexo, idade e raca entre os dois grupos (ver Tabela 1).

Poucos estudos avaliaram a relagéo entre BDNF e amamentagdo. Em um recente
estudo conduzido por Nassar et al., (2011)* com criancas de 4-6 meses de idade, os
autores mostraram uma associacao positiva entre o tempo de aleitamento materno e as
concentracdes de BDNF. Provavelmente, a divergéncia entre estes resultados e o nosso se
deva a diferencas metodoldgicas, particularmente no que se refere a idade das criancas
analisadas. Por outro lado, outros mecanismos neuroquimicos devem estar envolvidos
nos beneficios oferecidos pela amamentacdo. Por exemplo, os &cidos graxos
poliinsaturados de cadeia longa parecem ser um dos fatores biolégicos presentes no leite
materno®. Estes acidos graxos, principalmente o 6mega-3 exerce um papel fundamental
na formac&o do Sistema Nervoso Central e prevencdo de psicopatologia’.

Futuros estudos sdo necessarios, para investigar a relagdo entre o tempo de

aleitamento materno e biomarcadores em longo prazo.
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Tabela 2. Caracteristicas da amostra

<6 meses (n=12) >6meses (n=25) Valordep

Sexo 0,487
Masculino 5(41,70) 15(60,00)
Feminino 7 (58,30) 10(40,00)
Raca 1,00
Caucasiano 9 (75,00) 20 (80,00)
Né&o caucasiano 3 (25,00) 5 (20,00)
Idade (anos)
Coleta inicial 6,09 + 3,17 5,92 + 3,10 0,877
Coleta seguimento 9,96 + 3,45 9,64 £ 3,31 0,786
Niveis de BDNF
Coleta inicial 34,74 + 11,38 28,50 + 9,06 0,044
Coleta seguimento 36,89 + 10,09 3591 +12,12 0,770

Os dados foram expressos como media * desvio padrdo, mediana (P25 - P75) ou himero
absoluto (%) quando indicado.
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9. RESULTADOS

As caracteristicas gerais da amostra estdo resumidas na Tabela 1. Nenhuma diferenga
significativa foi observada entre os grupos quanto ao sexo (p = 0,487) e em relacdo a
idade na coleta basal (p = 0,877). Também ndo encontramos diferenca quanto aos anos de
repeténcia escolar entre os grupos (p = 1,00).

A tabela 2 mostra a duragdo do aleitamento materno entre os grupos, chamando a
atencdo que somente 32,4% do grupo amamentado por > 6 meses, seguia a recomendacao
da OMS, ou seja, foram exclusivamente amamentados por 6 meses.

Em relacdo aos niveis séricos de BDNF, nossos resultados mostraram que criangas
amamentadas por < 6 meses apresentaram maiores niveis séricos de BDNF que o grupo
amamentado por > 6 meses na T0 (34,74+11,38 vs. 28,50+£09,06; p = 0,044). No entanto,
esta diferenca desapareceu ao longo dos quatro anos de seguimento na T1 (36,89 + 10,09
vs. 35,91 £12,12; p = 0,770) (Figura 4).

O grupo amamentado por < 6 meses apresentou IMC superior aqueles amamentados
por > 6 meses (p = 0,007). Assim como os valores de média e desvio padrdo utilizando
medidas de Z escore do IMC na TO apresentaram uma tendéncia de serem maiores no
grupo amamentado por < 6 meses (p = 0,053) (Figura 3). Na T1, houve um aumento
significativo do Z escore do IMC no grupo amamentado por < 6 meses quando
comparado com > 6 meses (p = 0,037). Analisando separadamente 0s grupos, ndo houve
diferencas na mediana e intervalo interquartil de Z escore do IMC entre a TO e T1 tanto
no grupo com < 6 meses de amamentacao 0,575 (-0,43 ; 0,98) vs. 0,965 (0,03 ; 1,82; p =
0,071) quanto no grupo amamentado por > 6 meses -0,270 ( -0,675 ; 0,695) vs. 0,130 (-
0,375 ; 0,625; p = 0,013).
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Tabela 1. Caracteristicas da Amostra

<6 Meses (n=12) >6 Meses (n=25) Valordep

Género

Masculino

Feminino
Idade (anos)

Coleta Inicial

Coleta Seguimento
Tempo acompanhamento (anos)
Raca

Caucasiano

Né&o Caucasiano
*IMC para a idade

Coleta Seguimento
Z escore (IMC)

Coleta inicial

Coleta Seguimento
Repeténcia escolar

0,487
5 (41,70) 15(60,00)
7 (58,30) 10(40,00)
6,09 + 3,17 592+310 0,877
9,96 + 3,45 964+3,31 0,786
3,87 + 0,64 372+064 0,508
1,00
9 (75,00) 20 (80,00)
3 (25,00) 5 (20,00)
19,11 + 2,39 16,96 +1,72 0,007
0,35 + 0,68 -0,17+0,76 0,053
0,84 + 1,04 015+0,82 0,037
2 (16,70) 5 (20,00) 1,00

*IMC (indice de massa corporal)

Os dados foram expressos como média + desvio padréo, mediana (P25 - P75) ou nimero

absoluto (%) quando indicado.

Tabela 2. Frequéncia da duracéo do aleitamento materno na amostra estudada.

Mediana P25-P75 Min-Max.
AM (meses) 10 45-24 0-60
AME (meses) 4 15-55 0-8

Os dados de aleitamento materno (AM) e aleitamento materno exclusivo (AME) foram

expressos em mediana (P25 - P75).
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Figura 3

10
1,00 =71

0,80

Media Z_escore
o
'
?

0,001

-0,2077

T T
menor 6 meses maior ou igual 6 meses

Duragédo Aleitamento Materno

Figura 3. Duracéo do aleitamento materno e valores de Z_escore no TO e T1.

Os dados sé@o apresentados com a média.
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Figura 4

HETo
70 ET1

607

50

040

307

207

107

T T
Menor 6 meses Maior ou igual 6 meses

Tempo de Amamentagao

Figura 4. Box-Plot dos niveis séricos de BDNF conforme a duragéo do aleitamento
materno nos dois momentos de coleta (TO e T1).

Os dados séo apresentados como mediana (25-75 Intervalo Interquartil).
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10. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados mostraram um aumento dos niveis séricos de BDNF no grupo
amamentado por < 6 meses comparado com 0 grupo amamentado por > 6 meses, na
coleta basal. No entanto, esta diferenca desapareceu com o passar do tempo (T1). Estes
resultados ndo confirmam nossa hipdtese inicial de que o BDNF poderia ser um dos
mecanismos neuroquimicos em longo prazo envolvidos no processo de aleitamento
materno. Diferentemente dos nossos achados, Nassar et al., 2011 mostrou que as
concentracdes de BDNF aumentavam com a maior duracdo do aleitamento em uma
amostra de criancas de 4-6 meses de idade. E possivel que a divergéncia entre esses
resultados e 0 nosso se deva a diferenca de idade da amostra analisada, j& que nosso
estudo foi realizado com criangas com uma média de idade em TO 5,97 + 3,08 e em T1
9,74 + 3,11 anos.

Poucos estudos tem avaliado a associacdo do BDNF com o aleitamento materno.
Conforme ja relatado anteriormente, Li et al., 2011 demonstraram a presenca do BDNF
no leite de mulheres lactantes, indicando que esta neurotrofina é um dos fatores bioativos
do leite materno. Embora a sua exata funcéo no leite ainda nao esteja clara, estes achados
sugerem que a funcdo fisioldgica dessa citocina possivelmente inclui um papel tréfico.

Estudos avaliando o desenvolvimento cognitivo de criangas prematuras, mostraram
vulnerabilidade da nutricdo precoce, onde as criangas amamentadas apresentaram QI
elevado comparadas as que utilizaram férmula infantil (Lucas et al., 1992; Jacobson et al.
1999; Kramer et al., 2008).

Revisando a literatura, encontramos outros fatores bioldgicos que parecem estar
relacionados com os beneficios da amamentagdo, tais como: sdo os acidos graxos
poliinsaturado de cadeia longa (Lanting et al., 1994). Ressaltando, nos achados de
Makirides et al., 1994 e Farquharson et al., 1995, observaram um aumento significativo
de PUFAS no cortex cerebral de criangas amamentadas comparando com aquelas
alimentadas com formula infantil, o que estava diretamente relacionado com a duragédo do
aleitamento materno. Recentemente, nosso grupo mostrou que os PUFAS, principalmente
0 6mega-3, exerce um papel fundamental na formacdo do SNC, agindo como protetor

cerebral (Gama et al., 2012). Nutrientes também importantes para o desenvolvimento do

70



recém-nascido sdo os fatores de crescimento neuronal (células gliais - fator neurotrofico
derivado da linha, NT-3, e NT-4). Eles atuam no desenvolvimento do sistema nervoso
entérico do lactente, e, possivelmente, também para o desenvolvimento adequado do
SNC (Lietal., 2011).

Nosso estudo também mostrou que a duracao do aleitamento materno foi associada a
um menor ganho de peso da crianga. Estes dados sdo consistentes com a literatura que
tem demonstrado que com a maior duragdo do aleitamento materno, menor é o IMC
(Kramer, 1981; Birch e Fisher, 1998; Balaban et al., 2004; Onis e Victoria, 2004;
Kvaavik et al., 2005). Ambos os comportamentos alimentares adquiridos pelo lactente
assim como os efeitos metabdlicos podem contribuir para a associacao inversa observada
do aleitamento materno e sobrepeso em criancas (Liese et al., 2001). Existem vérias
hipGteses que explicam os beneficios da amamentacdo na prevengdo da obesidade na
infancia. Uma delas esta relacionada com a densidade, indicando que o leite materno
apresenta uma menor densidade de energia em comparacdo com formulas, o que permite
que o lactente apresente um melhor auto-controle de ingestdo de enegia alimentar
(Toschke et al., 2002). Em contraste com os lactentes alimentados no peito que podem
precisar ativamente mamar, criancas alimentados com férmula tém maior probabilidade
de ser passivo na alimentacdo. Acredita-se que o controle dos cuidadores possa prejudicar
a capacidade dos bebés de auto-regulacdo, dos indicios internos de fome e saciedade.
Embora, mais trabalhos precisem ser realizados, as evidéncias epidemioldgicas sugerem
gue a amamentacao contribue enormemente para a prevencao da obesidade.

A interpretacdo dos resultados do presente estudo deveria levar em consideracdo
algumas limitacGes, tais como: a) o erro do tipo Il, pelo reduzido tamanho da amostra,
podendo ter comprometido os resultados; b) nives de BDNF terem sido dosados no soro e
ndo no cérebro, apesar de que as mudancas dos niveis de BDNF no SNC e liquido
cefalorraquidiano podem ser acompanhadas por alteragdes dos niveis de BDNF no soro;
c) a falta de instrumentos para avaliar a cogni¢éo ou o neurodesenvolvimento na infancia,
para buscar entender melhor a relagdo entre BDNF e aspectos do desenvolvimento.

Concluindo, os resultados do nosso estudo mostraram semelhancas entre 0s niveis
séricos de BDNF medidos em longo prazo, entre criangas amamentadas por mais ou

menos de 6 meses. Isto sugere que outros mecanismo neuroquimicos devam estar
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envolvidos com os beneficios associados com o tempo de aleitamento materno a longo
prazo. No entanto, os efeitos benéficos da amamentacgéo por pelo menos seis meses sobre
0 IMC, e consequentemente, sobrepeso e/ou obesidade ficou evidente neste estudo. Em
suma, o aleitamento materno deve ser a primeira escolha de alimentacdo para recém-
nascidos, devendo as maes serem encorajadas a amamentar por pelo menos 6 meses.
Futuros estudos sdo necessarios, para investigar a relacdo entre o tempo de aleitamento

materno e outros biomarcadores em longo prazo.
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11. ANEXOS
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ANEXO A

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

ANEXO 2

Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido

Nome do estudo: CONCENTRACAO DO FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DO
CEREBRO (BDNF) EM CRIANCAS E ADOLESCENTES SAUDAVEIS E DESMAME
PRECOCE

Instituicio: Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Pesquisadores responsiveis: Dra. Clarissa Severino Gama, Dra Cristina Toscani [eal
Dornelles ¢ Nutricionista Juliana Silveira Andrade

Telefone para contato: (51) 3359-8845, Dra Clarissa, (51) 9626-8883 - Dra Cristina, (51)
9974-9781 - Nutricionista Juliana; (51) 3359-8000 — HCPA ¢ (51) 3359-8304 —CEP.

1. Justificativa e objetivo deste estudo:

O BDNF ¢ uma neurotrofina, proteina mais abundante do cérebro, considerada uma
proteina muito importante para doengas psiquidtricas. Esta proteina descmpenha papéis na
protecio, funcionamento ¢ reparacao do Sistema Nervoso. Além disso, também tem sido
estudada na regulagio do peso corporal ¢ na ingestao alimentar. Pelo exame de sangue
podemos saber se essa proteina esti diminuida ou niao no organismo.

A proposta deste estudo ¢ medir no sangue a concentragio desta proteina, (BDNF) ¢
verificar informagoes quanto & amamentagao ¢ desmame precoce.

2. Procedimento:

Serd coletado 2ml de sangue para uma nova dosagem do BDNF das criancas que
participaram da pesquisa anterior (grelina e leptina) no ambulatério do Servico de Pediatria
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, e assinarem o TCLE. Também seri verificado o
peso ¢ o comprimento ou estatura dos participantes.

Uma via deste documento serd fornecida ao participante.

3. Possiveis riscos ¢ desconfortos:

Os riscos ¢ desconfortos sao aqueles associados a coleta de sangue de rotina: dor ou
sintomas locais de desconforto.

4. Possiveis beneficios deste estudo:

O cntendimento da neurotrofina mais abundante do cérebro (BDNF) que age
principalmente no Sistema Nervoso Central, atua também na regulagao do peso corporal. ¢
uma possivel proteciao do aleitamento materno mantendo a concentragao do BDNF elevado,
o que podera trazer benelicios futuros.

5. Direito de desisténcia:

A participagao no estudo ¢ inteiramente voluntaria, podendo desistir de participar

em qualquer momento, sem prejuizos no atendimento médico ¢ nutricional.

CPA / GPPG
va?sAo APROVADA
2/ 2035

Q3 NheL
300590 TV



6. Confidencialidade:

As informacoes e identidade das criangcas e dos pais serio consideradas,
confidenciais e utilizadas apcnaS com finalidade cientifica.
7. Perguntas:

Uma das pesquisadoras responsdvel discutiu as informacoes ¢ ofercceu-se para
responder perguntas ¢/ou dividas. No decorrer do estudo, poderei contatd-la no fone: 9974-
9781 (Juliana).

8. Consentimento:

Declaro que fui informado sobre todos os procedimentos da pesquisa.

Autorizo o armazenamento do sanguc coletado por até 5 anos.

Serd aplicado um novo TCLE no caso de uma nova pesquisa com o material armazenado
(conforme resolucao 347/2005).

S6 serio realizadas outras pesquisas, ap6s aprovacio da Comissio de Etica ¢ Pesquisa.

() SIM () NAO

ASSINATURA DO(A) RESPONSAVEL PELA CRIANCA:
Assinatura do(a) participante (acima 7 anos):

Assinatura do investigador responsavel:

Porto Alegre, _ / /

HCPA / GPPG
VERSAO APROVADA
QD /2010
100390 7N/
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ANEXO B

Questionario

1.DADOS DE IDENTIFICACAO: Ficha n°:

G/L:

Nome do paciente:

Nome do responsavel:

Endereco:

Bairro: Cidade:

Telefones de contato:

Data de nascimento: Idade: Escolaridade:

Repeténcia escolar: ( )SIM ( )NAO
Data 12 coleta (TO0)
Data 22 coleta (T1)

2- AVALIACAO ANTROPOMETRICA
Peso ao nascer: Kg Estatura do nasc.:
Nota apgar: 1° minuto: 5° minuto:

a) Como vocé avalia o peso de seu filho hoje?

Estado:

Série:

Peso Atual: Kg Estatura: cm  IMC: Kg/m2
Percentil Escore-Z
P/E
P/
E/I

Classificacdo do estado nutricional:

3- ALEITAMENTO MATERNO:

a) Seu filho foi amamentado? ( )sim ( ) ndo

b) Até que idade seu filho recebeu aleitamento materno exclusivo, isto é, até que idade (dias/meses)

recebeu apenas leite materno como Unico alimento?

()0—1meses ()2—-3meses ()4-5meses ( )>6meses

¢) Com qual idade seu filho deixou de mamar no peito?

Introducgdo da alimentacdo complementar Idade em que recebeu pela 12 vez

Agua e/ou Chas

Suco e/ou Fruta

Leite de vaca

Foérmulas 1° semestre (Aptamil®, Nestogeno®, NAN®, entre outras.)

Alimentacéo da familia

d) Seu filho foi amamentado no momento da coleta do trabalho anterior? ( ) Sim () N&o
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4 DADOS CLINICOS :

a) Seu filho apresenta alguma doenga? () sim () ndo, qual?

b) Algum problema psiquiatrico (doenga dos nervos)? () sim () ndo - Qual?

¢) Utilizando alguma medicagéo? () sim () néo - Qual?

d) Seu filho ou alguém na familia utiliza alguma substancia quimica (drogas como alcool, crack)?

( )sim () néo - Qual? Com que frequéncia?
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ANEXO C

Roteiro telefonema:

Bom dia ou Boa tarde!

Meu nome € (Juliana/ Cristina) sou nutricionista e estou fazendo

um contato telefénico com os familiares e/ou responsaveis das criangas que participaram
de uma pesquisa no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, a qual avaliou o peso e altura e
dosou no sangue do seu filho os horménios da fome e do apetite (grelina e leptina).
Gostaria de agendar um dia e horério para dar o retorno dos resultados obtidos nesse
estudo e os valores desses hormdnios no sangue de seu filho.

Nesse dia também iremos convida-los a participar de uma nova pesquisa e a
responder um questionario sobre a amamentacdo, desmame e a realizar uma nova
avaliacdo do peso e altura. A nova pesquisa € muito importante na aquisicdo de novos
conhecimentos sobre relacdo da amamentacdo com a inteligéncia e o aprendizado das
criancas. Estarei a disposicdo para esclarecer todos os detalhes e dlvidas que possam
surgir.

A participacdo é totalmente voluntaria, ficando os responsaveis e a crianga livres
para decidir se irdo ou ndo participar. E ndo afetard em nada se possivelmente seu filho

(a) estiver em tratamento no Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Agradecemos sua atenc¢do, obrigada!
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ANEXO D

Carta chamamento

Prezado responsavel

Estamos entrando em contato com os familiares e/ou responsaveis das criangas que
participaram de uma pesquisa no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, a qual avaliou o
peso e altura e dosou no sangue do seu filho os hormdnios da fome e do apetite (grelina e
leptina). Gostaria de agendar um dia e horario para dar o retorno dos resultados obtidos
nesse estudo e convida-los a participar de uma nova pesquisa e a responder a um
questionario sobre amamentacdo e realizar uma nova avaliagdo do peso e altura. A nova
pesquisa € muito importante na aquisicdo de novos conhecimentos sobre relacdo da
amamentacdo com a inteligéncia e desenvolvimento das criancas. Estaremos a disposicdo
para esclarecer todos os detalhes e dividas que possam surgir.

A participacdo é totalmente voluntaria, ficando os responsaveis e a crianga livres
para decidir se irdo ou nao participar.

Tentamos fazer novo contato telefénico, porém o0s numeros que constam no
prontuario de seu filho ndo estdo atualizados, pedimos a gentileza que entre em contato
pelo telefone — nimero: 99749781 (nutricionista Juliana), para agendarmos um dia para a
participacdo dessa nova pesquisa. Ou responda esta carta com um numero de telefone

atual para o endereco abaixo, gque entraremos em contato:

Para: Laboratdrio de Psiquiatria Molecular HCPA — A/C: Juliana Andrade
Endereco: Av. Ramiro Barcelos, 2350 — Porto Alegre-RS - CEP: 90035-903

Agradecemos sua atenc¢do, obrigada!
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