RENATA TIENE DE CARVALHO YOKOTA

VALIDACAO DO QUESTIONARIO DE FREQUENCIA DE
CONSUMO DE ACIDOS GRAXOS COM O USO DE

BIOMARCADORES E APLICACAO DO METODO DAS TRIADES

DISSERTACAO DE MESTRADO

Brasilia

2008



RENATA TIENE DE CARVALHO YOKOTA

VALIDACAO DO QUESTIONARIO DE FREQUENCIA DE
CONSUMO DE ACIDOS GRAXOS COM O USO DE

BIOMARCADORES E APLICACAO DO METODO DAS TRIADES

Dissertacdo apresentada como requisito
parcial a obtencdo do grau de mestre em
Nutricdo Humana, Curso de Pds-graduacado
em Nutricio Humana, Departamento de
Nutricdo, Faculdade de Ciéncias da Saude,

Universidade de Brasilia.

Orientadora: Prof.? Dra. Marina Kiyomi Ito

Brasilia

2008

1



BANCA EXAMINADORA

Presidente da Banca: Prof.” Dra. Marina Kiyomi Ito

Departamento de Nutri¢do — Faculdade de Ciéncias da Saude — Universidade de Brasilia
2° Membro: Dr. Marcelo Buzzi

Laboratorio de Bioquimica Analitica — Rede SARAH de Hospitais de Reabilitagao

3° Membro: Prof.* Dra. Céphora Maria Sabarense

Departamento de Nutri¢do e Satude - Universidade de Vigosa

4° Membro: Prof.” Dra. Sandra Fernandes Arruda

Departamento de Nutri¢do — Faculdade de Ciéncias da Saude — Universidade de Brasilia

i1



v

A Deus,
grande responsavel
por mais esta etapa

da minha vida.



A0S meus pais,

pelo esforco e
investimento na minha
educacao e pela
dedicagdo na minha

formacdo como pessoa.



AGRADECIMENTOS

A professora Marina, minha orientadora, pelo exemplo em determinagdo, pelo
incentivo em dar continuidade aos estudos e a area de pesquisa e pela confianga.

A Priscila Coelho, ex-bolsista de PIBIC, pela grande dedicagio ao projeto, pelas
analises laboratoriais, pelos ensinamentos e pela amizade.

Ao Dr. Marcelo Buzzi, pela paciéncia em me ensinar as técnicas de analise de
lipidios, pelo incentivo e pela valiosa contribui¢@o neste trabalho.

A Dra. Céphora Maria Sabarense e a Dra. Sandra, por terem aceitado o convite em
participar da banca.

Aos professores envolvidos no estudo piloto do Projeto Viva-DF, Eliane, Kénia ¢
Edgar.

A estatistica Edina Shizue Miazaki, pelo auxilio nas analises estatisticas.

A minha grande amiga e companheira de projeto Tatiana, pela forca, apoio e
companheirismo do inicio até a conclusdo deste trabalho e pelos importantes momentos de
distragao.

A minha grande amiga Marcia, por acreditar em mim e pelo estimulo ao estudo na
area de epidemiologia.

A todos os meus amigos, em especial & Xu, Thais, Biba e Tatiana. Apesar da
distancia, pela torcida e pelos momentos de descontragdo.

Aos meus irmdos Ives e Natalia, pela maneira como lidaram com os meus
momentos de dificil convivéncia, pelo apoio e pelos momentos de diversao.

Ao Rafael, pelo carinho, pela companhia, pelo suporte, pelas brincadeiras e por

entender meus momentos de estresse e cansago. Muito obrigada por tudo!

vi



SUMARIO

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS ......ooooivieoieeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeees oo X
LISTA DE TABELAS ..o xii
LISTA DE FIGURAS ......ovieeeeeeeeee e xiii
APRESENTACAO. ... 1
RESUMO ..o se e et e s naesene 3
ABSTRACT ..o enaesene 4
1. REVISAO BIBLIOGRAFICA ........ooiiieieieee et 5

1.1. DOENCAS CRONICAS NAO TRANSMISSIVEIS E O CONSUMO ALIMENTAR. 6
1.1.1. Doengas cronicas ndo transmissiveis: conceito € epidemiologia ...........cccccveeeueerenennne. 6

1.1.2. Consumo alimentar e fatores de risco para o desenvolvimento de doencas cronicas

NAO TTANSINISSTVEIS ..evteutieuieitiete ettt ettt ettt et e st e et e et e bt et e sate bt entesaee bt enbeeae e beeneesseeseennes 6
1.1.3. Acidos graxos dietéticos e doengas cronicas nAo tranSMisSIVeis .................co.evereenee. 8
1.2. VALIDACAO DO CONSUMO ALIMENTAR .........cocomiiiimiiieieeeeeeeeeeeeeee e, 10
1.2.1. Métodos de avaliagao do consumo alimentar.............cc..ceeveeeeieeecieeecieeecee e 10
1.2.1.1. Recordatdrio de 24 horas (R24) ......cueeeeviieeiieeeeeeeeeeee e 10
1.2.1.2. Questiondrio de freqii€éncia alimentar (Q) ........cocveeeirerieriiieiieeiieie e 12
1.2.1.3. Biomarcadores do consumo de NULHIENTES .......cceevueeruerierienienieneeieneenieeie e 13
1.2.2. Processo de validagao do consumo alimentar .............c..ceeveeeeieeecieeecieeecee e 15
1.2.2.1. AJUSEE POT @NETZIA. . .ccuvieuieeitieeiieetieniteeteeetteeteenteeeteeseesaseenseeenseeseesnseeseesnseenseennns 16
1.3. VALIDACAO DO CONSUMO DE ACIDOS GRAXOS ......c.covovveeiereeeeeerseseeerenias 17
1.3.1. Dificuldades inerentes a estimativa de ingestdo de gorduras e acidos graxos............ 17
1.3.2. Biomarcadores do consumo de acidos graxos diet€tiCos..........cevvureruiervuienieerireneenne. 18
1.3.3. Estudos de validagdo do consumo de 4cidos graxos dietétiCoS.........cevvurerrrerrrenennne. 19

vil



1.4. METODO DAS TRIADES ... 25

1.4.1. Métodos das triades em estudos de validagdao do consumo alimentar........................ 25
L4 1.1, INOAUGAO .....uviiieeeiiieee ettt ettt e ettt e e e et e e e eate e e e eeaaseeeeeenaseeeeenssaeaeennes 25
1.4.1.2. Tipos de biomarcadores da ingestao de NULrieNntes ..........cceeveeeieerieeveenieeeveeneene 26
1.4.1.3. Método das triades: conceito (Kaaks, 1997) .....cccceevuieriiiiieniieiieeeeeeeee e 27

1.4.1.4. Técnica “bootstrap” para o calculo do intervalo de confianga de 95% do coeficiente
e VAIAAAR ...t ettt sttt 30

1.4.1.5. Aplicacdo do método das triades em estudos de validagcdo do consumo alimentar.31

1.4.1.6. Limitagoes do método das triades .........cceeeevvieieiiieiiieecieeceeeeee e 38
1.4.1.7. ConsideragOes FINAIS ......c...cccviiiiuiiiiiiieceiie ettt e e eaee e aee e as 38
1.4.2. Método das triades na validagao do consumo de acidos graxos dietéticos................ 39
2. OBUIETIVOS ...ttt bbbttt bbbttt n et 41
2.1, ODBJELIVO GETAL....eouiiieiiiiiieciieeie ettt ettt e s e et e e saeeesbeessbeebeessseesseessseesaesnseens 42
2.2. ObjJetiVOS ESPECITICOS ..ceuviiiuiiiiieiiieitieetieeie ettt ettt ettt e et e eaeesbeesaaeesbeessneeseesaneens 42
3. MATERIAIS E METODOS......cccotiiiiiieriieiieiieeiesesessesssssssssssesesessessses e sssssenes 43
3.1. Delineamento do €STUAO ......eeverieriiiienieieeieseeee et 44
3.1.1. Projeto Piloto VIVA-DF .......oooiiiiiee ettt 44
3.1.2. Estudo de validag¢ao do consumo de acidos graxos dietéticos..........cceevvvrerrrerreenennne. 46
3.2. Recordatorio de 24 horas (R24).........ooocviiioiieeeeeceeeee e 47
3.3. Questionario de freqiiéncia alimentar (Q) .......cceevveerieriiierienieeie e 47
3.3.1. Lista de alimentos .........coouieiiriiniirienieteetesteee ettt 47
3.3.2. Freqiiéncia de consumo e porgdes do questionario de freqiiéncia alimentar ............. 49
3.4. CAICULO A NULTIENLES ....eveentieiieriieteeiie sttt ettt ettt st s nbe e 49
3.5. ANAlise de ACIAOS ZIAXOS ...vieruierurieiieeiieeiie et eiee e eeteeeteeteesabeebeesaaeesseessseenseesnseenseennns 50
3.5.1. EXtracao de LIPIdioS ....eeeueieriieiiieiieeie ettt ettt 50

viil



3.5.2. Separacao de fosfolipidios séricos por cromatografia de camada delgada (CCD).....51

3.5.3. Esterificacdo de acidos graxos dos fosfolipidios plasmaticos............cceeveervverveenennne. 52
3.5.4. Anadlise dos acidos graxos esterificados por cromatografia gasosa..............ccceeeuneenee. 52
3.6. ANALISE EStAtISTICA ..euvvieutieiiiiiieite ettt et e 53

4. APPLICATION OF THE METHOD OF TRIADS IN THE VALIDATION OF A

FATTY ACID FOOD FREQUENCY QUESTIONNAIRE FOR A BRAZILIAN

ADULT POPULATION ..ottt sae et senbessesne s 55
F N a1 1 To1 F OSSOSO PRSPPI 56
INTRODUCTION ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt sae e bt et e sseebeeneesaeenee 57
IMETHODS ...ttt et ettt et b et e et et e eabesatesbeenbesaeenseenseennens 58
Study Population and DESIZN .......eeeviiieiiiieiiieeeiieeciee ettt 58
Food Frequency Questionnaire and 24 Hour Records..........c.coecvieriiiiieniinciieniecieesieeeeens 59
Serum Phospholipids Fatty AcCIAS ......cceeviieiiiiiiiiiiciecieceeee et 60
StAtIStICAL ANALYSES.....iiieiiiiieeiiieiieeie ettt ettt ettt e et e et e e nbeebeeeabeebeeenaeenneas 61
RESULTS ..ttt st ettt sttt et s b et st e et et e s e saeenbeeasesaeenneas .62
DISCUSSION ...ttt ettt ettt b ettt nbe et e satesbe et e saeenbeesesanens 67
ACKNOWLEDGMENTS ...ttt sttt ettt s sae e 73
RETETEIICES ...ttt sttt st sb ettt sb et saeen 74
5. CONCLUSOES GERAIS .......ooietieetceeee et ses s sesis s sen st ses s 80
6. REFERENCIA BIBLIOGRAFICA........otiitiieieiieseieseiesisesiseess s esssssssesees 82
T ANEXOS et 91

X



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

DCNT - doengas cronicas nao transmissiveis
OMS — Organizag¢do Mundial da Satude

AG — écido graxo

AGS — acidos graxos saturados

AGT - acidos graxos trans

AG n-3 — acidos graxos n-3

AG n-6 — acidos graxos n-6

AGM - 4cidos graxos monoinsaturados

DC — doengas coronarianas

AGP — 4cidos graxos poliinsaturados

HDL - high density lipoprotein — lipoproteina de alta densidade
LDL - low density lipoprotein — lipoproteina de baixa densidade
R24 — recordatorio de 24 horas

Q — questionario de freqiiéncia alimentar

R — método de referéncia

RA — registro alimentar

TA — tecido adiposo

ER — eritrocitos

EC — éster de colesterol

FL — fosfolipidios

TG — trigliceridios

USDA - United States Department of Agriculture

I — coeficiente de correlagao



I — ingestao real

B — biomarcador

p - coeficiente de validade

rQB — coeficiente de correlagdo entre o questionario de freqiiéncia alimentar e o
biomarcador

rQR — coeficiente de correlagdo entre o questionario de freqiiéncia alimentar e o método de
referéncia

rBR — coeficiente de correlagdo entre o biomarcador e o método de referéncia
pQI — coeficiente de validade do questionario de freqiiéncia alimentar

pRI — coeficiente de validade do método de referéncia

pBI — coeficiente de validade do bioamrcador

IC 95% - intervalo de confianga de 95%

n — tamanho amostral

EPIC — European Prospective Investigation into Cancer

EPA — eicosapentaenoic acid — acido eicospentaendico

DHA - docosahexaenoic acid — acido docosahexaendico

IBGE — Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

UPAs — unidades probabilisticas de amostragem

N; — nitrogénio

CCD — cromatografia de camada delgada

v — volume

KCI - cloreto de potassio

H,SO4 — 4cido sulfurico

BHT — Butylated hydroxytoluene — hidroxitolueno butilado

KHCO; — bicarbonato de potéssio

x1



LISTA DE TABELAS

Capitulo 1

Tabela 1. Acidos graxos que possuem biomarcadores e suas principais fontes alimentares 19
Tabela 2. Estudos que utilizaram o método das triades para o célculo do coeficiente de
validade do questionario de freqiiéncia alimentar, método de referéncia e biomarcador ....35
Capitulo 3

Tabela 1. Cronograma de aplicagdo dos instrumentos de avaliagdo do consumo alimentar 46
Tabela 2. Percentual de contribuicdo de consumo dos alimentos fontes de acidos graxos
trans citados N0 1% R24. ..ottt 48
Capitulo 4

Table 1. Distribution of fatty acids in serum phospholipids (g/100g of fatty acids) and diet
(%o OF total fatty ACIAS) ..evvvierieeiieiieiie ettt ettt ettt e e eteessaeesbeeseaeenseeesaeenseenens 64
Table 2. Comparison of fatty acid intake (g/100g fat) assessed by the food frequency
questionnaire (Q) and multiple 24 hour recalls (24hR) with phospholipids (PL) fatty acids
(Z/100g FAttY ACIAS) ..eeuvierrieiieeiieeiie ettt te ettt ettt ettt e e te et e sabeetaeesbeesseeenbeensaesnseenneennns 65
Table 3. Validity coefficients of the food frequency questionnaire (Q), multiple 24 hour
recalls (24hR) and the biomarkers (B) of fatty acid intake as calculated for the method of
triads and the 95% CI(NT81) c..ueiiiuiiieeieeee e e 66
Table 4. Agreement of quartile assignment (%) between food frequency questionnaire (Q),

reference method (R) and biomarker (B), n=81 .........ccccooiiiiiiiieiiieeeeeeeeeeee e 67

xii



LISTA DE FIGURAS

Capitulo 1
Figura 1. Método das triades — comparacao triangular entre questionario de freqiiéncia

alimentar (Q), método de referéncia (R) e biomarcador (B) .........ccceovviviiiiiienieeiienieeens 28

Xiil



APRESENTACAO

Este trabalho fez parte do Projeto piloto VIVA-DF, desenvolvido numa parceria

entre o Departamento de Nutricdo (UnB), Departamento de Saiude Coletiva (UnB),

Secretaria de Saude do Distrito Federal e Fundagdo de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da

Saude (FEPECS).

Esta dissertacdo, que abrange a validacdo do consumo de acidos graxos com o uso

de biomarcadores e aplicagdo do método das triades, esta estruturada em tdpicos da

seguinte maneira:

No capitulo 1, apresenta-se a revisdo bibliografica, contemplando os principais
temas abordados na pesquisa. O item 1.4.1 ¢é referente ao texto do artigo
“M¢étodo das triades em estudos de validacao do consumo alimentar”, submetido
a Revista de Saude Publica, para possivel publicacdo. O contelido do artigo
abrange alguns assuntos previamente discutidos em outros itens da revisdo
bibliografica. As referéncias deste artigo se encontram ao final da dissertacao
(capitulo 6), com as demais referéncias utilizadas nesta dissertagao.

Nos capitulos 2 e 3, encontram-se os objetivos e materiais ¢ métodos,
respectivamente, de forma detalhada, abrangendo todo o trabalho.

No capitulo 4, encontra-se o artigo “Application of the method of triads in the
validation of a fatty acid food frequency questionnaire for a Brazilian adult
population”. O artigo encontra-se em inglés, pois foi encaminhado para
avaliacdo pela a Revista Annals of Nutrition and Metabolism. As referéncias
bibliograficas sdo apresentadas de acordo com as normas da revista e

encontram-se no final do artigo.



No capitulo 5, encontram-se as conclusdes gerais, considerando os objetivos do

estudo.

O capitulo 6 apresenta as referéncias bibliograficas gerais de abrangéncia de
toda a dissertagao.

Finalmente, no capitulo 7, encontram-se 0s anexos.



RESUMO

Objetivo: Validar o consumo de acidos graxos dietéticos obtido por meio de um
questionario de freqiiéncia alimentar (Q) em relagdo a multiplos recordatérios de 24 horas
(R) e um biomarcador sangiiineo, em uma populagdo acima de 17 anos do Distrito Federal.
Meétodo: O estudo foi realizado com 81 individuos selecionados aleatoriamente em duas
regides administrativas do Distrito Federal. Foram realizadas visitas domiciliares para
aplicacdo de 4 R e 2 Q, além da coleta sangiiinea para andlise de acidos graxos dos
fosfolipidios séricos dos participantes. O método das triades foi utilizado para verificar a
relacdo entre as 3 varidveis e a ingestdo real (I) utilizando o célculo do coeficiente de
validade (p). Resultados: Os coeficientes de correlagdo (r) encontrados entre 0 Q e o R
variaram de 0,16 a 0,60. Os &cidos graxos 18:1t (rQR=0,54 p<0,01; rQB=0,32 p<0,05;
rBR= 0,38 p<0,05) e 18:2t (rQR=0,55 p<0,01; rQB=0,61 p<0,05; rBR= 0,79 p<0,05)
apresentaram correlacdes moderadas a elevadas para as trés varidveis. Os acidos graxos
saturados e monoinsaturados apresentaram os menores coeficientes de correlagao (r=-0,11
a 0,41). O Q apresentou maiores coeficientes de validade para os acidos graxos 15:0,
18:2n-6 e 22:6 n-3. Para o 18:1t e 18:2t, coeficientes de validade moderados a elevados
foram observados, variando de 0,47 (pBI18:1t) a 0,93 (pBI18:2t). Conclusdes: O
questionario de freqiiéncia alimentar foi capaz de classificar individuos de acordo com a
ingestdo de acidos graxos, particularmente para o 15:0, total de 4cidos graxos saturados,
18:2 n-6, 18:1t, 18:2t, 22:6 n-3 e total de acidos graxos n-3. Este Q pode ser considerado

um instrumento util para avaliar a ingestdo de acidos graxos nesta populacao.

Palavras-chave: método das triades, consumo de acidos graxos, questionario de freqiiéncia

alimentar, fosfolipidios séricos, biomarcadores, lipidios, acidos graxos trans.



ABSTRACT

Objective: In order to investigate the relationship between fatty acid (FA) intake and
chronic diseases in an adult population from Brazil, a FA food frequency questionnaire (Q)
validation study was conducted applying the method of triads, using multiple 24 hour
recalls as the reference method (R) and serum phospholipids as the biomarker (B).
Methods: Eighty-one randomly selected individuals were home-interviewed for the
application of two 60-item Q and four 24hR and collection of blood samples to analyze FA
composition of serum phospholipids. The method of triads, using the validity coefficient
(p), was applied to analyze the relation between the 3 measurements and the true intake (T).
Results: The correlations (r) between the Q and 24hR ranged from 0.16 to 0.60. The trans
FA 18:1t (rQR=0.54 p<0.01; rQB=0.32 p<0.05; rBR= 0.38 p<0.05) and 18:2t (rQR=0.55
p<0.01; rQB=0.61 p<0.05; rBR= 0.79 p<0.05) showed moderate to strong correlations for
all three measurements. Saturated and monounsaturated FA showed the weakest
correlations (r=-0.11 to 0.41). In general, the Q presented the highest validity coefficients
for the FA 15:0, 18:2 n-6 and 22:6 n-3. For 18:1t and 18:2t, moderate to strong p were
observed, ranging from 0.47 (pBT18:1t) to 0.93 (pBT18:2t). Conclusions: The Q was able
to rank individuals according to their FA intake, particularly for the 15:0, total saturated
FA, 18:2 n-6, 18:1t, 18:2t, 22:6 n-3 and total n-3 FA. This Q could be a valuable instrument

to measure the FA intake in the study population.

Key words: method of triads, fatty acid intake, food frequency questionnaire, serum

phospholipids, biomarker, dietary fats, trans fatty acids.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA



1.1. DOENGCAS CRONICAS NAO TRANSMISSIVEIS E O CONSUMO

ALIMENTAR

1.1.1. Doencas crbnicas ndo transmissiveis: conceito e epidemiologia

As doengas cronicas nao transmissiveis (DCNT) se caracterizam por ter uma
etiologia incerta, multiplos fatores de risco, longos periodos de laténcia, curso prolongado,
origem nao infecciosa e por estarem associadas a deficiéncias e incapacidades funcionais.
Entre as DCNT mais importantes destacam-se o diabetes, as neoplasias, as doengas
cardiovasculares e as respiratorias cronicas (OPAS, 2005).

A Organizacao Mundial da Saude (OMS) estimou que as DCNT foram responsaveis
por aproximadamente 60% das mortes no mundo em 2001 (WHO/FAO, 2002). No Brasil,
naquele mesmo ano, as DCNT responderam por 62% das mortes ¢ 39% de internagdes no

Sistema Unico de Saude (Achutti ¢ Azmbuja, 2004).

1.1.2. Consumo alimentar e fatores de risco para o desenvolvimento de doencas

crénicas ndo transmissiveis

O aumento na prevaléncia das DCNT ¢ conseqiiéncia de multiplos fatores dentre
eles os genéticos. Entretanto, atualmente aceitam-se como fatores de risco principais as
mudangas do estilo de vida, associados a avangos tecnoldgicos nos ultimos 50 anos
(WHO/FAO, 2003). A industrializacdo, a urbanizagdo e¢ a globalizacio da economia
ocasionaram melhoria na qualidade de vida, particularmente nos paises em
desenvolvimento, com impactos significativos no estado de satde da sua populagao. Como
conseqiiéncia, ocorreram mudangas no padrdo alimentar, com aumento no consumo de

alimentos com alta densidade energética, ricos em gordura, principalmente a saturada, e



ricos em carboidratos refinados (WHO/FAO, 2003). Os novos padrdes de consumo
associados ao sedentarismo da vida moderna contribuiram para o quadro atual de alta
prevaléncia de DCNT. Além do consumo alimentar e inatividade fisica, tabagismo,
consumo excessivo de alcool, excesso de peso, hipertensdo arterial e dislipidemias também
sdo considerados fatores de risco para as DCNT (INCA, 2004).

No Brasil, em 2007 foi divulgado o resultado da pesquisa VIGITEL — Vigilancia de
Fatores de Risco para Doengas Cronicas por Inquérito Telefonico. Neste estudo, foi
verificada a prevaléncia auto-referida para os principais fatores de risco para DCNT em 26
estados brasileiros ¢ no Distrito Federal. No DF, a prevaléncia dos fatores de risco para
DCNT foi: tabagismo — 17%, excesso de peso (IMC > 25kg/m?) — 40%, consumo irregular
de frutas e hortalicas — 49%, inatividade fisica — 32%, consumo excessivo de alcool — 16%
(VIGITEL, 2007).

Considerando o consumo alimentar um fator de risco modificavel para o
desenvolvimento de DCNT, tem-se aumentado o interesse em se avaliar a ingestdo de
alimentos em estudos epidemioldgicos. Atualmente, sabe-se que alguns nutrientes, como
acidos graxos saturados (AGS), acidos graxos trans (AGT), colesterol e carboidratos
refinados, possuem efeito promotor, enquanto outros, como fibras, fitoesterdis, acidos
graxos N-3 (AG n-3) e acidos graxos monoinsaturados (AGM), apresentam efeito protetor
no desenvolvimento das DCNT (WHO/FAO, 2002).

No entanto, a avaliacdo do consumo alimentar ¢ considerada mais complexa do que
a maioria dos fatores de risco para as DCNT. Um dos motivos ¢ o fato da dieta estar
relacionada a varias exposigdoes fortemente correlacionadas entre si (ex.: todos os
individuos consomem gorduras, fibras e vitamina A). Além disso, os individuos
desconhecem a composicdo dos alimentos que consomem, sendo esta estimativa feita de

maneira indireta pelo relato do consumo de alimentos ou por medidas bioquimicas, estando,



portanto, sujeita a erros (Willett, 1998a).

1.1.3. Acidos graxos dietéticos e doencas cronicas ndo transmissiveis

O interesse em conhecer o consumo de diferentes acidos graxos teve inicio na
década de 60, quando foi realizado o “Seven Countries Study” (Finlandia, Grécia, Italia,
Japdo, Estados Unidos, Iugoslavia e Holanda), devido a baixa prevaléncia de doencas
coronarianas (DC) no sudeste europeu (Keys, 1984). Neste estudo foi observado que os
acidos graxos saturados apresentavam forte correlagdo com a incidéncia e mortalidade por
DC (r=0,84). Além disso, foi observado que o consumo total de gordura ndo estava
relacionado com o desenvolvimento de DC, pois tanto os paises com baixa, quanto os com
elevada prevaléncia de DC apresentaram semelhante percentual de consumo do total de
energia proveniente de lipidios (Willett, 2005).

A partir do estudo de Hegsted (1986) foi possivel observar que os niveis de
colesterol sangiiineo estavam diretamente relacionados com o consumo de AGS e
inversamente relacionados com a ingestao de acidos graxos poliinsaturados (AGP). Estes
trabalhos serviram como base para as recomendacdes dietéticas dos anos 60 e 70 em varios
paises desenvolvidos, como Estados Unidos, Reino Unido e Australia, onde os AGS
deveriam ser substituidos pelos AGP (Willett, 2005). Com isso, nos 25 anos seguintes, 0
consumo de AGP em varios paises praticamente dobrou e as taxas de DC reduziram em
aproximadamente 50% (Willett, 1998b). No entanto, os pesquisadores notaram que essa
redugdo provavelmente ndo era reflexo apenas da alteracdo no tipo de gordura consumida,
mas de um conjunto de fatores (Willett, 2005).

Na década de 80, considerando que a maioria da populagdo provavelmente teria

dificuldades em entender as diferencas entre os tipos de gordura, os paises ocidentais



passaram a recomendar uma reducdo no consumo total de lipidios, apesar do objetivo ser a
reducdo do consumo de AGS. Com isso, foi disseminada a idéia de que o consumo de
gorduras fazia mal a saude, influenciando varios guias de recomendagdo dietética no
mundo inteiro, como o proposto pela Organizagdo Mundial de Saude. A producdo de
produtos livres de gordura cresceu, sendo a gordura substituida, muitas vezes, por
carboidratos refinados. Nesta mesma época a obesidade teve grande aumento nos Estados
Unidos e paises do nordeste europeu. No final da década de 80, houve uma redugdo do
declinio da mortalidade por DC, atingindo um platé (Willett, 2005).

Meninsk e Katan foram um dos pioneiros a estudar a relagdo entre o consumo dos
acidos graxos monoinsaturados (Meninsk e Katan, 1987) e de configuragdo trans (Meninsk
e Katan, 1990) no desenvolvimento das DCNT. Em um de seus estudos, os autores
compararam o efeito da substituicio de AGS por AGM e carboidratos complexos.
Observou-se uma redugdo nos niveis de colesterol total sangiiineo em ambos os grupos. No
entanto, na dieta rica em carboidrato, houve aumento dos trigliceridios e redu¢do da
lipoproteina de alta densidade (HDL) (Meninsk e Katan, 1987). Em estudo subseqiiente, os
autores compararam o efeito da substituicdo de 10% de AGS por AGT, proveniente de
6leos parcialmente hidrogenados. Apesar da lipoproteina de baixa densidade (LDL) ter sido
semelhante entre os grupos, o grupo que recebeu a dieta rica em AGT apresentou redugdo
nos niveis de HDL, alterando a razdo LDL/HDL (Meninsk e Katan, 1990).

Atualmente, sabe-se que o tipo de acido graxo (AG) consumido tem grande
influéncia no desenvolvimento das DCNT. Existe consenso de que os AG laurico (12:0),
miristico (14:0) e palmitico (16:0) elevam os niveis de LDL. No entanto, o 4cido estedrico
(18:0), que também ¢ um AGS, tem um efeito neutro ou um pequeno efeito de redugdo nos
niveis de LDL. Além disso, o acido oleico (18:1n-9) reduz o LDL e aumenta o HDL,

enquanto o seu isomero trans — o acido elaidico (18:1t9) — aumenta o LDL e reduz os



niveis de HDL. Os 4cidos graxos poliinsaturados de origem marinha, como o
eicosapentaenodico (20:5n-3) e docosahexaendico (22:6n-3) reduzem os niveis de
trigliceridios plasmaticos. Por isso, torna-se importante avaliar a ingestdo de cada éacido

graxo individualmente (Cantwell, 2000).

1.2. VALIDACAO DO CONSUMO ALIMENTAR

1.2.1. Métodos de avaliacdo do consumo alimentar

1.2.1.1. Recordatorio de 24 horas (R24)

O R24 ¢ um instrumento de avaliagdo do consumo alimentar onde o entrevistador
solicita ao participante informag¢des detalhadas sobre o consumo das 24 horas anteriores ou
do dia anterior (Buzzard, 1998). Trata-se de um método que avalia o consumo atual por
meio da ingestdo absoluta dos nutrientes. Esta técnica apresenta como vantagens o fato de
poder ser aplicada em populacdes com baixa escolaridade e ndo alterar o habito alimentar
do entrevistado (Fisberg, Martini e Slater, 2005).

Os erros de medidas dos recordatérios de 24 horas estdo relacionados com a
memoria do entrevistado, que varia de acordo com sexo e idade e com dificuldades na
estimativa da por¢ao consumida de cada alimento relatado (Pereira e Sichieri, 2007). Além
disso, o entrevistador deve ser bem treinado para que a entrevista seja conduzida de
maneira a auxiliar o participante a recordar os alimentos consumidos sem influencid-lo na
resposta. Outra desvantagem deste método ¢ que a aplicagdo de um R24 nao representa o
habito alimentar do individuo. Por isso, quando o objetivo ¢ conhecer o consumo habitual

de uma populacao, ha a necessidade de se utilizar multiplos R24 (Freedman et al, 2004).
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Ao utilizar multiplos R24, recomenda-se que os dias de aplicagdo ndo sejam
consecutivos, pois além de reduzir a motivacdo do individuo, o consumo entre dias
consecutivos ¢ correlacionado, aumentando as fontes de erro na estimativa da ingestao
alimentar (Buzzard, 1998).

O numero de dias necessarios para a aplicagdo do R24 vai depender do nivel de
precisdo desejado e do nutriente de interesse. Por exemplo, se o interesse for conhecer o
consumo de vitamina A (nutriente com elevada variagdo intrapessoal) em uma populagio,
faz-se necessaria a aplicagdo de 20 a 50 R24 para se conhecer o consumo habitual do
individuo. Entretanto, para os macronutrientes, recomenda-se que sejam utilizados de 3 a
10 recordatorios (Gibson, 2005).

Para que este instrumento seja utilizado em estudos de validacdo do consumo
alimentar, ¢ necessario que ele forneca informagdes acuradas, principalmente em relagao ao
tamanho das porcdes ingeridas. O R24 tende a superestimar a ingestdo de nutrientes em
aproximadamente 10%. Além disso, o programa para o célculo dos nutrientes deve ser
confidvel. Ao se comparar o teor de nutrientes dos alimentos estimados por meio de tabelas
de composi¢do com a analise dos alimentos, observou-se uma subestimagdo de 5 a 10%
pelas tabelas de alimentos, provavelmente por estas ndo apresentarem informacdes
completas do teor de nutrientes para todos os alimentos. Finalmente, o0 R24 deve estimar a
ingestdo habitual de maneira precisa. Para avaliar a precisdo desta estimativa, o R24 pode
ser comparado com outros instrumentos, como registro alimentar ou biomarcadores

(Buzzard, 1998).
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1.2.1.2. Questionario de frequéncia alimentar (Q)

Atualmente o Q ¢ considerado o melhor instrumento para avaliar o consumo
alimentar a longo prazo em estudos epidemiologicos que relacionam a alimentagdo com a
ocorréncia de DCNT (Slater et al, 2003). Neste método, o entrevistado relata a freqiiéncia
habitual de consumo de cada item de uma lista pré-definida de alimentos em relacdo a um
determinado periodo de tempo (Subar et al, 2001). As principais vantagens deste
instrumento sdo a rapidez e a eficiéncia na pratica epidemiologica para identificar o
consumo habitual de alimentos (Lopes et al, 2003). O Q é composto basicamente por uma
lista de alimentos e a freqiiéncia de consumo, podendo ou ndo incluir o tamanho das
porc¢des consumidas dos alimentos (Cade, 2002). Geralmente, o tempo de referéncia do Q ¢
o ano precedente, podendo variar de acordo com o objetivo do estudo e nutrientes de
interesse (Slater et al, 2003)

Para compor a lista de alimentos de um Q, um alimento ¢ considerado informativo
quando ¢ consumido com certa freqiiéncia por um nimero razoavel de individuos, quando
contém uma quantidade significativa do nutriente de interesse ou quando seu consumo
varia entre os individuos. Se existir na lista dois alimentos com consumo fortemente
correlacionado, ndo ¢ necessario incluir estes dois alimentos no Q (Willett, 1998c¢).

Virias técnicas foram propostas para elaboracao da lista de alimentos do Q. Dentre
elas destaca-se a proposta por Willett (1998c) e outra proposta por Block (1986). Willett
(1998c) recomenda o célculo da contribui¢do de cada alimento para variagcdo interpessoal
de cada nutriente de interesse por meio de analise de regressdo stepwise, onde a variavel
dependente seria a ingestao total do nutriente de interesse e as varidveis independentes o
teor do nutriente de interesse em cada alimento consumido. Esta técnica permite identificar

os alimentos que mais discriminam os individuos de acordo com sua ingestdo. O método
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proposto por Block et al (1986) permite conhecer quais os alimentos que mais contribuem
para ingestdo total do nutriente de interesse, a partir da aplicacdo de um R24. Os alimentos
relatados no R24 devem ser ordenados de acordo com o seu percentual de contribui¢do para
cada nutriente de interesse. Os alimentos que contribuem com até 90% da ingestdo total
devem fazer parte da lista de alimentos (Block et al, 1986).

A freqliéncia de consumo pode ser registrada em varias unidades de tempo, como
dias, semana ou anos. Geralmente, sdo utilizadas perguntas simples e respostas fechadas,
que variam de 5 a 10 opgdes (Slater et al, 2003).

Outro aspecto importante do Q é a descricdo das por¢des consumidas de cada
alimento. O uso de por¢des pré-definidas em pequena, média e grande tem apresentado

vantagem, por facilitar o entendimento pelo entrevistado (Willett, 1998c).

1.2.1.3. Biomarcadores do consumo de nutrientes

Os marcadores biologicos sao medidas ou dosagens de nutrientes em fluidos,
tecidos e excrecdes corporais que indicam o status nutricional em relacdo a ingestao ou
metabolismo de nutrientes (Potischman e Freudenheim, 2003). Estudos epidemiolédgicos
tém utilizado biomarcadores com o objetivo de substituir a estimativa de ingestao dietética
atual; avaliar a quantidade de nutriente disponivel nos tecidos apds absorcdo e
metabolismo; ou como medidas complementares em estudos de validacdo da ingestao
alimentar (Hunter, 1998; Potischman e Freudenheim, 2003). Para que os biomarcadores
sejam utilizados em estudos de validagao, € necessario que eles apresentem relacao direta
com os nutrientes ingeridos (sensibilidade a ingestao) (Blanck et al, 2003).

A principal vantagem do uso de biomarcadores em estudos de validagado ¢ a
existéncia de erros independentes dos métodos tradicionais de avaliagcdo do consumo

alimentar (Bingham, 2002). Por exemplo, a concentracao dos marcadores bioldgicos ¢
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independente da memoria do individuo, da biodisponibilidade do nutriente no alimento e
das tabelas de composi¢ao nutricional — fatores relacionados ao Q e R24 — sendo

considerados medidas mais objetivas da ingestdo dietética (Hunter, 1998; Marshall, 2003).

No entanto, os biomarcadores sofrem influéncia de fatores além da ingestao
alimentar, como metabolismo, absor¢do e excrecdo de nutrientes e, apesar de se conhecer
biomarcadores para varios nutrientes, ainda existem nutrientes que nao possuem
marcadores bioldgicos (Potischman, 2003). Estes marcadores também estio sujeitos a erros
inerentes a analise laboratorial e, por isso, é necessaria a utilizagdo de técnicas de controle
de qualidade durante a coleta, armazenamento e analise das amostras biologicas (Hunter,
1998). Outra limitagdo ¢ o tempo de referéncia, pois muitos biomarcadores refletem a
ingestao a curto prazo, o que ndo ¢ interessante para estudos epidemioldgicos que estudam
a relacdo entre dieta e doencgas cronicas. Para tentar reduzir esta fonte de erros, recomenda-
se a coleta de amostras repetidas durante um longo periodo de tempo (Van’t Veer et al,
1993).

Segundo Kaaks et al (2002) os biomarcadores podem ser classificados em:

e Marcadores de recuperagdo:
Referem-se a medidas precisas e quantitativas do balanco fisioldgico entre a ingestdo e
excre¢do de um composto. Exemplos: nitrogénio urinario de 24 horas (marcador da
ingestdo de proteinas), excre¢do urindria de potassio e sodio (ingestdo de potassio e

sodio) e dgua duplamente marcada (marcador do consumo energético) (Kaaks et al,
2002).

Os marcadores de recuperagdo apresentam relagdo quantitativa direta com a
ingestdo alimentar, sendo considerados medidas de referéncia validas. Por exemplo, sabe-se
que para qualquer individuo em balango energético e protéico, o nitrogénio urinario de 24
horas corresponde a aproximadamente 80% da ingestdo de proteinas. Considerando que a

concentragdo de nitrogénio em diferentes tipos de proteina ¢ relativamente constante, ¢
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possivel estimar o consumo protéico absoluto de um individuo a partir da quantidade de
nitrogénio excretada na amostra urindria de 24 horas (Kaaks et al, 2002).
e Marcadores de concentragao:

Sdo marcadores baseados na concentragdo de um composto especifico, em um
determinado periodo de tempo. A concentragdo pode ser avaliada em diferentes tecidos
como plasma sangiiineo (vitamina C, carotendides), fracdes lipidicas (perfil de acidos
graxos dos fosfolipidios), tecido adiposo (&cidos graxos, tocoferois) (Potischman, 2003).

Os biomarcadores de concentragdo ndo podem ser transformados em niveis de
ingestdo absoluta, mas apenas fornecer uma correlagdo com o consumo alimentar obtido
por inquéritos (Q, R24, etc). Além disso, seus niveis sdo expressos sem nenhuma unidade
de tempo, diferente dos biomarcadores de recuperacdo (ex.: agua duplamente marcada —

permite o calculo do gasto energético didrio) (Kaaks et al, 2002).

1.2.2. Processo de validagdo do consumo alimentar

Em estudos epidemiologicos, o Q ¢ considerado o instrumento mais apropriado para
avaliar o consumo alimentar, devendo ser validado para cada populacdo especifica.
Entretanto, a inexisténcia de um método padrao-ouro de avaliagdo do consumo alimentar
dificulta a estimativa da ingestdo nutricional real em estudos populacionais (Willett e
Lenart, 1998). Por isso, o Q muitas vezes, ¢ comparado a um método de referéncia (R),
como multiplos R24 ou registro alimentar (RA) de varios dias.

Uma das limita¢des de se utilizar inquéritos alimentares como método de referéncia
(multiplos R24 ou RA) nos estudos de validagdo ¢ que os erros de medidas de ambos os
instrumentos estdo correlacionados, ou seja, tanto o instrumento que estd sendo testado (Q)

quanto o de referéncia (R) estdo sujeitos aos mesmos tipos de erros aleatorios e
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sistematicos, como vieses de memoria, do entrevistador e erro na estimativa da ingestao
alimentar. Esta limitagdo pode superestimar a correlagdo entre o R ¢ o Q (Beydoun et al,
2007).

Neste contexto, o uso de marcadores biologicos do consumo alimentar pode ser
vantajoso, uma vez que os erros aleatorios dos biomarcadores sdo considerados
independentes dos erros inerentes aos inquéritos nutricionais. No entanto, para incluir as
estimativas de ingestdo do biomarcador no modelo de erros de medida, os erros aleatorios
nao devem ser correlacionados ao longo do tempo, o que é observado apenas com o uso de
biomarcadores de recuperacdo. Entretanto, foram identificados biomarcadores de
recuperagdo para poucos nutrientes até o momento. Pelo fato deste tipo de marcador
bioldgico fornecer medidas absolutas da ingestdo dietética, os mesmos podem substituir os
métodos de referéncia nos estudos de validacdo, pois estes biomarcadores possuem erros
ndo correlacionados com o Q (Kaaks et al, 2002).

Uma das solugdes propostas para os nutrientes que nao possuem biomarcadores de
recuperagdo ¢ o ajuste por energia, uma vez que o consumo energético total esta
relacionado com outros fatores além da ingestdo alimentar. Este ajuste também pode ser
realizado quando uma das fontes de erro do Q for devido ao sub-relato dos individuos, pois
0 ajuste por energia parece reduzir as correlagdes entre os erros aleatérios do Q e R (Kaaks

et al, 2002).

1.2.2.1. Ajuste por energia

Willett e Stampfer (1986) recomendam o ajuste dos nutrientes pela energia consumida
em estudos epidemioldgicos, pois o consumo de energia pode ser um determinante
primario do desenvolvimento de doencas; as diferencas individuais da ingestao caldrica
produzem variacdo na ingestdo de nutrientes especificos, uma vez que o consumo da
maioria dos nutrientes apresenta correlacao positiva com o total de energia; e o consumo
de energia, mesmo quando ndo ¢ considerado causa direta de doenga, pode confundir os
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efeitos de nutrientes especificos no desenvolvimento de doencas (Willett e Stampfer,
1986).

Na pratica, o ajuste por energia pode ser comparado aos estudos realizados com
animais, onde s3o fornecidas dietas isocaloricas para se verificar o efeito do consumo de
diferentes quantidades de nutrientes entre os diferentes grupos (Willett e Stampfer, 1986).

A variacdo interpessoal da ingestdo energética ¢ influenciada pelo tamanho
corporal, nivel de atividade fisica e eficiéncia metabolica de cada individuo. Todos esses
fatores podem confundir as relagdes da ingestdo absoluta de um nutriente e o risco de
desenvolvimento de doengas. Além disso, as medidas absolutas de ingestdo contém,
geralmente, grau de medida de erros substancial, que pode ser reduzido com o ajuste por

energia (Plummer e Kaaks, 2003).

1.3 VALIDACAO DO CONSUMO DE ACIDOS GRAXOS

1.3.1. Dificuldades inerentes a estimativa de ingestédo de gorduras e acidos graxos

O interesse em se utilizar biomarcadores do consumo de acidos graxos dietéticos
surgiu com o papel controverso do consumo de acidos graxos e as doengas cronicas. Entre
as dificuldades inerentes a avaliacdo do consumo de gorduras pelos inquéritos nutricionais,
destacam-se (Cantwell, 2000; Arab, 2003):

e tendéncia ao sub-relato dos individuos, em especial dos obesos, devido as
implicagdes sociais do consumo de gorduras;
e deficiéncia dos bancos de dados em relagdo a composicdo de acidos graxos dos

alimentos;
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e dificuldade de se reconhecer e quantificar todos os alimentos fontes de gorduras
consumidos, como quantidade de 6leo adicionada em cada preparacdo, que muitas
vezes foi feita por outra pessoa que ndo o entrevistado;

e variagdo do teor de acidos graxos, em especial dos AGT, nas diferentes marcas de

um determinado alimento ou produto fonte de gordura.

1.3.2. Biomarcadores do consumo de acidos graxos dietéticos

Para avaliar o consumo de AG ainda inexistem biomarcadores de recuperacdo. Os
biomarcadores de concentragdo mais utilizados nos estudos de validagdo da ingestdo de
AGs sao: o perfil de acidos graxos do tecido adiposo (TA), da membrana dos eritrocitos
(ER), do plasma e soro total e das fracdes éster de colesterol (EC), fosfolipidios (FL) e
trigliceridios (TG) séricas e plasmaticas (Cantwell, 2000). A composi¢ao de 4cidos graxos
do TA parece refletir o consumo a longo prazo, devido ao seu lento turnover (1 a 2 anos)
(Cantwell et al, 2004). Os demais métodos sdo considerados menos invasivos podendo
refletir o consumo do dia anterior (TG), o consumo de semanas (EC) ou meses anteriores
(FL, ER) (Arab e Akbar, 2002).

A andlise da concentragdo dos AG em amostras biologicas deve considerar os
processos de sintese, elongacdo e dessaturacdo que ocorrem endogenamente (Arab e Akbar,
2002). Os AG marcadores que melhor refletem a sua ingestdo sdo aqueles que ndo
apresentam sintese enddgena ou sdo sintetizados em pequenas quantidades (tabela 1). Por
1sso, espera-se que 0 AGS e AGM de tecidos biologicos apresentem baixa correlagdo com
sua ingestdo. No entanto, apesar dos AGS apresentarem sintese enddgena, isso raramente
ocorre quando o consumo de energia ¢ adequado e o consumo de gorduras ¢ superior a 25%

(Arab e Akbar, 2002). A interpretacdo destes marcadores deve ser feita de maneira
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cuidadosa, pois muitas vezes sdo expressos como percentual relativo do total de acidos
graxos, ou seja, o aumento na ingestdo de um AG resulta na redugdo relativa de outro AG

(Hunter, 1998).

Tabela 1. Acidos graxos que possuem biomarcadores e suas principais fontes alimentares.

Acido Graxo Principais fontes alimentares Referéncia
15:0e17:0 Produtos lacteos Smedman et al, 1999
18:2n-6 Oleos vegetais (ex.: milho, soja e canola) ~ Martin et al, 2006
18:3n-3 Oleo de linhaca Martin et al, 2006
20:4n-6 Peixes de dgua doce (ex.: tilapia) Martin et al, 2006
20:5n-3e 22:6n-3 Peixes de origem marinha (ex.: sardinha e Katan, Zock,
salmao) Meninsk, 1994
18:1-9t; 18:2-t9t12 Produtos que contém 6leos parcialmente Gebauer, Psota, Kris-
hidrogenados em sua composi¢ao Etherton, 2007
16:1t; 18:1-11t; Carne de ruminantes e produtos lacteos Gebauer, Psota, Kris-
18:2-cotll e Etherton, 2007

18:2-t10c12

1.3.3. Estudos de validacdo do consumo de acidos graxos dietéticos

Devido as dificuldades inerentes a avaliagdo do consumo de gorduras pelos
inquéritos nutricionais, a maioria dos estudos de validacdo do consumo de AG dietéticos
tem utilizado biomarcadores (Arab, 2003). Entre os biomarcadores mais utilizados, destaca-
se o perfil de AG do tecido adiposo, pois o seu periodo de referéncia (1 a 2 anos) se
aproxima do tempo de referéncia do Q, principalmente quando o objetivo € relacionar o
consumo de determinados AG com as DCNT (Hunter, 1998). No entanto, a analise de AG
do tecido adiposo ¢ considerada invasiva e dispendiosa (Arab, 2003) e, alguns estudos, ao

comparar o perfil de AG do TA com o de outras amostras biologicas, mostraram resultados
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semelhantes ao tecido adiposo (Kabagambe et al, 2001; Baylin et al, 2005; Brevik et al,
2005). E importante ressaltar que, mesmos os estudos pioneiros de validagio do consumo
de AG ja analisavam o consumo e perfil de acidos graxos trans em diferentes amostras
bioldgicas (London et al, 1991; Nikkari et al, 1995; Garland et al, 1998).

Um dos primeiros estudos de validacdo do consumo de AG foi realizado com 115
mulheres americanas no periodo pos-menopausa, em 1987 (London et al, 1991). As
voluntarias responderam um Q previamente validado em relagdo ao registro alimentar de 28
dias, que continha 116 itens. Os dados do Q foram comparados ao perfil de AG do tecido
adiposo, onde foram encontradas correlagdes moderadas para os AGP (r=0,37), AG n-3 de
origem marinha (r=0,48) e AGT (r=0,51). Entretanto, foram encontradas correla¢des baixas
para os AGS (r= 0,16) e AGM (r=0,07). Posteriormente, em estudo realizado com uma
sub-amostra do “The Nurses’ Health Study”, onde o perfil de AG do tecido adiposo
também foi utilizado como biomarcador, porém comparado com dados de registro
alimentar de 2 semanas e 2 Q, foi encontrada correlacdo mais baixa para os AGT (r=0,40) e
correlacdio moderada para o 18:2n-6 (r=0,37). Neste estudo, foi feita a andlise de 84
alimentos para se estimar o consumo de AGT (Garland et al, 1998).

O estudo de Nikkari et al (1995) foi um dos pioneiros a utilizar o perfil de acidos
graxos de fragdes lipidicas do soro sangiiineo como marcadores do consumo de AG
dietéticos. Neste estudo, o consumo alimentar foi estimado pelo registro alimentar de 7 dias
em 84 individuos finlandeses, no ano de 1983. Os autores encontraram correlagoes
moderadas a altas para os acidos graxos n-6 (AG n-6) e 20:5n-3 (r=0,36 a 0,73) nos
trigliceridios, fosfolipidios e éster de colesterol séricos. Diferente dos estudos anteriores,
foram encontradas correlacdes moderadas para os AGS no TG (r=0,57) e EC (r=0,54).
Entretanto, ndo foram encontradas correlagdes positivas entre o consumo de AGM e seu

perfil nas trés fragdes séricas analisadas (Nikkari et al, 1995).
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Em 1989, foi realizado um estudo para avaliar o risco de aterosclerose em
comunidades americanas (ARIC — “Atherosclerosis Risk in Communities”), onde os perfis
de AG das fragdes EC e do FL foram comparados com o consumo de AG estimado por um
Q de 66 itens previamente validado. Novamente, as menores correlagdes foram encontradas
para AGS (rEC=0,23 e rFL=0,15) ¢ AGM (rEC=0,01¢ rFL= 0,05). As maiores correlagdes
foram encontradas para o 22:6n-3 (rEC=0,58 e rFL=0,55) (Ma et al, 1995).

Estudos do tipo caso-controle também s3o considerados uteis na validagdo do
consumo alimentar. Os resultados de 4 estudos caso-controle realizados no periodo de 1987
a 1992 foram publicados por Zock et al (1997), utilizando o perfil de AG da fragdo EC
como biomarcador do consumo de AG. Os autores observaram que cada 10% de energia
consumida como acido linoleico (18:2n-6) correspondia a um aumento de 9,3g/100g de AG
de 18:2n-6 no EC. Para o acido oléico, o aumento foi de 6,5g/100 de AG no EC; e para os
AGT, este aumento foi de 1,1g/100g de AG no EC. Este tipo de andlise ¢ particularmente
interessante para estudos experimentais, pois € possivel estimar o grau de adesdo dos
individuos as modificagdes dietéticas propostas (Zock et al, 1997). Um estudo randomizado
de interven¢do realizado com mulheres no periodo pds-menopausa (n=66) comparou a
alteracdo no perfil de AG dos ER e fragdes EC e FL plasmaticas em resposta a uma dieta
com baixo (17%) e moderado (34%) teor de lipidios (% de energia). Os autores concluiram
que os AGS, AGM, AG n-6 e os AG que ndo apresentam sintese endogena foram sensiveis
as dietas consumidas e que, o perfil de AG dos trés bimarcadores atuou de forma
semelhante (King, Lemaitre e Kestin, 2005).

No estudo realizado em uma amostra da Costa Rica (n=503) com o objetivo de
verificar quais os AG do tecido adiposo poderiam ser considerados biomarcadores
adequados do seu consumo em relagdo a um Q previamente validado, os melhores

indicadores do consumo de AGT foram tc18:2n-6 (r=0,58) e ct18:2n-6 (r=0,58). Os AG
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15:0 e 17:0 apresentaram as melhores correlagdes com o consumo de produtos lacteos
(r15:0=0,31; r17:0=0,31 ) e o 22:6n-3 para a ingestdo de peixes (r=0,15) (Baylin et al,
2002).

O estudo realizado com 105 adultos irlandeses analisou 225 alimentos em relacao
ao teor de AG para utiliza-los na estimativa do consumo de AG. Os autores compararam o
perfil de AG do tecido adiposo com o seu consumo por meio de um Q e histdria dietética.
Ao comparar o Q e biomarcador (B), foram encontradas correlagdes moderadas para o
18:2n-6 (r=0,49) e baixa para o AGT (r=0,17) (Cantwell et al, 2004).

Em estudo recente com o objetivo comparar o perfil de AG plasmatico ¢ o
eritrocitario em relacdo ao consumo de AG, estimado por meio de um Q previamente
validado, foram observadas maiores correlagdes para o 20:5n-3 (r=0,38), 22:6n-3 (r=0,56)
e AGT (r=0,43) dos eritrocitos. Os autores concluiram que os AG de origem marinha e os
de configuragdo trans dos ER podem ser considerados biomarcadores adequados do
consumo destes AG (Sun et al, 2007).

Alguns estudos tém avaliado alimentos marcadores da ingestdo de determinados
acidos graxos em relagdo ao perfil de AG em diferentes amostras bioldgicas. Em 1995, foi
realizado um estudo com 234 mulheres da Noruega, com o objetivo de verificar a relacao
entre o consumo de peixes e produtos marinhos e perfil de AG no FL. Os autores
encontraram correlagcdes moderadas para o 20:5n-3 (r=0,58) e 22:6n-3 (r=0,53) (Hjartaker,
Lund, Bjerve, 1997).

A validacdo de questiondrios de freqiiéncia alimentar com enfoque no consumo de
AGT se tornou mais precisa a partir a década de 90, quando os bancos de dados comegaram
a informar o conteudo de AGT nos alimentos, como mostra o estudo de Lemaitre et al
(1998), que utilizou como banco de dados as informag¢des do United States Department of

Agriculture (USDA). Este estudo foi realizado com 51 individuos residentes em
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Washington. Para estimar o consumo de gorduras foi utilizado um Q previamente validado
em relacdo a 16 R24 (r=0,74 para energia proveniente da gordura). Ao comparar ingestao
total de AGT (2,24g — 5% do total de gorduras da dieta) com o seu perfil no tecido adiposo,
foi encontrada correlagdo de 0,67 para homens e 0,58 para mulheres (Lemaitre et al, 1998).

O perfil de AGT nos FL plasmaticos foi testado como biomarcador do consumo de
margarina ¢ manteiga, em estudo realizado na Nova Zelandia. Os autores encontraram
correlacdes moderadas a elevadas para os isdmeros trans (r= 0,57 a 0,63), com exce¢ao do
18:1n-7t (r=0,30) ao comparar o perfil destes AG com o consumo do total de lipidios das
margarinas (Skeaff e Gowans, 2006).

Ao avaliar o uso do acido linoleico conjugado (18:2-c9t11) nas fragcdes FL e TG
plasmaticas como biomarcadores do seu consumo, o estudo realizado na Alemanha
encontrou correlagdes moderadas (r= 0,36), quando o consumo foi estimado em relagdo ao
registro de dois dias anteriores a coleta de sangue (Fremann, Liseisen e Wolfram, 2001).

Alguns estudos tém sido realizados com objetivo de validar o consumo de AG n-3
em relacdo a biomarcadores, especialmente devido ao seu efeito protetor em relacdo as
DCNT. O estudo de Kuriki et al (2003), realizado com 94 nutricionistas japoneses,
encontrou correlagdes moderadas a elevadas (r= 0,30 a 0,60), ao comparar o perfil dos AG
n-3 de cadeia longa (20:5n-3 e 22:6n-3) plasmaticos com seu consumo, estimado pelo
registro alimentar de 7 dias (Kuriki et al, 2003).

Em estudo realizado com uma sub-amostra do “European Prospective Investigation
into Cancer” (EPIC) do Reino Unido foi analisada a relagdo do consumo de peixes por
diferentes instrumentos (Q, registro alimentar de 7 dias, 1 R24 e questionario de fatores de
saude e estilo de vida) e o perfil de AG n-3 nos FL plasmaticos. Foram observadas
correlacdes baixas para o EPA e DHA dos fosfolipidios plasmaticos em homens

(rEPA=0,20 a 0,27; ¢ rDHA= 0,12 a 0,25) ¢ mulheres (rEPA=0,19 a 0,22; ¢ rDHA=0,12 a
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0,24). Além disso, os autores verificaram que o consumo de peixe e 6leo de peixe explicou
apenas 20 e 25% da variagdo do perfil AG n-3 no FL plasmatico em homens e mulheres,
respectivamente. Estes resultados sugerem a existéncia de outros fatores, além da ingestao
destes alimentos, que afetam a concentracao destes AG na circulagdo sangiiinea (Welch et
al, 2006).

O estudo realizado com 53 adultos residentes na Australia verificou a validade de
um Q de 28 itens com enfoque em AG n-3 de cadeia longa em relagdo ao perfil destes AG
nos ER e plasma sangiiineo. Os autores encontraram correlagdes moderadas para o EPA,
DHA e total de AG n-3 de cadeia longa eritrocitarios (r= 0,39 a 0,50) e plasmaticos (r=
0,48 a 0,54) (Sullivan, Williams ¢ Meyer, 20006).

A relagdo entre o consumo de gorduras provenientes de leite e derivados e o perfil
de 14:0, 15:0 e 17:0 em diferentes amostras bioldgicas (tecido adiposo, FL e EC
plasmaticos) tém sido estudada por um grupo de pesquisadores da Suécia (Wolk et al,
1998; Smedman et al, 1999; Wolk, Furuheim, Vessby, 2001) e da Noruega (Brevik et al,
2005). Estes AG com niimero impar de carbonos ndo sdo sintetizados por humanos, mas
por bactérias presentes no rimen de ruminantes. Em estudo realizado para comparar o
perfil de destes AGs em diferentes tecidos — TA, EC e FL séricos — em relagdo ao consumo
de produtos lacteos (14 R24), foram observadas correlagdes positivas para 14:0 (rTA=0,64;
rCE= 0,34; rFL= 0,30), 15:0 (rTA=0,74; rCE= 0,45; rFL= 0,50) e 17:0 (rTA=0,23; rCE=
0,47; rFL= 0,39) e o consumo destes alimentos (Wolk, Furuheim, Vessby, 2001). O 15:0
parece refletir melhor a ingestdo de produtos lacteos do que o 17:0 (Brevik et al, 2005) ou

14:0 (Wolk, Furuheim, Vessby, 2001).
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1.4. METODO DAS TRIADES

1.4.1. Métodos das triades em estudos de validacdo do consumo alimentar

1.4.1.1. Introducao

A Organizagdo Mundial de Satde tém enfatizado a importancia do consumo
alimentar no desenvolvimento e prevencdo de doengas cronicas ndo-transmissiveis
(WHO/FAO, 2002). Entretanto, a inexisténcia de um método padrdo-ouro de avaliacdo do
consumo da maioria de nutrientes ainda ¢ um fator limitante na estimativa da ingestdo
nutricional real em estudos epidemioldgicos (Lopes et al, 2003).

O instrumento comumente utilizado na avaliagdo do consumo alimentar ¢ o
questionario de freqiiéncia alimentar (Q), que deve ser validado para a populagdo especifica
a que se destina. No processo de validacdo de um Q, muitas vezes, utiliza-se como método
de referéncia multiplos recordatérios de 24 horas (R24) ou registro alimentar (RA) de
varios dias. A aplicagdo de multiplos R24 ou RA ¢ usada para a reduzir a variagdo intra e
interpessoal (Willett, 1998c¢).

Uma das limitagdes de se utilizar inquéritos alimentares como método de referéncia
(multiplos R24 ou RA) nos estudos de validacao € que tanto o instrumento que esta sendo
testado (Q), quanto o de referéncia estdo sujeitos aos mesmos tipos de erros aleatorios e
sistematicos, como vieses de memoria, do entrevistador e erro na estimativa da ingestao
alimentar (Vaz et al, 2006).

Neste contexto, o uso de marcadores bioldgicos pode oferecer vantagens, uma vez
que os erros aleatorios dos biomarcadores sao independentes dos erros inerentes aos
inquéritos nutricionais (Potischman e Freudenheim, 2003). Contudo, os biomarcadores nao
substituem os métodos de avaliagdo do consumo alimentar tradicionais. Eles devem ser

utilizados como medidas adicionais, devido a inexisténcia de marcadores biologicos para
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determinados nutrientes e pelo fato de muitos biomarcadores serem influenciados por
fatores além da ingestdo alimentar, como absor¢do, metabolismo, fatores genéticos e
biodisponibilidade (Dixon et al, 2006). Além disso, as técnicas de andlise de alguns
biomarcadores sao dispendiosas, nem sempre sendo realizadas em estudos epidemiologicos
(Kabagambe et al, 2001).

Quando as trés variaveis sdo avaliadas em um estudo, Kaaks (1997) recomenda o
uso da técnica de triangulacdo ou método das triades. Este método permite a comparagao
do consumo alimentar estimado pelo Q, R e B com a ingestao real (mas desconhecida) por

meio do coeficiente de validade (p) (Kaaks, 1997).

1.4.1.2. Tipos de biomarcadores da ingestao de nutrientes

De acordo com Kaaks (1997), os biomarcadores da ingestdo alimentar podem ser
classificados em:
Marcadores de recuperacao:

Medidas precisas e quantitativas do balango fisiologico entre a ingestao e excre¢ao
de um composto. Exemplos: nitrogénio urindrio de 24 horas (marcador da ingestdo de
proteinas), excre¢ao urinaria de potassio (ingestao de potassio) e agua duplamente marcada
(marcador do consumo energético) (Kaaks et al, 2002).

Os marcadores de recuperagdo apresentam relacdo quantitativa direta com a
ingestdo alimentar. Por exemplo, sabe-se que, para qualquer individuo em balango
energético e protéico, o nitrogénio urinario de 24 horas corresponde a aproximadamente
80% da ingestdo de proteinas. Considerando que a concentracdo de nitrogénio em
diferentes tipos de proteina ¢ relativamente constante, ¢ possivel estimar o consumo
protéico absoluto de um individuo a partir da quantidade de nitrogénio excretada na

amostra urinaria de 24 horas (Kaaks et al, 2002).
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Marcadores de concentragao:

Sdo marcadores baseados na concentragdo de um composto especifico, em um
determinado periodo de tempo. A concentragdo pode ser avaliada em diferentes tecidos
como plasma sangiiineo (vitamina C, carotenoides), fracdes lipidicas (perfil de acidos
graxos dos fosfolipidios), tecido adiposo (4cidos graxos, tocoferdis) e fluidos corporais
(saliva) (Potischman, 2003).

Os biomarcadores de concentragdo nao podem ser transformados em niveis de
ingestdo absoluta, mas apenas fornecer uma correlagdo com o consumo alimentar obtido
por inquéritos (Q, R, etc). Além disso, seus niveis sdo expressos sem nenhuma unidade de
tempo, diferente dos biomarcadores de recuperagdo (ex.: dgua duplamente marcada —
permite o calculo do gasto energético diario) (Kaaks et al, 2002). O método das triades vem
sendo aplicado em estudos que utilizaram biomarcadores de concentragdo (Kabagambe,
2001; Fowke, Hebert e Fahey, 2002; Brevik et al, 2005; McNaughton, Hughes ¢ Marks,

2007).

1.4.1.3. Método das triades: conceito (Kaaks, 1997)

Este método foi proposto em 1997 por Kaaks, para avaliar o consumo alimentar
real, quando a ingestdo de determinado nutriente ¢ estimada por trés métodos: Q, R e B. Por
meio desta técnica se calcula o coeficiente de validade (p) para cada varidvel, ou seja, a
correlagdo entre cada uma das trés medidas e a ingestao real, denominada variavel latente.

Os pressupostos para a utilizacao desta técnica sdo: linearidade das correlagdes entre
as trés varidveis e a ingestao real (I) e independéncia dos erros aleatorios das trés variaveis
(Kaaks e Ferrari, 2006). O pressuposto de independéncia de erros aleatérios implica que as

correlagdes entre qualquer par de variaveis ocorrem devido a relacao entre cada varidvel e a
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ingestao real, e ndo devido aos erros inerentes a cada instrumento de avaliagdo do consumo
alimentar (Q, R e B) (Kaaks e Ferrari, 2006).

As equacdes desta técnica foram geradas pelo modelo de andlise fatorial, apesar de
também poderem ser calculadas pela técnica de equacdo estrutural. A Figura 1 ilustra o

conceito do método das triades (Kaaks, 1997; Ocké e Kaaks, 1997).

Figura 1. Método das triades — comparacao triangular entre questionario de freqiiéncia
alimentar (Q), método de referéncia (R) e biomarcador (B).

Q

pQI

QB roR

PBI PRI

rBR

Q: questionario de freqiiéncia alimentar; R: método de referéncia; B: biomarcador; I: ingestdo real; rQB:
correlagdo bivariada entre questionario de freqiiéncia alimentar e biomarcador; rQR: correlagdo bivariada
entre questionario de freqiiéncia alimentar ¢ método de referéncia; rBR: correlagdo bivariada entre
biomarcador e método de referéncia; pQI: coeficiente de validade do questionario de freqiiéncia alimentar;
pRI: coeficiente de validade do método de referéncia; pBI: coeficiente de validade do biomarcador.

Os coeficientes de validade (p) podem ser calculados pelas formulas:
(1) pQI=VrQR x rQB/rBR
(2) pRI=VrQR x rBR/rQB

(3) pBI=VrBR x rQB/rQR
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A partir destas formulas, os coeficientes de correlagdo entre as varidveis podem ser
calculados:

(4) rQR= pQI x pRI

(5) rQB=pQI x pBI

(6) rBR= pRI x pBI

Onde: pQI ¢ o coeficiente de validade do questionario de freqiiéncia alimentar em
relacdo a ingestdo real; pRI € o coeficiente de validade do método de referéncia em relacao
a ingestao real; pBI é o coeficiente de validade do biomarcador em relagdo a ingestio real;
rQR ¢ o coeficiente de correlacdo entre a ingestdo estimada pelo questionario de freqiiéncia
alimentar ¢ o método de referéncia; rQB ¢é o coeficiente de correlagdo entre a ingestao
estimada pelo questionario de freqii€ncia alimentar e o biomarcador; e rBR ¢é o coeficiente
de correlagdo entre a ingestdo estimada pelo biomarcador ¢ o método de referéncia (Kaaks,
1997; Pufulete et al, 2002).

O valor dos coeficientes de validade podem variar de 0 a 1, diferente das
correlacdes bivariadas, que variam de -1 a 1. Nao existem coeficientes de validade
negativos, pois este calculo inclui a raiz quadrada. Os coeficientes de validade sdo
considerados elevados quando p > 0,6, moderados quando 0,2 < p < 0,6 e fracos quando p
< 0,2 (Mcnaughton, Hughes e Marks, 2007). Geralmente, o coeficiente de validade
estimado para cada variavel (pQI, pRI e pBI) ¢ igual ou maior do que as correlagdes entre a
variavel e as outras duas variaveis (rQR, rQB e rBR) (Kaaks, 1997).

Quando pQI, pRI e pBI sdo elevados, espera-se que as correlagdes bivariadas (rQR,
rQB e rBR) também sejam relativamente elevadas. A existéncia de um dos trés coeficientes
de validade fraco geralmente ocorre quando duas das trés correlagdes bivariadas sdo fracas.

A existéncia de trés correlagdes bivariadas fracas podem gerar pelo menos dois coeficientes
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de validade fracos. Além disso, correlagdes bivariadas elevadas entre as trés variaveis

produzem coeficientes de validade também elevados, proximos a um (Kaaks, 1997).

1.4.1.4. Técnica “bootstrap” para o calculo do intervalo de confianca de 95% do

coeficiente de validade

Em estudos de validagao, além do calculo dos coeficientes de validade, ¢ necessario
avaliar o nivel de precisdo destes coeficientes, que geralmente ¢ expresso pelo intervalo de
confianga de 95% (IC 95%)).

O método mais utilizado para calcular o IC 95% dos coeficientes de validade em
estudos de validagdo do consumo alimentar ¢ a técnica bootstrap (Kabagambe et al, 2001;
Bhakta et al, 2005; McNaughton et al, 2005; Verkleij-Hagoort, 2007), proposta
inicialmente por Efron e Gong (1983). Trata-se de um método de reamostragem nao-
paramétrica, no qual, a partir da amostra original, sdo geradas centenas ou milhares de
amostras bootstrap (Hair et al, 2005). Para se obter resultados confidveis cada amostra
bootstrap é composta de um mesmo “n” da amostra original. Estas amostras sdo geradas de
forma aleatéria e por substitui¢do, de maneira que as medidas de cada caso possam
aparecer mais de uma vez nas amostras calculadas. Esta técnica ndo necessita de
conhecimento prévio sobre a probabilidade de distribuigdo tedrica do coeficiente de
validade estimado (Kaaks, 1997).

O método bootstrap fornece distribuicdes empiricas dos coeficientes de validade
das trés variaveis. Quanto menor as correlagdes bivariadas entre as trés variaveis, maiores
os IC 95% (Kaaks, 1997).

A existéncia de correlagdes negativas (rQR, rQB e rBR) ¢ considerada uma

limitagdo, pois ndo permitem o calculo dos coeficientes de validade (pQI, pRI e pBI) nas
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amostras bootstrap geradas. Por exemplo, quando 20% dos coeficientes de correlagdo
destas amostras sdo negativos, sdo gerados ICs menor que 95%, pois estes serdo baseados
em apenas 80% das amostras bootstrap. Estas situagdes ocorrem quando pelo menos uma
das trés correlagdes bivariadas do estudo (rQR, rQB e rBR) possuem um IC 95% que inclui
zero, geralmente devido ao pequeno tamanho amostral. O aumento do tamanho da amostra
e a utilizagdo de métodos de referéncia e biomarcadores mais precisos reduzem a

probabilidade de existirem correlagdes bivariadas negativas (Kaaks, 1997).

1.4.15. Aplicacdo do método das triades em estudos de validacdo do consumo

alimentar

Foram encontrados 11 artigos de validacdo do consumo alimentar que utilizaram o
método das triades. A maioria dos estudos utilizou biomarcadores de concentracdo, com
excecdo de 1 estudo, que avaliou o nitrogénio urinario de 24 horas (Shai et al, 2005). Os
nutrientes pesquisados foram: carotenodides (4), tocoferois (4), acidos graxos (3), acido
folico (2), proteinas (1), isotiocianatos (1) e fitoestrogénios (1) (tabela 2).

A partir do coeficiente de validade de cada uma das trés variaveis — Q, R e B — ¢
possivel conhecer qual dos trés métodos se aproxima mais da ingestdo real. Nem sempre o
uso do biomarcador ¢ melhor que os demais métodos e vice-versa. Como exemplo, pode-se
citar o estudo realizado na Costa Rica, com o objetivo de validar um Q especifico para esta
populagdo. Entre os nutrientes analisados, o o-tocoferol e [-caroteno apresentaram
coeficientes de correlagdo maiores entre 0 R € Q (rQRocofero™ 0,48 ; TQRp-caroteno= 0,54) do
que entre o B (tecido adiposo) e Q (rQBq.-tocoferoi= 0,13 ; rQBg_caroteno= 0,16). Ao comparar os
coeficientes de validade dos nutrientes analisados, observou-se que o Q (pQI= 0,12 a 0,73)

e o R (pRI= 0,40 a 1,00) apresentaram p maiores que o biomarcador (pBI= 0,05 a 0,38)
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sugerindo que, para alguns nutrientes, os métodos tradicionais de avaliagdo do consumo
alimentar s3o melhores do que o biomarcador ¢ que este deve ser utilizado como medida
complementar, ndo substituindo os inquéritos alimentares (Kabagambe et al, 2001).
Entretanto, vale ressaltar que esta comparagdo deve ser feita de maneira cuidadosa, pois o
Q e B possuem diferentes fontes de erro (Shai et al, 2005).

Uma das aplicagdes mais utilizadas da técnica de triangulagdo ¢ na validacao de um
questionario de freqiiéncia alimentar (Pufulete et al, 2002; Andersen et al, 2005; Bhakta et
al, 2005; McNaughton et al, 2005). Os carotendides foram os nutrientes mais pesquisados
nestes estudos (Shai et al, 2005; McNaughton et al, 2005; Dixon et al, 2006; Brevik et al,
2005). No estudo de McNaughton et al (2005), apesar do pequeno tamanho amostral
(n=28), observou-se que o Q apresentou coeficientes de validade elevados para o a-
caroteno (pQI= 0,85) e licopeno (pQI= 0,62), nutrientes considerados marcadores do
consumo de frutas e vegetais, mostrando que este Q foi capaz de classificar individuos de
acordo com a ingestdo destes grupos de alimentos (McNaughton et al, 2005).

Uma das limitagdes dos biomarcadores de concentragdo ¢ o seu periodo de
referéncia, ou seja, o periodo ao qual o biomarcador reflete a ingestdo de determinados
nutrientes. Bhakta et al (2005) realizaram um estudo com mulheres asiticas residentes no
Reino Unido para validar um Q com enfoque em fitoestrogénios. Os biomarcadores
utilizados neste estudo foram os fitoestrogénios plasmaticos, que estdo associados a sua
ingestdo a curto prazo. Com o intuito de reduzir as fontes de erro, foram coletadas 4
amostras de plasma durante o periodo de 1 ano. Pode-se observar que os coeficientes de
validade dos biomarcadores (pBI) foram os mais baixos para todos os fitoestrogénios (0,11
a 0,45). Entretanto, o Q teve coeficientes de validade moderados a elevados (pQI: 0,46 a
0,91), mostrando que o Q pode ser considerado um instrumento valido para estimar a

ingestao deste nutriente (Bhakta et al, 2005).
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Existe grande interesse em se conhecer o consumo de AG nos estudos
epidemioldgicos, devido a sua relacio com as doencas cronicas (Arab e Akbar, 2002).
Viérios biomarcadores deste nutriente ja foram testados, como os acidos graxos séricos ou
plasmaticos totais (Brevik et al, 2005), fragdes plasmaticas ou séricas (King, Lemaitre ¢
Kestin, 2006) da membrana de eritrocitos (King, Lemaitre e Kestin, 2006) ou do tecido
adiposo (Cantwell et al, 2004; Kabagambe et al, 2001). McNaughton, Hughes e Marks
(2007) utilizaram o método das triades para validar um Q com enfoque em acidos graxos
poliinsaturados, utilizando o perfil de AGP dos fosfolipidios plasmaticos como
biomarcadores do seu consumo. O coeficiente de validade do biomarcador (pBI= 0,29 a
0,60) foi menor que o do método de referéncia (pRI= 0,65 a 1,00) e Q (pQI= 0,45 a 0,63),
mostrando que, apesar da existéncia de pBI fracos a moderados, o Q desenvolvido foi capaz
de classificar adequadamente os individuos em relacdo ao consumo de AGP (McNaughton,
Hughes e Marks, 2007).

O estudo de Fowke, Hebert e Fahey (2002) avaliou a excre¢do urindria de
ditiocarbamatos como marcador bioldgico da ingestdo de vegetais cruciferos. Apesar da
excrecdo urinaria de ditiocarbamatos depender de um consumo razodvel de vegetais
cruciferos para ser detectado na urina, os autores concluiram que este biomarcador foi
capaz de classificar os individuos de acordo com sua ingestdo por apresentar um coeficiente
de validade elevado (p=0,65) (Fowke, Hebert e Fahey, 2002).

A técnica de triangulagdo pode ser utilizada para comparar diferentes biomarcadores
para um mesmo nutriente. Em estudo realizado na Noruega com militares do sexo

masculino, a avaliacdo de diferentes tipos de carotendides — luteina, 3-caroteno, zeaxantina,

licopeno, a-caroteno — como biomarcadores do consumo de frutas e verduras mostrou que
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o a-caroteno apresentou o melhor coeficiente de validade (pBI=0,47) (Andersen et al,

2005).

Um fator que dificulta a comparagdo dos coeficientes de validade desses estudos € a
diferenga nos métodos de referéncia e no niumero de aplicagcdes dos instrumentos de
avaliacdo do consumo alimentar utilizados. Além disso, outras questdes metodologicas,
como tamanho da amostra e estrutura ¢ nimero de itens do Q também influenciam na

comparagdo dos estudos (Cantwell et al, 2004).
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Tabela 2. Estudos que utilizaram o método das triades para o calculo do

alimentar, método de referéncia e biomarcador.

coeficiente de validade do

questionario de freqiiéncia

Estudo, ano n Inquéritos  Nutriente (s)  Biomarcador N°de rQr rQB rBR pQI pRI pBI
de publicagdo alimentare  ou alimento amostras
s (s) analisado bootstrap
utilizados  (s)
Kabagambe et 120 7 R24 Acidos Acidos 1000 18:2n-6= 18:2n-6= 18:2n-6= 18:2n-6= 18:2n-6=10,82  18:2n-6= 10,67
al, 2001°. 2Q graxos, graxos, 0,50 0,59 0,37 0,89 a-tocoferol= o-tocoferol=
carotendides carotenoides o-tocoferol=  a- o-tocoferol=  oa-tocoferol= 0,81 0,25
e tocoferois e tocoferois 0,41 tocoferol=0,1 0,15 0,59 B- B-caroteno=
séricos e do B-caroteno= 3 B-caroteno=  B-caroteno=  caroteno=1,0 0,36
tecido 0,40 B-caroteno= 0,32 0,45
adiposo 0,16
Fowke et al, 33 3 R24 Vegetais Ditiocarbama 1000 0,67° 0,49° 0,57° 0,76° 0,82° 0,65°
2002°. 2 QVF cruciferos to urinario
Pufulete etal, 36 2Q Acido folico  Acido folico NC 0,69 Acido Félico  Acido Folico  Acido Folico  Acido Félico  Acido Folico
2002 PD 7 dias sérico e sérico= 0,55  sérico=0,52  sérico= 0,85  sérico= 0,80 sérico= 0,64
eritrocitario’ Acido Folico  Acido Félico  Acido Félico  Acido Folico  Acido Félico
eritr= 0,36 eritr= 0,52 eritr= 0,69 eritr= 0,99 eritr= 0,52
Brevik et al, 110 1Q Gordura do Acidos 1000 Nao 15:0 (TA)= 15:0 (TA)= 15:0 (TA)= 15:0 (TA)= 15:0 (TA)=
2005 PD 14 leite e graxos 15:0 e mostradono 0,28 0,52 0,50 0,94 0,56
dias produtos 17:0 séricos estudo 17:0 (TA)= 17:0 (TA)= 17:0 (TA)= 17:0 (TA)= 17:0 (TA)=n/a
lacteos e do tecido 0,03 0,07 n/a n/a 15:0 (soro)=
adiposo® 15:0 (soro)=  15:0 (soro)=  15:0 (soro)=  15:0 (soro)= 0,49
0,28 0,43 0,58 0,88 17:0 (soro)=
17:0 (soro)=  17:0 (soro)=  17:0 (soro)=  17:0 (soro)= n/a
-0,10 0,05 n/a n/a
Andersen et 100 PD 14 Frutas e Carotenoides 1000 Q180=0,42 Q180=0,25 0,37 Q180=0,54 0,79 0,47
al, 2005. dias vegetais séricos (o- Q27=0,55 Q27=0,26 Q27= 0,60
1Q (180 caroteno)’
itens)
1Q (27
itens)
Shai et al, 161 6R24 B-caroteno, a-  B-caroteno, NC -caroteno=  B-caroteno=  B-caroteno=  P-caroteno=  [B-caroteno= B-caroteno=
2005. 3Q tocoferol, o-tocoferol,e 0,38 0,35 0,38 0,67 0,60 0,67
acido folicoe  acido folico a-tocoferol=  o-tocoferol=  a-tocoferol=  a-tocoferol=  a-tocoferol= o-tocoferol=
proteina séricos e 0,55 0,19 0,33 0,56 0,97 0,34
nitrogénio Acido folico  Acido folico  Acido folico  Acido félico  Acido folico Acido félico =
urinario =0,44 =0,41 =0,35 =0,72 =0,39 0,65
Proteina = NU=0,33 NU=0,29 Proteina = Proteina = Proteina =
0,49 0,77 0,68 0,44
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Estudo, ano n Inquéritos  Nutriente (s)  Biomarcador N°de rQR rQB rBR pQI pRI pBI
de publicacdo alimentare ou alimento amostras
s (s) analisado Bootstrap
utilizados  (s)
Bhakta et al, 108 12R24 Fitoestrogéni  Fitoestrogéni 1000 Gn=0,51 Gn=0,21 Gn=0,43 Gn=0,46 Gn=0,95 Gn=0,45
2005. 1Q 0s 0s Dd=0,59 Dd=0,32 Dd=0,40 Dd=0,67 Dd=0,83 Dd=0,45
plasmaticos Lig= 0,66 Lig=0,10 Lig=0,08 Lig=0,91 Lig=0,73 Lig=0,11
McNaughton 28 PDde 12  Carotendides  Carotendides 1000 o-caroteno=  o-caroteno=  o-caroteno=  o-caroteno=  o-caroteno= o-caroteno=
et al, 2005. dias e vitamina E e vitamina E 0,38 0,36 0,19 0,85 0,45 0,42
1Q séricos’ B-caroteno=  [B-caroteno=  P-caroteno=  [P-caroteno=  [B-caroteno= B-caroteno=
0,36 0,22 0,26 0,55 0,65 0,40
Luteina= Luteina= Luteina= Luteina= Luteina= 1,00 Luteina= 0,16
0,40 0,03 0,35 0,19 Licopeno= Licopeno=
Licopeno= Licopeno= Licopeno= Licopeno= 0,23 0,30
0,14 0,19 0,07 0,62 Vit. E=n/a Vit. E=n/a
Vit. E=0,57  Vit. E=0,05  Vit. E= Vit. E=n/a
-0,11
Dixon et al, 163 1QHD Carotendides  Carotenoides NC Mulheres Mulheres Mulheres Mulheres Mulheres Mulheres
2006 4 R24 e tocoferdis e tocoferdis o-caroteno=  d-caroteno=  o-caroteno=  o-caroteno=  q-caroteno= o-caroteno=
séricos® 0, 0,44 0,29 0,61 0,42 0,64
B- B- B- B- B- B-criptoxantina
criptoxantina  criptoxantina  criptoxantina  criptoxantina  criptoxantina = 0,74
=0 =0, 44 =0, 43 =0,52 =0,69 o- tocoferol=
a- tocoferol= - tocoferol= - tocoferol= - tocoferol= a- tocoferol= NC
Homens 0,19 0,04 NC NC Homens
o-caroteno= Homens Homens Homens Homens a-caroteno= 0,
0, a-caroteno= o-caroteno= o-caroteno= o-caroteno= 71
B- 0,52 0,49 0,80 0,63 B-criptoxantina
criptoxantina  [3- B- B- B- =0,74
=0 criptoxantina  criptoxantina  criptoxantina  criptoxantina  a- tocoferol=
o- tocoferol= =0, 62 =0, 44 =0,84 =0,68 0,14
a- tocoferol=  a- tocoferol=  a- tocoferol=  a- tocoferol=
0,48 0,43 0,74 0,76
McNaughton 43 PDde12  Acidos Acidos 1000 20:4n-6= 20:4n-6= 20:4n-6= 20:4n-6= 20:4n-6=1,00 20:4n-6=0,29
et al, 2007. dias graxos graxos 0,54 0,13 0,35 0,45 20:5n-3=0,65 20:5n-3=0,35
1Q poliinsaturad  poliinsaturad 20:5n-3= 20:5n-3=0,21 20:5n-3= 20:5n-3= 22:6n-3=0,83  22:6n-3=0,52
0s os dos 0,40 22:6n-3= 0,22 0,62 n-3=10,78 n-3=0,43
fosfolipidios 22:6n-3= 0,32 22:6n-3= 22:6n-3= n-3CL=0,73 n-3CL=0,60
plasmaticos 0,52 n-3=0,21 0,43 0,62
n-3=0,39 n-3CL=0,38 n-3=0,33 n-3=0,50
n-3CL= 0,46 n-3CL=0,44 n-3CL=0,63
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Estudo, ano n Inquéritos  Nutriente (s)  Biomarcador N°de rQR rQB rBR pQI pRI pBI
de publicagdo alimentare  ou alimento amostras
s (s) analisado Bootstrap
utilizados  (s)
Verkleij- 53 1Q Acido folico  Acido folico 1000 Acido folico  Acido folico  Acido folico  Acido félico  Acido folico Acido félico
Hagoort et al, 3R24 e vitamina sérico e sérico= 0,98  sérico=0,20  sérico=0,22  sérico=0,94  sérico= 0,98 sérico= 0,20
2007. B, eritrocitério e Acido félico  Acido folico  Acido félico  Acido folico  Acido folico  Acido félico
vitamina B, eritr= 0,98 eritr= 0,28 eritr= 0,49 eritr= 0,75 eritr= 1,30 eritr= 1,32
sérica Vit B12 Vit B12 Vit B12 Vit B12 Vit B12 sérica= Vit B12 sérica=
sérica= 0,66 sérica= 0,21 sérica= 0,05 sérica= 1,00 0,39 0,12

n: tamanho amostral; rQR: coeficiente de correlacdo entre o questiondrio de freqiiéncia alimentar e método de referéncia; rQB: coeficiente de correlagdo
entre o questionario de freqiiéncia alimentar e biomarcador; rBR: coeficiente de correlagdo entre o método de referéncia e o biomarcador; pQI: coeficiente
de validade do questionario de freqiiéncia alimentar; pRI: coeficiente de validade do método de referéncia; pBI: coeficiente de validade do biomarcador;
R24: recordatério de 24 horas; Q: questionario de freqiiéncia alimentar; QVF: Questionario de frutas e vegetais; PD: pesagem direta; NC: nio calculado;
eritr: eritrocitario; TA: tecido adiposo; n/a: ndo se aplica devido a existéncia de correlagdo negativa; NU: Nitrogénio urinario; Gn:genisteina; Dd:
daidizeina; Lig:lignana; Vit.E: Vitamina E; n-3CL: acidos graxos da série n-3 de cadeia longa; Vit gj,. Vitamina g,

. Foram apresentados somente os biomarcadores do tecido adiposo.

® . Foram apresentados somente os coeficientes pos-intervengao.

°: O estudo ndo mostrou o célculo dos coeficientes pRI e pBI. Eles foram calculados neste artigo por meio da férmula proposta por Kaaks (1997).

d: Nesta revisdo sdo apresentados coeficientes de correlagio apenas para os homens do estudo (n=16). O estudo ndo mostrou o calculo dos
coeficientes de validade, apenas citou na discussdo. Eles foram calculados neste artigo por meio da férmula proposta por Kaaks (1997).

®: Os coeficientes de validade e de correlagdo apresentados sdo referentes ao consumo de produtos lacteos, apesar do estudo apresentar estes
coeficientes para o consumo de leite e queijos.

- O estudo analisou outros carotendides séricos, no entanto sio apresentados somente os dados relativos ao a-caroteno.

£: O estudo analisou outros carotendides e tocoferdis séricos, no entanto sdo apresentados somente os dados relativos ao o-caroteno, -
criptoxantina e a- tocoferol.
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1.4.1.6. Limitac6es do método das triades

Uma das limitagdes da técnica de triangulagdo ¢ a ocorréncia de coeficientes de
validade com valor > 1, conhecido como Heywood case. Considerando os 3 coeficientes de
correlacdo (rQR, rQB e rBR), o Heywood case ocorre quando o resultado da multiplica¢do
de dois dos trés coeficientes de correlagdo ¢ maior que o outro coeficiente para um mesmo
nutriente (por exemplo: rQR x rQB > rBR). As principais causas da ocorréncia de
Heywood cases sdo variagdes amostrais aleatorias ou a violagdo de um ou mais
pressupostos do método das triades. No primeiro caso, um coeficiente de validade >1 ¢
aceitavel. No entanto, no segundo caso, o coeficiente de validade estimado ¢ resultado de
erros sistematicos (McNaughton, Hughes e Marks, 2007). A violagdo do pressuposto da
independéncia dos erros aleatérios das 3 varidveis € mais comum, pois 0 Q € o R possuem
as mesmas fontes de erro. Por isso, alguns estudos t€ém considerado o coeficiente de
validade do Q (pQI) como o limite superior e o coeficiente de correlagdo entre 0 Q e 0 B
(rQB) como limite inferior do verdadeiro coeficiente de validade do Q (pQI) (Andersen et
al, 2005; McNaughton et al, 2005; McNaughton, Hughes e Marks, 2007; Verkleij-Hagoort

et al, 2007).

1.4.1.7. Consideracdes Finais

O método das triades ¢ uma técnica que vem sendo utilizada em estudos de
validacdo do consumo alimentar. A vantagem desta técnica em relagdo aos métodos
tradicionais ¢ a insercdo de uma terceira varidvel — o biomarcador — que possui erros
independentes do Q e R. Esta técnica permite estimar a ingestdo real, particularmente para
nutrientes que ndo possuem marcadores bioldgicos com indicadores diretos do seu

consumao.
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A técnica de triangulagdo, apesar das suas limitacdes, ¢ indicada em estudos de

validacdo, pois aproxima as estimativas de consumo da ingestao real.

1.4.2. Método das triades na validacao do consumo de &cidos graxos dietéticos

Foram encontrados 3 estudos na literatura que utilizaram o método das triades na
validagdo do consumo de AG dietéticos (Kabagambe et al, 2001; Brevik et al, 2005;
McNaughton, Hughes, Marks, 2007).

O estudo de Kabagambe et al (2001) utilizou o método das triades para validar o
consumo de varios nutrientes, como carotendides, tocoferois e alguns AG (14:0, 16:0, 18:0,
16:1, 18:1, 18:2n-6, 18:3n-3). Foram aplicados dois Q e sete R24 (método de referéncia) e
o perfil de AG do tecido adiposo foi utilizado como biomarcador. Nao foi possivel calcular
os coeficientes de validade para o acido palmitico, devido a existéncia de correlagdes
negativas. Para todos os AG analisados, o maior p foi o do método de referéncia (pRI =
0,64 a 1,00). Em relagao ao Q, os maiores p foram observados para os AG essenciais —
18:2n-6 (pQI=0,89) e 18:3n-3 (pQI=0,59). O biomarcador apresentou os coeficientes de
validade mais baixos para todos os AG (pBI=0,02 a 0,67) sugerindo que, no caso dos
acidos graxos, os biomarcadores devem ser utilizados como medidas adicionais € ndo como
substitutos do Q ou R (Kabagambe et al, 2001).

O estudo realizado com 107 militares do sexo masculino utilizou o método das
triades para verificar a relacao entre a ingestao de produtos lacteos e o perfil de 15:0 e 17:0
no soro sangiiineo e tecido adiposo. Diferente do estudo anterior, este estudo comparou a
ingestdo de alimentos ao invés de nutrientes com os biomarcadores. Os participantes
responderam um Q de 180 itens e realizaram o registro alimentar de 14 dias. O acido

heptadecanodico das amostras bioldgicas ndo apresentou correlagdes positivas significantes
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em relagcdo ao consumo de produtos lacteos, ndo sendo calculados, portanto, os coeficientes
de validade. O perfil de 15:0 no tecido adiposo (rQB=0,28; rBR=0,52) e soro (rQB =0,28;
rBR =0,43) apresentaram correlagdes semelhantes com o consumo de leite e derivados e o
método de referéncia apresentou os maiores coeficientes de validade (TA: pRI=0,94; Soro:
pRI= 0,88). Os autores concluiram que o perfil de 15:0 sérico e no TA podem ser utilizados
como biomarcadores do consumo de produtos lacteos, apesar dos métodos tradicionais
fornecerem medidas mais precisas (Brevik et al, 2005).

O estudo mais recente utilizou a técnica da triangulagao para verificar a validade do
Q utilizado no “Nambour Skin Cancer Study” com enfoque em AGP em relagdo ao perfil
de AGP no FL plasmatico e registro com pesagem direta de 12 dias (McNaughton, Hughes,
Marks, 2007). Os autores encontraram baixa correlacdo entre o consumo de AGT e o
biomarcador (rQB= 0,19 e rBR=0,16). Foi possivel calcular o p apenas para os AG n-3 de
cadeia longa e o 20:4n-6. Novamente, os maiores p foram observados para o método de
referéncia (pRI=0,65 a 1,00) e os menores para o biomarcador (pBI=0,29 a 0,60). De
acordo com os pQI (0,45 a 0,62) encontrados, os autores consideraram o Q uma ferramenta

util para estimar o consumo de AGP.
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2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo geral
Validar o consumo de dacidos graxos dietéticos avaliado por meio de um
questionario de freqiiéncia alimentar em relagdo a multiplos recordatorios de 24 horas ¢ a

biomarcadores sangiiineos, em uma populacao acima de 17 anos do Distrito Federal.

2.2. Objetivos especificos

e Correlacionar o perfil de acidos graxos séricos com o consumo de acidos graxos
avaliados pelo recordatorio de 24 horas e questiondrio de freqii€éncia alimentar;

e Verificar a concordancia entre os dados de consumo de acidos graxos e o seu perfil
no fosfolipidio sérico;

e (Correlacionar o consumo de acidos graxos obtidos pelo recordatério de 24 horas,

questionario de freqiiéncia alimentar e biomarcador com a ingestao real.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Delineamento do estudo

3.1.1. Projeto Piloto VIVA-DF

A amostra deste trabalho faz parte da populagdo selecionada para o estudo piloto do
projeto “Prevaléncia dos fatores de risco para Doengas cronicas ndo transmissiveis no
Distrito Federal: um projeto integrado de vigilancia e controle (VIVA-DF)” - estudo
epidemioldgico transversal, de base populacional realizado no ano de 2007. As entrevistas
do estudo piloto foram realizadas no periodo de outubro de 2005 a janeiro de 2006.

Para compor a amostra do estudo piloto foram selecionadas duas regides
administrativas do Distrito Federal, Sobradinho e Sao Sebastido. A amostra foi composta
por 2 estagios de seleg@o. A partir do banco de dados domiciliares do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) de 2002, foi obtida uma amostra aleatoria de duas unidades
probabilisticas de amostragem (UPAs) para cada cidade (Sobradinho — Sobradinho 1 e
Sobradinho 2; Sao Sebastido — Sao José e Residencial do Bosque), que correspondem a
setores censitarios cujo tamanho foi ajustado para varidveis soOcio-econdmicas.
Posteriormente foram sorteados 60 domicilios também aleatoriamente de cada uma delas,
totalizando 240 residéncias.

Em cada domicilio selecionado aleatoriamente, um adulto foi sorteado para a
aplicacdo de questionario de fatores de risco para doencas cronicas e coleta de sangue.
Estavam aptos a participar do estudo individuos de ambos os sexos e com idade maior ou
igual a 18 anos que aceitassem participar voluntariamente. Nos casos de recusa do sorteado,
repetia-se o procedimento, com os adultos restantes da residéncia sorteada. Na auséncia do
morador sorteado, repetia-se a visita ao domicilio por mais duas vezes e se ndo houvesse
éxito, substituia-se o domicilio pelo mais proximo a direita nas casas individuais ou pelos

barracos de frente ou fundo, quando fosse o caso. Para apartamentos, a substitui¢do foi feita
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pelo niimero seguinte. Considerou-se como domicilio perdido os casos de recusa pelo
domicilio sorteado, recusa de 3 moradores sorteados seqiiencialmente e auséncia do
morador sorteado apds 3 visitas. Os critérios de exclusdo foram incapacidade de responder
a entrevista e gestacao.

O questionario do estudo piloto apresentou 78 perguntas sobre situacdo
socioeconomica, consumo de frutas e hortaligas, atividade fisica, tabagismo e outras
variaveis de risco. O tempo médio de entrevista foi de 1 hora. Durante a aplicagdo do
questionario foi realizada medida tinica de peso, utilizando balanca portatil digital (Marte®)
com individuo descalgo, vestindo roupas leves; afericdo de altura com utilizagdo de
estadiémetro de parede (Gibson, 1990) (Seca®); determinagdo da circunferéncia abdominal
com utilizacdo de fita graduada em 0,1 cm (Gibson, 1990) (TBW"). Foram medidas as
pressoes sistolica e diastolica em duas afericdes independentes, no inicio e final da
entrevista, utilizando-se aparelho digital automatico (HEM705, OMRON®), com manguito
adequado para a circunferéncia do bragco e atendendo as especificacdes técnicas
recomendadas pela Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC, 2004). Ao final da entrevista
foi marcada a coleta sanguinea, no domicilio do voluntario. Os individuos foram orientados
a realizar jejum de 12 horas, ndo praticar atividade fisica e abster-se do consumo de alcool
no dia anterior a coleta. Foram analisados colesterol total, HDL-c, glicemia e trigliceridios.
Os entrevistadores foram treinados quanto aos procedimentos do inquérito, antropometria e
aferi¢do da pressdo arterial. A coleta sanguinea foi feita por técnicos capacitados para a
fungao.

Os resultados bioquimicos, antropométricos e de pressdo arterial foram entregues
aos participantes e aqueles que apresentaram alteracdes nos exames foram encaminhados
para o centro de satde mais proximo a sua residéncia. Ao final deste estudo, foram

entrevistados 157 adultos, com perda amostral de 35%. Os resultados socioecondmicos e a

45



prevaléncia dos fatores de risco para doengas cronicas desta amostra estdo disponiveis na

publicagdo Yokota et al (2007) (anexo).

3.1.2. Estudo de validagéo do consumo de acidos graxos dietéticos

Os voluntarios do projeto piloto VIVA-DF foram convidados a participar do estudo
de validag¢ao do consumo de AG dietéticos. A coleta de dados foi realizada no periodo de
fevereiro a dezembro de 2006, por meio de 4 visitas domiciliares para aplicacdo de 4
recordatérios de 24 horas e 2 questionarios de freqiiéncia alimentar, com intervalo médio de

2 meses entre as visitas (tabela 1).

Tabela 1. Cronograma de coleta de sangue e aplicagdo dos instrumentos de avalia¢do do

consumo alimentar.

Instrumento Mgs de aplicacao
Coleta de amostras de sangue 2° Semestre/2005
1° R24 Fevereiro/2006
2°R24 Maio/2006
3°R24 + 1°Q Agosto/2006
4°R24 +2°Q Novembro/2006

R24: Recordatério de 24 horas
Q: Questionario de freqiiéncia alimentar

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia (Anexo) e os voluntdrios assinaram um

termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo).
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3.2. Recordatorio de 24 horas (R24)

Os R24 foram aplicados no domicilio de cada participante, por estudantes de
graduagdo do curso de nutricdo da Universidade de Brasilia. Os estudantes receberam
treinamento em relagdo as técnicas de aplicacdo e, durante a aplicagdo do primeiro R24 as
nutricionistas supervisoras responsaveis acompanharam cada aluno individualmente. O
tempo de aplicagdo de cada R24 (Anexo) foi de aproximadamente 15 minutos. Foram

avaliados dois dias de semana e dois dias de final de semana.

3.3 Questionario de frequiéncia alimentar (Q)

3.3.1. Lista de alimentos

A lista de alimentos do questionario de freqiiéncia alimentar foi elaborada segundo
Block et al (1986), a partir dos dados do primeiro R24. Todos os alimentos consumidos
(n=184) no primeiro R24 (com excecdo daqueles consumidos por apenas um individuo)
foram agrupados de acordo com sua contribuicdo percentual relativa por nutriente de
interesse — carboidrato, energia, fibras, colesterol, lipidios, AGM, AGT, AGP ¢ AGS.
Entraram na lista final do Q os alimentos que contribuiram com 90% da ingestdo total de
cada nutriente de interesse. A Tabela 2 mostra os alimentos que mais contribuiram para o
consumo de acidos graxos trans, referente aos dados do 1° R24.

Além disso, alguns alimentos foram agrupados de acordo com a semelhanga no teor
do nutriente de interesse por por¢ao consumida. Por exemplo, o bife e a carne assada foram

agrupados devido a semelhanga em relacdo ao teor de lipidios por por¢do consumida.
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Tabela 2. Percentual de contribuicdo de consumo dos alimentos fontes de acidos graxos

trans citados no 1° R24.

Alimento Percentual de Contribuicao
Biscoito Recheado 33,615
Biscoito Cream Cracker 27,153
Carne Vermelha 15,386
Margarina 14,020
Leite 3,265
Bolo industrializado 2,678
Pio industrializado 2,148
Batata frita 1,104
Salsicha 0,325
Lingiiica 0,200
Requeijao 0,098
Azeite de oliva 0,002

No total, o Q apresentou 60 alimentos, divididos em 8 grupos: leguminosas e ovos;
cereais e tubérculos; leite e derivados; hortalicas e frutas; sucos; paes, biscoitos e bolos;
carnes e peixes; diversos (Anexo). No final da entrevista, o individuo foi questionado em
relacdo a existéncia de alimentos que ndo foram previamente citados no Q € com consumo

maior ou igual a uma vez por semana.
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3.3.2. Frequéncia de consumo e por¢des do questionario de freqiiéncia alimentar

O questionario de freqiiéncia alimentar apresentou 11 opg¢des pré-definidas de
freqliéncia de consumo, variando de nunca a dez vezes e as op¢des em unidade de tempo
foram: dia, semana, més ou ano (Anexo).

O tamanho das por¢des foi definido em pequeno, médio e grande, de acordo com os
percentis 25, 50 e 75 da mediana de consumo obtido no primeiro R24, respectivamente.
Durante as aplicacdes do Q, a quantidade consumida de cada item foi questionada em
relacdo a por¢ao média (por¢do de referéncia).

O tempo de referéncia do questionario de freqiiéncia alimentar foi o ano anterior a
entrevista. O Q também foi aplicado nos domicilios de cada participante por estudantes de
nutricdo e nutricionistas previamente treinados. O tempo médio de aplicag¢do do Q foi de 40

minutos.

3.4. Célculo de nutrientes

Os nutrientes analisados foram: energia, proteina, lipidios, colesterol, fibras e os
acidos graxos: 15:0, 16:0, 17:0, 18:0, AGS, 16:1c, 18:1n-9¢c, AGM, 18:2n-6, 20:4n-6, AG
n-6, 18:3n-3, 20:5n-3, 22:6n-3, AG n-3, 16:1t, 18:1t,18:2t ¢ AGT.

Os dados de consumo foram analisados no software NUTWIN, versao 1.5 (Sao
Paulo, Brasil). Os dados relativos ao teor de AGT dos alimentos foram baseados no banco

de dados do United States Department of Agriculture (USDA, 1999).
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3.5. Analise de acidos graxos

As amostras de sangue para a analise de 4cidos graxos foram coletadas juntamente
com as amostras de sangue do projeto piloto VIVA-DF. As amostras sangiiineas foram
transportadas no periodo maximo de 4 horas ao laboratério de bioquimica de nutricdo sob
refrigeracdo, onde o sangue foi centrifugado a 2200rpm por 10 minutos (min) para
separacdo do soro e congelado a -70°C. A analise das amostras foi realizada no periodo de

um ano apos a coleta.

3.5.1. Extracéo de lipidios

As amostras de soro sangiiineo (ImL) foram descongeladas em temperatura
ambiente. A extragdo de lipidios totais séricos foi feita de acordo com Folch, Lees, Stanley
(1957) com 5SmL de solucao de cloroformio-metanol 2:1 (v/v). A mistura foi agitada por 1
min e centrifugada por 5 min (2500rpm) a 5°C, para separa¢ao em duas fases. A fase
organica inferior (cloroférmio), que continha os lipidios, foi filtrada em filtro de papel com
70mm de didmetro e transferida para um tubo pré-pesado. O solvente foi evaporado sob N,
e deixado em dessecador a vacuo por 30 min. O total de lipidios/mL de soro foi
determinado gravimetricamente e foi adicionada a quantidade de cloroférmio necessaria
para se atingir a concentragdo final de Img de lipidios/mL. O cloroférmio foi novamente

evaporado sob N, e foram adicionados 500uL de hexano ao total de lipidio extraido.
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3.5.2. Separacdao de fosfolipidios séricos por cromatografia de camada delgada (CCD)

A partir do total de lipidios extraidos, a fracdo fosfolipidica sérica foi separada por
CCD, com sistema de solventes: hexano: éter dietilico: acido acético (80:20:2, v/v/v) de
acordo com a metodologia proposta por Christie (2003).

Foram utilizadas placas cromatograficas unidimensionais 20 x 20cm, impregnadas
com silica-gel e com indicador fluorescente (Analtech, Inc Newark, Dinamarca). A limpeza
prévia das placas foi feita com solugcdo de cloroférmio-metanol (1:1, v/v) em cuba
cromatografica de vidro (27,5 x 27,5 x 7,5cm; Sigma-Aldrich, Alemanha) com fluxo
ascendente de solventes até o seu limite superior. As placas foram ativadas em estufa
térmica a temperatura de 100°C durante 40 min. Em cada placa ativada foram marcados os
pontos e faixas de aplicagdo e os respectivos limites da corrida cromatografica com lapis de
grafite comum. Cada placa comportou 4 aplicagdes de faixas de 3cm cada, com distincia de
1,5cm entre elas e 1,0cm de limites inferior e laterais da placa. Foi aplicado 160ug de
amostra de lipidios por faixa da placa utilizando seringa vitrea de microvolumes de 10uL
(J&W™). As placas foram secas sob fluxo de N, e condicionadas em dessecador a vacuo por
10 min.

As placas foram submetidas a acdo capilar do sistema de solventes para lipidios
neutros em cuba cromatografica de vidro até o limite superior de 1,5cm (aproximadamente
1 hora). As bandas de fosfolipidios foram identificadas sob luz ultravioleta de acordo com o
Rt proposto por Henderson e Tocher (1992) para este sistema de solventes, removidas das
placas e transferidas para tubo de vidro com auxilio de funil de vidro. Os fosfolipidios de
cada amostra foram eluidos em solug¢ao de cloroférmio-metanol (2:1, v/v), agitados por 1
min e filtrados em filtro de papel. Foram adicionados no filtro ImL de cloroférmio ¢ 1mL

de KCl1 (0,88%) em solucdo aquosa. A mistura foi agitada por 1 min e centrifugada por 5
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min a 2500rpm a 5°C para separacdo em duas fases. A fase orgénica inferior, que continha

os fosfolipidios, foi transferida para um tubo de vidro e o solvente foi evaporado sob N,.

3.5.3. Esterificacdo de acidos graxos dos fosfolipidios plasmaticos

Os AG dos fosfolipidios foram esterificados por metandlise com &cido sulftrico
(Henderson e Tocher, 1992). Foi adicionado ImL de tolueno a amostra de fosfolipidio e
3mL de H,SO4 em metanol (1%). A mistura foi aquecida em banho-maria a 50°C por 12
horas. A solugdo foi separada em duas fases apos a adi¢do de ImL de agua deionizada e
3mL de solugdo de hexano-éter (1:1, v/v) com 0,05% de BHT, agitacdo por 1 min e
centrifugacdo por 5 min a 5°C. A fase sobrenadante foi separada ¢ o procedimento de
separagio foi repetido com a adigdo de 3mL de solugdo de hexano-éter (1:1, v/v). A fase
sobrenadante final foram adicionados 2mL de KHCOs (2%) em solugdo aquosa. A mistura
foi agitada por 1 min e centrifugada por 5 min a 5°C. A fase superior foi removida e
submetida a0 N,. A amostra final contendo os metil-ésteres de acidos graxos foi re-

suspensa em 250puL de hexano para analise por cromatografia gasosa.

3.5.4. Analise dos acidos graxos esterificados por cromatografia gasosa

Foi injetado 1puL da amostra de metil-ésteres de acidos graxos em cromatografo a
gas (modelo GC 17 A - Shimadzu). A separagdo foi feita em coluna capilar flexivel de
silica SP2560 (Supelco, Bellefonte, PA, EUA) com dimensdao de 100m x 250mm de
diametro interno x 0,20um. A coluna de 100m foi utilizada por ser recomendada para a

separacao de isomeros trans (Ratnayake, 2004). O gés de arraste utilizado foi o hidrogénio.
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Foi utilizado o injetor no modo split com razdo de 1:50 e detector de ionizagdo de
chamas, ambos mantidos a temperatura de 250°C. O programa de temperatura utilizado foi
125°C por 3 min, 125-170°C a 10°C/min, 170°C por 5 min, 170-175°C a 5°C/min, 175°C
por 1 min, 175-185°C a 2°C/min, 185°C por 1 min, 185-190°C a 1°C/min, 190°C por 1
min, 190-240°C a 5°C/min, 240°C por 8 min. O tempo médio de corrida para cada amostra
foi de 1 hora.

A identificacdo dos acidos graxos foi feita por comparagdo com padrdes de metil-
éster de acidos graxos (mix de 37 metil-ésteres de acidos graxos, Supelco, Bellefonte, PA).
Os acidos graxos 18:1t e 18:2t foram expressos como a soma de todos os seus isOmeros
trans ¢ a composi¢ao de acidos graxos dos fosfolipidios séricos como percentual de area de

detecgdo em relacdo a area total dos AG identificados nos cromatogramas.

3.6. Analise estatistica

Todos os dados apresentados neste estudo sdao relativos aos individuos que
responderam pelo menos trés R24, um Q e tiveram amostra de sangue analisada em relacao
ao teor de acidos graxos. As andlises estatisticas foram realizadas no programa SAS, versao
9.1.

Para verificar a associacao entre os dados do R24, Q e B, foram calculados os
coeficientes de correlagdo parcial brutos e ajustados por energia (Kabagambe et al, 2001;
Shai et al, 2004; Andersen et al, 2005), sendo considerado p<0,05 como nivel de
significancia estatistica. Para os dados do perfil de acidos graxos dos fosfolipidios séricos

que nao apresentaram distribui¢do normal realizou-se transformagao logaritmica.
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Foram calculados os coeficientes de validade entre as trés variaveis analisadas — Q,
R24 ¢ B — ¢ a ingestdo real pelo método das triades (Kaaks, 1997), exceto para os acidos
graxos que apresentaram correlagdes negativas.

Os coeficientes de correlagdo e de validade foram considerados baixos (r<0,2),
moderados (r=0,2-0,6) ou elevados (r>0,6), de acordo com Mcnaughton, Hughes e Marks
(2007). Para o célculo do intervalo de confianga de 95% dos coeficientes de validade foram
geradas 1500 amostras bootstrap de mesmo tamanho da amostra deste estudo.

A capacidade do Q em classificar individuos no mesmo quartil de ingestdo em
relacio ao R24 e biomarcador foi avaliada para os 4acidos graxos que apresentaram

coeficientes de correlagdo positivos e significantes para o Q, R24 e biomarcador.
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4. APPLICATION OF THE METHOD OF TRIADS IN THE
VALIDATION OFAFATTY ACID FOOD FREQUENCY
QUESTIONNAIRE FOR ABRAZILIAN ADULT

POPULATION
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Abstract

Background/ Aims: In order to investigate the relationship between fatty acid (FA) intake
and chronic diseases in an adult population from Brazil, a FA food frequency questionnaire
(Q) validation study was conducted applying the method of triads, using multiple 24 hour
recalls as the reference method (R) and serum phospholipids as the biomarker (B).
Methods: Eighty-one randomly selected individuals were home-interviewed for the
application of two 60-item Q and four 24hR and collection of blood samples to analyze
serum phospholipids FA. Results: The correlations (r) between the Q and 24hR ranged
from 0.16 to 0.60. The trans FA 18:1t (rQR=0.54; rQB=0.32; rBR= 0.38) and 18:2t
(rQR=0.55; rQB=0.61; rBR= 0.79) showed moderate to good correlations for all three
measurements. Saturated and monounsaturated FA showed the poorest correlations
(r=-0.11 to 0.41). In general, the Q presented the highest validity coefficients for the FA
15:0, 18:2 n-6 and 22:6 n-3. For 18:1t and 18:2t, moderate to good p were observed,
ranging from 0.47 (pBT18:1t) to 0.93 (pBT18:2t). Conclusions: The Q was able to rank
individuals according to their FA intake, particularly for the 15:0, SFA, 18:2 n-6, 18:1t,
18:2t, 22:6 n-3 and n-3 FA. This Q can be a valuable instrument to measure the FA intake

in the study population.

Key words: method of triads, fatty acid intake, food frequency questionnaire, serum

phospholipids, biomarker, dietary fats, trans fatty acids.
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INTRODUCTION

Dietary fat plays an important role in the development or prevention of chronic
diseases. Among all, the saturated (SFA) and the trans fatty acids (TFA) are considered the
most unhealthy ones due to their effect on raising the total cholesterol and low density
lipoprotein (LDL-c) and, for TFA, on reducing the high density lipoprotein (HDL-c).
Monounsaturated (MUFA) and n-3 fatty acids are related with lowered cardiovascular risk
[1,2].

In epidemiological studies, fat intake is often evaluated by the food frequency
questionnaire (Q) validated for each specific population [3-5]. In the validation of Q, a
reference method (R), such as multiple 24 hours food recalls (24hR) is generally used to
reduce the intra and interpersonal variation, because the intake of a single day does not
represent the dietary habit [6]. However, the 24hR is not a gold standard of the true dietary
intake per se [7]. The limitations related with the use of multiple 24 hours recalls as the
reference method is that errors associated with the Q may be correlated with those of R, due
to both sistematic and random errors, when estimating the portion size, daily variation in
food intake, misreporting of amount eaten and inaccuracy of food tables data [8].

Fat is one of the most dificult dietary components to assess through traditional
methods [9]. The fat intake is prone to bias for several reasons such as the social
undesirability of fatty acid (FA) intake, especially among overweight; the lack of accuracy
and completeness of local food composition databases. Also, it is very difficult for an
individual to recognize and quantify the invisible fat intake, like the amount of oil added
during a food preparation. Furthermore, the FA composition of certain foods differs

dramatically between brands [5,9].
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In this regard, the use of biological markers of fat intake may be useful as they are
independent of the errors associated with the Q [8,10]. Some validation studies used the
fatty acid composition of phospholipids (PL) fraction as a biomarker (B) of FA intake [11-
13]. The fatty acids found in phospholipids seem to reflect their consumption a few weeks
to months earlier. In addition, it is considered less invasive and less expensive than the
adipose tissue biopsy analysis [12].

Kaaks (1997) has recommended the method of triads, when three measurements —
food frequency questionnaire, reference method and biomarker — are avaible in a validation
study. This technique allows the calculation of the validity coefficients between the three
measurements and the true (but unknown) intake [14].

In the present study, we applied the method of triads to validate a fatty acid food
frequency questionnaire especially designed for an adult population in Brazil, using serum

phospholipids as the biomarker of fatty acid intake and four 24hR as the reference method.

METHODS

Study Population and Design

Volunteers were 240 adult residents from two regions of the city of Brasilia, Brazil,
randomly selected from the Brazilian Institute of Geography and Statistics Population
database of 2002. These volunteers participated in a home-interviewed pilot study about the
risk factors for chronic diseases [15]. Briefly, in each residence an adult was randomly
selected for the application of a questionnaire about risk factors for chronic diseases, blood
collection to measure glucose, blood lipids and fatty acid composition. Measures of height,
weight, abdominal circumference and blood pressure were also taken. Inclusion criteria

were: 18 years of age or older, not been pregnant and to be capable of responding the
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questionnaire. These interviews were done from October 2005 to January 2006. At the end
of the study, 157 individuals were home-interviewed (65%) [15].

During the period from Februrary to December 2006, volunteers were contacted 4
times in order to respond four 24hR and two Q. The reprodutibility of the Q and its
validation for other nutrients than fatty acids were performed in another study [unpublished
data].

This study was approved by the Ethical Committee at University of Brasilia and all

the participants gave their written informed consent.

Food Frequency Questionnaire and 24 Hour Recalls

Four home-interviewed 24hR were applied two months apart and the two Q were
applied with the last two 24hR. The Q was developed according to Block (1986) [16] using
food intake data assessed at the first 24hR application. The food items were grouped
according to their similarity for energy, carbohydrate, fiber, cholesterol, fat, MUFA, SFA,
TFA and polyunsaturated fatty acids (PUFA). In total, the Q included 60 food items,
separated by 8 groups: cereals and starchy roots (12), leguminous and eggs (4), milk and
dairy products (8), fruits and vegetables (4), juices (3), bakery products (6), meat and fish
(11), and beverages (12). There were 11 predefined frequency options, ranging from
“never” to “ten times” and 4 options to mark the period of consumption (annual, monthly,
weekly and daily). The portion sizes were predefined as small, median and large, according
to the percentiles 25, 50 and 75 of the foods consumed by all volunteers, respectively.
During the application of the first Q, subjects were asked about additional food items
consumed at least once a week. The nutrients estimated were energy, protein, carbohydrate,

cholesterol, fiber, total fat, and specific fatty acids: 15:0, 16:0, 17:0, 18:0, total SFA, 16:1,
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18:1 n-9, total MUFA, 18:2 n-6, 20:4 n-6, total n-6, 18:3 n-3, 20:5 n-3, 22:6 n-3, total n-3,
16:1t, 18:1t,18:2t and total TFA. Subjects were asked to recall their frequency of
consumption of food items over the preceeding year. The Q was applied by trained
nutrition students and it lasted approximately 40 minutes.

The dietary data were analysed in the software NUTWIN, version 1.5 (Sao Paulo,
Brazil, 2005). This software uses US Department of Agriculture (USDA) [17] data of fatty

acids, including trans fatty acids.

Serum Phospholipids Fatty Acids

Twelve-hour fasting blood samples were collected in the residence of each
participant. Samples were stored in a cooler at 4°C and transported to the Laboratory of
Nutritional Biochemistry of the University of Brasilia within 4 hours. Blood was
centrifuged at 2,200rpm for ten minutes at 5°C to obtain serum which were stored at -70°C
and analysed within 1 year after collection.

Total serum lipids were extracted with trichloromethane:methanol (2:1; vol:vol)
[18]. Serum phospholipids were separated by one-dimentional thin-layer chromatography
by using silica gel plates (Analtech, Inc Newark, DE) and hexane:diethyl ether:acetic acid
(80:20:2; vol:vol:vol) development solvent system. The fatty acid methyl esters (FAMESs)
for all samples were transesterified by methanolysis with BHT (1%H,SO4 in methanol) for
12 hours at 30°C [19].

The FAME for individual fatty acids of serum phospholipids were separated on gas
chromatography (model GC 17A — Shimadzu) equipped with a flame ionization detector
(FID) and a split injection at 250°C. A flexible fused-silica capillary column, 100m x

250mm id and 0.20pum film thickness (SP2560 column, Supleco, Bellefonte, PA, USA),
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was used with hydrogen as the carrier gas and a split ratio of 1:50. The 100m column was
used as it is recommended for the separation of trans isomers [20]. The temperature
program was: 125°C for 3 min, 125-170°C at 10°C/min increment, 170°C for 5 min, 170-
175°C at 5°C/min, 175°C for 1 min, 175-185°C at 2°C/min, 185°C for 1 min, 185-190°C at
1°C/min, 190°C for 1 min, 190-240°C at 5°C/min, 240°C for 8 min.

Peak retention times and area percentages of total fatty acids were identified by
injecting a 37 FAME mix (Supelco, Bellefonte, PA). The 18:1t and 18:2t were expressed as
the sum of all their trans isomers and the fatty acid composition as relative weight

percentages of the total fatty acids.

Statistical Analyses

All analyses in the present study were based on the subjects who had completed all
three assessments (Q, R and B). For the fatty acid intake and phospholipids, means and
standard deviations are presented. To evaluate the association of the three measurements,
we estimated the crude and energy-adjusted Pearson partial correlation coefficients (4).
Logarithmic transformations were used to improve normality for the phospholipid’s fatty
acids.

For some specific fatty acids the correlations between the three dietary exposure
methods — Q, R and B — were used to calculate the validity coefficients by the method of
triads [14]. This method is an application of the factor analysis model. This technique
assumes that the correlations between the three measurements are all linearly correlated to
the true intake and that the errors between these three methods are independent. However,
we can not assume that the Q’s errors are not correlated with those of the R. Thus, the

validity coefficients may be overestimated. Kaaks (1997) suggests the use of the validity
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coefficient (p) provided by the method of triads as an upper limit and the correlations
between the Q and B as a lower limit of the true validity coefficients [14,21,22]. Briefly,
the validity coefficients (p) can be estimated as follows:

pQT=VrQR x rQB/rBR;

pRT=VrQR x rBR/rQB

and pBT=VrBR x rQB/rQR

where Q is the measurement from the food frequency questionnaire, R from the
reference method, B from the biomarker, r is the correlation coefficient and T is the true,
but unknown, intake. Correlations coefficients and validity coefficients results were defined
as poor (r<0.2), moderate (r=0.2-0.6) or good (r>0.6) [21]. The 95% confidence intervals
(95% CI) for the validity coefficients (p) were estimated by the 2.5™ and 97.5™ empirical
percentiles for the replicates of estimated p from 1500 bootstrap samples of equal size
sample (n=80). The SAS program (version 9.1, SAS Institute Inc, Cary, NC) was used for
all statistical analyses and a 5% level of significance was used.

The ability of the Q to classify individuals into the same quartile of intake compared
with the R and B was tested for those fatty acids which presented positive significant

correlation coefficients for the 3 measurements — Q, R and B.

RESULTS

One hundred and six volunteers completed the first 24hR, and 85, 78 and 74,
completed the second, third and fourth 24hR, respectively. For the Q, 73 participants
completed the first and 72 the second. The reduction in the sample size were due to the

change of address (21%), refusal to participate in the study (8.3%), absence of the chosen

62



adult in the day previously scheduled for the home-interview (2.6%) and death (0.6%).
One-hundred and eight volunteers had their blood collected.

Eighty-one adults (63% female), with mean age of 41 years, completed at least three
of the four 24hR, one of both Q and provided blood samples and, thus, entered in the
analyses. Among the 81 respondents, 51% were overweight or obese, 16% were smokers
and 22% had high blood pressure. Also, 54% of the population had a family income of 2
minimum wage (U$460.00/month) and 62% studied less than 7 years (until primary
school). Mean intake of TFA were 2.17g/day (1% of total energy intake) and 1.67g/day
(0.87% of total energy intake) in the Q and 24hR, respectively.

The FA distribution in serum PL and diet are shown in Table 1. According to the Q,
approximately 26% of total FA intake consisted of saturated fatty acids (SFA), 33% of
MUFA, 33% of n-6 FA, 5% of n-3 FA and 4% of TFA. For the serum PL fatty acids, the
corresponding values were 64% for SFA, 14% for MUFA, 16% of total n-6 FA, 3% of total
n-3 FA and 2% of TFA. All fatty acids were relatively in higher proportions in the diet than
in the serum PL, except for SFA (up to 2.5-fold higher in serum PL).

The Pearson correlation and partial Pearson correlation coefficients adjusted for
energy between the three measurements are shown in Table 2. We presented the fatty acids
that had at least one significant correlation. The highest crude correlations occurred
between the Q and R (rQR=0.16-0.60). The crude correlations between the dietary
assessment methods and the biomarker ranged from 0.31 to 0.79. The trans fatty acids 18:1t
and 18:2t showed moderate to good crude correlation coefficients for all three
measurements (18:1t — rQR=0.54; rQB=0.32; rBR= 0.38; 18:2t — rQR=0.55; rQB=0.61;
rBR= 0.79). SFA and MUFA showed the poorest crude correlation coefficients, ranging

from -0.11 to 0.41.
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Table 1. Distribution of fatty acids in serum phospholipids (% of total fatty acids) and diet

(% of total fatty acids).

Fatty acids Serum PL —mean (SD) Q - mean (SD) 24hR - mean (SD)
15:0 0.65 (0.88) 0.0004 (0.0007) 0.0004 (0.0018)
16:0 30.90 (3.53) 16.29 (1.56) 15.89 (1.58)
17:0 1.35 (0.15) 0.0017 (0.002) 0.001 (0.003)
18:0 24.24 (2.77) 6.81 (0.84) 6.82 (0.84)
SFA 63.80 (6.16) 25.84 (3.61) 25.39 (3.53)
16:1 n-9 1.32 (0.90) 1.52 (0.40) 1.51 (0.50)

18:1 n-9 10.67 (1.22) 31.13 (2.31) 31.11 (3.00)
MUFA 14.38 (1.81) 32.78 (2.54) 32.80 (3.17)
18:2n-6 9.31 (1.06) 32.59 (5.25) 33.90 (4.67)
20:4 n-6 5.18 (4.85) 0.21 (0.12) 0.21 (0.12)
Total n-6 16.45 (5.74) 32.81 (5.27) 34.12 (4.66)
18:3 n-3 1.85(1.37) 4.20 (0.82) 4.43 (0.77)
20:5n-3 0.23 (0.48) 0.08 (0.14) 0.06 (0.13)
22:6 n-3 1.09 (2.21) 0.26 (0.39) 0.20 (0.35)
Total n-3 3.19(2.73) 4.62 (1.14) 4.76 (1.02)
16:1t 0.98 (0.86) 0.23 (0.18) 0.02 (0.03)
18:t 1.03 (0.98) 3.34 (2.40) 2.58 (2.16)
18:2t 0.06 (0.34) 0.36 (0.21) 0.30 (0.23)
TFA 2.08 (2.18) 3.93 (2.64) 291 (2.38)

Serum PL: Serum phospholipids

Q: Food Frequency Questionnaire

24hR: Mean of three or four 24 hour recalls
SD: Standard Deviation

SFA: Saturated fatty acids

MUFA: Monounsaturated fatty acids

TFA: Trans fatty acids
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Table 2. Comparison of fatty acid intake (g/100g fat) assessed by the food frequency
questionnaire (Q) and multiple 24 hour recalls (24hR) with phospholipids (PL) fatty acids

(% of total fatty acids).

Partial correlation coefficient

24hR X PL fatty acids Q X PL fatty acids Q X 24hR fatty acids
Fatty acid  r Unajusted r Ajusted r Unajusted r Ajusted r Unajusted  r Ajusted
for energy for energy for energy
intake intake intake
15:0 0.28° 0.27" 0.34% 0.20 0.33* 0.40%*
16:0 0.24" 0.18 0.25" 0.17 0.16 -0.16
17:0 0.33%* 0.41%* 0.56' 0.55" 0.22 0.02
18:0 0.17 0.19 0.16 -0.16 0.30* 0.247
SFA 0.26" 0.25" 0.25" 0.11 0.24" 0.17
16:1c 0.26" 0.21 0.02 0.02 0.32%* 0.34*
18:1¢c 0.23 0.32%* 0.21 -0.02 0.35% 0.22
MUFA 0.25" 0.17 0.09 -0.07 0.33%* 0.20
18:1t 0.38" 0.26 0.32} 0.29 0.54%* 0.39%
18:2t 0.79 0.78 0.617 0.617 0.55% 0.46*
TFA 0.27" 0.08 0.24 0.22 0.60* 0.60*
18:2n-6  0.24 0.28" 0.25" 0.14 0.37* 0.32%*
Total n-6  -0.31%* -0.31%* -0.29%* -0.14 0.45% 0.42%
18:3n-3  0.07 -0.22 -0.247 -0.18 0.33%* 0.30*
20:5n-3 040 0.36' 0.32 0.32 0.27" 0.28"
22:6n-3 024 0.24 0.37" 0.37 0.40* 0.40*
Totaln-3  0.317 031" 0.21° 0.33%* 0.32% 0.29°
PUFA -0.27" -0.28" -0.34%* -0.20 0.36* 0.32%*
*p<0.01
" p<0.05

r: Partial Pearson Correlation Coefficient

Table 3 shows the validity coefficient, its 95% IC and its range among the 3

measurements. We were not able to apply the method of triads for all fatty acids, because

there were negative correlations for some of them. Indeed, the validity coefficients were

calculated for the following fatty acids: 15:0, total SFA, 18:1t, 18:2t, 18:2 n-6, 22:6 n-3 and

total n-3 fatty acids, which presented positive significant Pearson correlation for all the

three measurements. In general, the highest validity coefficients were obtained for the Q
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(pQT15:0=0.63, pQT18:2 n-6=0.62, pQT22:6 n-3=0.78). For the fatty acids 15:0, SFA,
18:2 n-6 and total n-3, two of the three p were similar, suggesting that the at least two of the
methods yielded similar measurements of the FA intake. For the TFA 18:1t and 18:2t
moderate to good validity coefficients were observed, ranging from 0.47 (pBT18:1t) to 0.93

(pBT18:2t).

Table 3. Validity coefficients of the food frequency questionnaire (Q), multiple 24 hour
recalls (24hR) and the biomarkers (B) of fatty acid intake as calculated for the method of

triads and the 95% CI (n=81)*.

Fatty acid Validity coefficients’ Range of the validity coefficients*
pQT  95%CI pBT 95%CI pRT 95%CI pQT pBT pRT
15:0 0.63 0.06-1.00 0.54 0.07-1.00 0.52 0.08-1.00 0.34-0.63 0.33-0.54 0.34-0.52
SFA 0.48 0.07-1.00 0.52  0.03-0.75 0.50 0.15-1.00 0.25-0.48 0.24-0.52 0.25-0.50
18:1t 0.67 0.15-1.00 047 0.03-047 0.80 0.24-1.00 0.32-0.67 0.54-0.47 0.32-0.80
18:2t 0.65 0.38-1.00 0.93 0.10-1.00 0.84 0.12-1.00 0.61-0.65 0.55-0.93 0.61-0.84
18:2 n-6 0.62 0.11-1.00 0.40 0.06-1.00 0.60 0.25-1.00 0.25-0.62 0.37-0.40 0.25-0.60
22:6n-3 0.78 0.22-1.00 047 0.11-1.00 0.51 0.04-0.92 0.37-0.78 0.40-0.47 0.37-0.51
Total n-3 047 0.09-1.00 0.45 0.03-0.56 0.69 0.12-1.00 0.21-0.47 0.32-0.45 0.21-0.69

* The validity coefficients were not calculated for the other fatty acids owing that one of the three
correlations was negative.

" All values >1.00 were truncated as 1.00.

* The lower limit for the Q and biomarker is represented by the correlation between the Q and B; the
lower limit for the R by the correlation between the B and the R; and the upper limit was calculated
by the method of triads.

The study group was divided into quartiles based on their 15:0, SFA, 18:1t, 18:2t,
18:2 n-6, 22:6 n-3 and n-3 intake (Table 4). The Q’s ability to classify individuals into the
same or adjacent quartile of intake as the R24h ranged between 59 and 77%, while using
the biomarker it ranged from 54 to 84%. We observed the highest percent of individuals
classified into the same or adjacent quartile for 18:1t (80%) and 18:2t (84%) and no
individual classified into the opposite quartile for the 18:2t and 10% for the 18:1t, when the

Q were compared to B.
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Table 4. Agreement of quartile assignment (%) between food frequency questionnaire (Q),

reference method (R) and biomarker (B), n=81.

QxR QxB RxB

Same  Same or Grossly Same  Same or Grossly Same  Same or Grossly
Fatty acid quartile adjacent misclassified* quartile adjacent misclassified* quartile adjacent misclassified*

(%) quartile (%) (%) quartile (%) (%) quartile (%)

(%) (%) (%)
15:0 53 77 6 26 67 10 64 88 6
SFA 25 69 12 28 65 9 19 58 11
18:1t 28 67 11 35 80 10 17 69 11
18:2t 33 69 22 51 84 0 15 77 15
18:2 n-6 31 72 11 33 64 10 26 57 14
22:6 n-3 27 59 10 30 54 16 30 64 7
Total n-3 36 75 10 26 62 15 30 69 10
Q: Food frequency questionnaire; R: Multiple 24 hour recalls; B: biomarker (serum phospholipids fatty

acids).
* Classified from one extreme quartile to the other extreme quartile.

DISCUSSION

Unlike most Brazilian validation studies, in which data from Q were validated
against multiple 24hR [23-25], this study estimated the fatty acid intake by using three
methods — Q, multiple 24hR and a biomarker. The results of this study suggest that the food
frequency questionnaire developed here has an acceptable validity for several fatty acids,
especially 15:0, SFA, 18:2 n-6, 18:1t, 18:2t, 22:6 n-3 and total n-3.

The ideal biomaker of fatty acid intake would be the one that is based on precise
and quantitative knowledge of the physiological balance between intake and output, known
as recovery-based markers [7]. These markers provide an accurate and direct estimative of
their quantitative relationship with the dietary intake. Biomarkers for energy (doubly
labeled water), potassium (urinary excretion of potassium) and protein (24-hour urinary
nitrogen) [7] are well known recovery markers but until now there is no recovery-based
marker of fatty acid intake. For fatty acids and most of the nutrients there is only

concentration-based markers, which are based on the concentration’s measurement of a
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specific compound, at a given point of time. These markers can not be translated into
absolute intakes levels per day, but at very best can provide only a correlate of dietary
intake levels [7]. Some fatty acid validation studies used the adipose tissue as the biomarker
of FA intake which has indicated to reflect the previous 1 to 2 years of FA intake. We used
serum PL FA, which is less invasive, inexpensive and reflects the ingestion of the previous
weeks to months [9,26]. Both adipose tissue and phospholipids FA are considered
concentration-based markers of FA intake. Also, for specific fatty acids, some studies
showed no difference between the correlation of adipose tissue and blood biomarkers with
the FA intake [4,27,28].

The n-6 and n-3 fatty acids compete for desaturases and elongases in their
metabolism [29]. The total n-6/total n-3 ratio of 4:1 seems to be acceptable for individuals
with a low intake of 20:5 n-3 and 22:6 n-6 [30]. In this study, the total n-6/total n-3 ratio
was 5.15 in phospholipids and 7.1 in both Q and 24hR.

The fatty acid composition of phospholipids contributes significantly to the physical
and biochemical properties of membranes [31]. It is well established that all fatty acids can
be incorporated into cell phospholipids and thereby modify the membranes. Trans fat
uptake into membranes was reported to directly reflect the dietary trans levels [32]. Once
incorporated into phospholipids, the membrane fluidity and the activity of several integral
proteins was shown to be altered [33]. Niu, Mitchell and Litman (2005) found that the TFA
in the phospholipids had a higher cholesterol affinity, resulting in a higher level of
cholesterol incorporated into these membranes, when compared with the cis isomers [33].
In our study, we found 2.08% TFA of total FA in the blood phospholipids, which was
silimilar to the amount found in the plasma of US women (TFA= 1.98) [34], but higher

than TFA phospholipids found in maternal serum at the end of pregnancy (TFA=1.31) [35]
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and TFA plasma phospholipids in an ethnically diverse cohort living in Australia (TFA=
1.0) [36].

The fatty acids with the highest correlation coefficients for the three measurements
were those which are not endogenously synthesized, such as 15:0, 18:1t, 18:2t and 18:2 n-6
(Table 3). We also observed moderate correlations between the three methods for the 22:6
n-3 and total n-3 FA. In general, for the 22:6 n-3 and long chain n-3 FAs, the dietary intake
is considered their main sources, although small amounts of 18:3n-3 can be converted to
20:5n-3 and a minimal amount is converted to 22:6n-3 [29,37]. Some studies have also
found a positive relation between the n-3 intake and its amount in the PL [21,36].

Correlations between the Q and R in the present study were moderated to good
(r=0.24-0.60), for 9 of the 13 FA measured (Table 3), indicating that the Q was able to rank
individuals for most fatty acids. These correlations were also observed in other fatty acid
validation studies [3,4,21,38]. In the study of McNaughton [21], 44 participants completed
a Q and 12 weighed food recalls. Moderate to good correlations were observed for all FA,
except for TFA (r=0.03). On the contrary, the study of Cantwell [5] showed high
correlations coefficients for TFA between the fat intake questionnaire and a modified diet
history (r=0.67). In our study, the highest correlations for Q and R were found for trans
fatty acids (rQR18:1t= 0.54, rQR18:2t=0.55). The main sources of these FA were filled
cookies, ruminant meat, margarine, milk, cake powder, industrialized bread, French fries,
pork sausage, sausage, cream cheese and olive oil [data not shown].

The best correlations between the Q and the B were observed for 18:2t (rQB=0.61
and rBR=0.79) as it occurred in the study with a Costa Rican population, where the highest
correlations for TFA intake and biomarkers were observed for the 18:2t (rQB=0.24, for
plasma as biomarker and rQB=0.40, for adipose tissue as biomarker) [37]. We also found

significant correlations between Q and serum PL for most of the FA (Table 3). Lower
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correlations for the palmitoleic (16:1C) and arachidonic acids (20:4 n-6) were observed with
plasma PL as the biomarker in an Australian population [36] and with the Costa Rican
population, in which the adipose tissue was used as the biomarker [39]. The poor
correlations could reflect the endogenous synthesis of these FA [4,9]. The adjustment for
energy intake improved the correlation coefficents for some FA and lowered it for others,
as it was observed in other studies [4,36].

The method of triads have been applied in a few validation studies [40-46] and only
in three validation studies of fatty acid intake [4,21,27]. In this study we were able to
calculate the validity coefficients (p) for the fatty acids 15:0, SFA, 18:1t, 18:2t, 18:2 n-6,
22:6 n-3 and total n-3. For these fatty acids, the p ranged from 0.40 to 0.93. The validity
coefficients suggested that the biomarker was the best measurement of dietary intake for
SFA and 18:2t. For the 15:0, 18:2 n-6 and 22:6 n-3, the Q was best correlated with the true
intake (Table 4). The study of McNaughton et al (2007), using plasma PL as biomarker of
FA intake, showed high p values for the total n-3, total long-chain n-3, arachidonic acid
(AA), eicosapentaenoic acid (EPA) and docosaexaenoic acid (DHA). In general, the
biomarker presented the lowest p, ranging from 0.29 (pBT 20:4 n-6) to 0.60 (pBT long-
chain n-3). In that study, the authors did not find significant correlations for TFA, which
was attributed to the decrease in TFA content of the food supply in Australia [21].

Although all the previous studies [21,27,40-46] used 1000 bootstrap samples to
calculate the 95% CI, we used 1500 bootstrap samples because of the high proportion of
missing validity coefficients (data not shown). In general, missing validity coefficients in
the bootstrap samples occur when at least one correlation (rQR, rQB or rBR) between the
three measures includes zero in the 95% CI. Also, we observed the existence of validity

coefficient’s 95% CI >1 (Table 3). This limitation is known as Heywood cases, which may
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result from either random sampling fluctuations or violations to the model assumptions
[14,22].

Some studies have shown association of the odd fatty acids, 15:0 and 17:0, with
dairy products intake as those fatty acids are not synthesized by humans, but by the
bacterial flora in the rumen of ruminants [2,27]. In those studies, the 15:0 were better
correlated to the dairy product intake than the 17:0. The study of Brevik et al (2005)
examined the relation between the dairy fat intake and the proportion of pentadecanoic and
heptadecanoic acids in serum phospholipids and adipose tissue as biomarkers. The authors
found no positive significant associations between the 17:0 intake and its content in the
serum and adipose tissue. The highest validity coefficients were observed for the the
reference method (0.80 to 1.00). They found moderate pBT (0.49) between the intake of
dairy products (main source of 15:0) and the biomarkers. Thus, serum proportions of 15:0
seem to perform equally well as 15:0 in adipose tissue [27]. In our study, we observed
moderate to good validity coefficients of the 15:0 (pQT= 0.63; pBT=0.54; pRT=0.52).

In the study with a Costa Rican population, the authors applied the method of triads
to evaluate the performance of a Q for several micronutrients and fatty acids [4]. They used
adipose tissue as B and seven 24hR as the R. The 18:2n-6 presented the highest validity
coefficients for the Q (pQT=0.89) and B (pBT=0.67). The study found moderate to good
pQT and pRT, but poor to moderate pBT for SFA and MUFA [5]. The disparity between
estimates obtained from those studies could be due to differences in the sample size, the
biomarker of FA intake, the methodology of FA analysis, the structure and size of the Q,
lack of accurate food composition tables, and differences in the populations studied [5].

In order to know the relative validity of a Q, Masson et al [47] recommend the use
of correlations coefficients and the classification of subjects into categories (terciles,

quartiles or quintiles) of intake. For epidemiological studies, they recommend more than
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50% of subjects correctly classified and less than 10% grossly misclassified for nutrients of
interest [43]. In this study, the quartile assignment proved that the Q was able to adequaly
identify individuals according to their PL FA levels of the 15:0, SFA, 18:1t, 18:2t, 18:2 n-6,
22:3 n-3 and n-3, as more than 50% of the study population were classified into the same or
adjacent quartile of intake. When Q and R were compared, 10% or less of the individuals
were grossly misclassified for 15:0, 22:6 n-3 and n-3 FA. In the comparison of Q and B,
10% or less were misclassified for 15:0, SFA, 18:1t, 18:2t and 18:2 n-6. These results are in
agreement with the correlation and validity coefficients found in this study.

The subjects of this study had some important characteristics to be considered as
source of possible bias: they were low-income and low-literacy individuals [30].
Furthermore, there was a difference in the time frame of the biomarker (serum PL FA
reflects the weeks to months earlier) and the Q and 24hR, which spanned through 1 year of
data colection. In addition, we should consider the limitation inherent to the dietary
assessment methods, such as food composition tables, especially for fatty acids. We used
the fatty acid composition of the USDA database, as there wasn’t a complete Brazilian food
table avaible for the fatty acid food composition when the study was initiated. This study
was applied in the same year in which Brazilian Government introduced the resolution on
mandatory labelling of TFA content in food products. Since then, TFA content of food
products have systematically been lowered by the industries. Thus, it may be possible that
ingestion of TFA among this population have decreased, requiring adjustment to the new
consumption pattern.

In summary, the fatty acid food frequency questionnaire designed for an adult
population in Brazil seems to have an acceptable validity for fatty acids, particularly for
15:0, SFA, 18:2 n-6, 18:1t, 18:2t, 22:6 n-3 and n-3, as observed by the validity coefficients

of the three methods applied and the true intake. The results suggest that this food
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frequency questionnaire is a valid instrument to assess the fatty acid intake allowing
associations between the dietary exposure and the development of chronic diseases in this

population.
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5. CONCLUSOES GERAIS
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Os resultados deste trabalho permitiram as seguintes conclusoes:

Dos 14 acidos graxos identificados no fosfolipidio sérico, 12 apresentaram
correlacdo significante com recordatério de 24 horas (R) e/ou questiondrio de
freqliéncia alimentar (Q).

As correlagdes entre biomarcador € R ou Q foram maiores para os acidos graxos
ndo sintetizados endogenamente (15:0, 18:1t, 18:2t, 18:2n-6), enquanto para os
acidos graxos saturados e monoinsaturados as correlagdes foram menores.

O coeficiente de validade (p) do Q dos acidos graxos 15:0, 18:1t, 18:2t, 18:2n-6 e
22:6n-3 foram elevados, variando de p=0,68 a 0,78.

O AG 18:2t sérico pode ser considerado um bom biomarcador do seu consumo por
ter apresentado o maior p , tanto em relacdo aos outros AG quanto aos outros
instrumentos de avaliagdo do consumo, ¢ devido a sua elevada capacidade em
classificar individuos de acordo com a ingestao estimada pelo Q.

O Q pode ser considerado um instrumento valido para estimar o consumo de acidos
graxos na populagdo deste estudo, principalmente para os AG 15:0, 18:1t, 18:2t,

18:2n-6 € 22:6n-3.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: Estudo de validacdo e reprodutibilidade de um questionario de
freqiiéncia alimentar, com enfoque em acidos graxos dietéticos, para uso em
populacdo adulta.

Convido o Senhor (a):
a participar desta pesquisa, que envolve responder questionarios de freqiiéncia alimentar,
recordatdrios de 24 horas e coletar uma amostra de sangue para determinagdo dos niveis de
acidos graxos. O objetivo deste estudo ¢ avaliar a ingestdo de gorduras da populagdo
através de um questionario sobre alimentos consumidos habitualmente e dosar a quantidade
e tipo de gordura no sangue. Caso seja verificado que o senhor (a) necessita de cuidados
médicos, sera encaminhado para atendimento no posto de saude mais proéximo a sua casa.
Foram dadas informacdes suficientes sobre o estudo e foi garantido que todas as
informagdes colhidas serdo mantidas em sigilo absoluto. O senhor (a) foi esclarecido que:
Podera desistir de participar do estudo quando quiser, sem ter que dar explicagdes ou
justificativa.
Assina livremente a confirmagao para participar do estudo

Brasilia, de

200

Desejando maiores esclarecimentos com relagdo a pesquisa, contatar a coordenadora do
projeto: Marina Ito: 3307-2548; ¢ Comité de Etica em pesquisa: tel: 3325-4955.
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Estudo de validagdo e reprodutibilidade de um questionario de freqiiéncia alimentar, com
enfoque em &cidos graxos dietéticos, para uso em populacgéo adulta.

Recordatorio de 24 horas

Nome:
Endereco:
Telefone:
Data de aplicacéo:
Dia referente:
Entrevistador:

Horario Alimento Quantidade g
CHO: kcal g % VET: kcal
PTN: kcal g % GET: kcal
LIP: kcal g %
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