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RESUMO

SILVA, Karla Vanessa do Nascimento, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
fevereiro de 2014. Retinol, carotenoides e tocoferdis do leite humano e
aspectos antropométricos, bioquimicos e dietéticos de nutrizes
adolescentes e adultas. Orientadora: Juliana Farias de Novaes.
Coorientadoras: Helena Maria Pinheiro Sant’Ana e Giana Zarbato Longo.

O leite humano é a fonte nutricional recomendada para promo¢do da saude
das criangas, capaz de fornecer todos 0s nutrientes essenciais para garantir o
adequado crescimento e desenvolvimento. Dentre os constituintes do leite,
destacam-se as vitaminas A e E, e carotenoides por apresentarem um
importante potencial antioxidante e contribuirem para o fortalecimento do
sistema imunoldgico dos lactentes. A idade materna é um dos fatores que pode
influenciar o conteddo de nutrientes do leite, aumentando o0s riscos de
deficiéncias nutricionais para o bebé. O objetivo do presente estudo foi analisar
a composicdo de retinol, carotenoides e tocoferéis no leite humano e plasma
materno, bem como os aspectos antropomeétricos, bioquimicos e dietéticos de
nutrizes adolescentes e adultas do municipio de Vicosa, Minas Gerais. Trata-se
de um estudo transversal com nutrizes e seus respectivos lactentes com idade
entre 30 e 180 dias. Procedeu-se com aplicacdo de questionario estruturado e
de inquéritos dietéticos, avaliagdo antropométrica e de composic¢éo corporal, e
analises bioquimicas do leite humano e plasma materno. A amostra foi
composta por 30 nutrizes adolescentes (17,5+1,5 anos) e 30 adultas (27,4+5,0
anos), segundo idade pés-parto e condicdo socioeconémica. Em comparacéo
ao grupo das adultas, nutrizes adolescentes apresentaram valores inferiores
para escolaridade, renda familiar per capita, idade ginecoldgica, nimero de
gestagfes, numero de consultas pré-natal, IMC pré-gestacional (P<0,05). Pelos
recordatorios alimentares de 24 horas houve consumo inferior de lipidios totais,
vitamina A, a e B-caroteno pelas adolescentes (P<0,05), e 100% de prevaléncia
de ingestdes inadequadas de vitaminas, por ambos o0s grupos. Pelo
qguestionario de frequéncia de consumo alimentar, adolescentes também
apresentaram menor consumo de a e [(-caroteno. Nutrizes adultas
apresentaram valores médios superiores de IMC, dobras cutaneas tricipital,
subescapular e suprailiaca, gordura central, percentual de gordura corporal e

perimetro braquial (P<0,05). Foi identificado maior percentual de baixo peso
Xiv



entre as nutrizes adolescentes em oposicédo a maior propor¢cao de sobrepeso e
obesidade no grupo das adultas (P<0,05). As medidas antropométricas dos
lactentes ndo diferiram entre os dois grupos. A andlise bioquimica indicou
valores inferiores de colesterol total, lipoproteina de alta densidade, retinol, a-
tocoferol e B-caroteno no sangue das nutrizes adolescentes (P<0,05). Para
adolescentes e adultas, respectivamente, as concentragdes de retinol
(1,31+0,96 vs 1,12+0,56 umol/L), a-caroteno (0,002+0,003 vs 0,003+0,003
pmol/L), B-caroteno (0,16+0,06 vs 0,16+0,04 umol/L), luteina+zeaxantina
(0,30+0,16 vs 0,27+0,14 umol/L), a-tocoferol (3,80+1,14 vs 3,65+1,10 umol/L) e
y-tocoferol (1,01+0,42 vs 0,85+0,45 pumol/L) no leite humano ndo apresentaram
diferenca estatistica (P<0,05). O y-tocoferol do leite foi 0 Unico nutriente que se
correlacionou positivamente com as concentracdes plasmaticas. Nenhuma
correlacéo foi encontrada entre os nutrientes do leite e a ingestao dietética das
nutrizes. Em contrapartida, retinol, B-caroteno e luteina+zeaxantina plasmaticos
associaram-se positivamente ao consumo alimentar, calculado por ambos os
inquéritos. Diversas correlacdes foram identificadas entre as concentracfes
dos nutrientes no leite e no plasma, para adolescentes e adultas. Concluiu-se
que as concentracdes de nutrientes do leite independem de fatores como a
idade, estado nutricional e ingestdo alimentar materna. O aconselhamento
dietético faz-se necessario para promover melhoria dos habitos alimentares e

do estado nutricional das nutrizes, principalmente de adolescentes.

XV



ABSTRACT

SILVA, Karla Vanessa do Nascimento, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
February, 2014. Retinol, carotenoids and tocopherols in human milk and
anthropometric, biochemical and dietary aspects of lactating adolescent
and adult. Advisor: Juliana Farias de Novaes. Co-advisors: Helena Maria
Pinheiro Sant’/Ana and Giana Zarbato Longo.

Human milk is the recommended nutritional source for the promotion of infant’s
health, able to provide all the essential nutrients to adequately promote growth
and development. Among the components of milk, there is vitamin A and E, and
carotenoids that presents an important antioxidant potential and contribute to
strengthening the infant's immune system. Maternal age is a factor that can
influence the milk’'s nutritional content, increasing the risk of nutritional
deficiencies for the baby. The objective of this study was to analyze the
composition of retinol, carotenoids and tocopherols in human milk as well as
anthropometric, biochemical and dietary aspects of lactating adolescent and
adult the municipality of Vicosa. This is a cross-sectional study with lactating
mothers and their infants aged in between 30 and 180 days. The assessment
included a structured questionnaire, dietary surveys, anthropometric and body
composition, and biochemical analyze of human milk and maternal plasma. The
sample consisting of 30 lactating adolescents (17.5+£1.5 years) and 30 lactating
adults (27.4+5.0 years), matched according to time postpartum and
socioeconomic status. Compared to the group of adults, lactating adolescents
showed lower levels of education, family income, gynecological age, number of
pregnancies, number of prenatal visits, and pre-pregnancy body mass index
(P<0.05). Dietary intake assessed according to the 24-hour dietary recalls
showed lower consumption of total fat, vitamin A, a and p-carotene by
adolescents (P<0.05). Both groups presented 100% inadequate intake of
vitamins. Adult lactating women had higher mean values of body mass index,
triceps, subscapular and suprailiac skinfolds, central fat, body fat percentage
and mid-arm circumference. Overall, a high percentage of lactating teenage
mothers were underweight while lactating adults had a higher amount of
overweight and obesity (P<0,05). Anthropometric measurements of infants
didn’t differ statistically between the two groups. Biochemical analysis indicated

lower levels of total cholesterol, high-density lipoprotein, retinol, a-tocopherol
XVi



and B-carotene in the blood of lactating adolescents (P<0.05). For adolescents
and adults, respectively, the concentrations of retinol (1.31+0.96 vs 1.12+0.56
pmol/L), a-carotene (0.002+0.003 vs 0.003+0.003 pmol/L), B-carotene
(0.16+0.06 vs. 0.16£0.04 pmol/L), lutein + zeaxanthin (0.30+0.16 vs. 0.27+0.14
pmol/L), a-tocopherol (3.80+1.14 vs. 3.65t1.10 umol/L) and y-tocopherol
(1.01+0.42 vs. 0.85%£0.45 pmol/L) were similar in human milk (P<0,05). The y-
tocopherol in milk was the only nutrient that was positively correlated with
plasma concentrations. No association was found between nutrients and dietary
intake in the milk of lactating mothers. In contrast, retinol, B-carotene and lutein
+ zeaxanthin plasma were positively associated with dietary intake, calculated
by both surveys. Various correlations were found between the concentrations of
nutrients in milk and plasma, for adolescents and adult. The results suggested
that the nutrients in milk do not depend on factors such as age or nutritional
status in relation to maternal nutrition and dietary intake. However, dietary
counseling should be promoted for the sake of developing better dietary habits

for the mothers, especially among teenage mothers.
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1. INTRODUCAO GERAL

O leite humano é o Unico alimento capaz de atender, de maneira
adequada, todas as peculiaridades fisiologicas do metabolismo dos lactentes,
devendo ser oferecido exclusivamente até o 6° més de vida™? Além dos
nutrientes necessarios para suprir as demandas nutricionais do recém-nascido,
fornece diversos fatores de defesa que irdo contribuir para o fortalecimento do
sistema imunolégico®. Somam-se aos beneficios do aleitamento materno a
consolidacdo do vinculo emocional entre mae e filho?.

A composicdo do leite materno € extremamente complexa, sendo
constituida predominantemente por uma fracdo aquosa, € em menores
proporcdes, aparecem as emulsfes lipidicas, as dispersdes coloidais de
moléculas de caseina, as membranas dos glébulos de gordura e células vivas®.

O leite materno apresenta intensa atividade antioxidante pela presenca
de compostos bioativos com capacidades variadas de neutralizar radicais livres
e espécies reativas de oxigénio®>®. Dentre os componentes que desempenham
esta funcdo encontram-se as vitaminas lipossolGveis A e E, e os carotenoides™
7.

A vitamina A desempenha varias fun¢cdes no organismo, sendo
importante para a visdo, expressao génica, proliferacdo celular, reproducédo e
imunidade®°. Alguns carotenoides tém despertado interesse de pesquisadores
por exercerem atividade pré-vitaminica A e atividade antioxidante®®'!. A
vitamina E € reconhecida como o principal antioxidante lipossolavel, mas atua
também na inibicdo da proliferacédo celular, agregacéo plaquetaria e adeséo de
mondécitos®01?,

Varios fatores podem afetar a concentracdo de vitaminas do leite
humano, sendo considerados os mais importantes a ingestdo materna e estado
nutricional em relacdo aos nutrientes™*'?. Variacdes na composicdo do leite
também podem ser atribuidas a fase da lactacdo, horario do dia, esvaziamento
da mama, habitos alimentares, idade materna, paridade, composi¢éo corporal e
fatores socioeconémicos™ %1%,

Nutrizes adolescentes compdem um grupo mais susceptivel a
complicag@es clinicas e nutricionais, devido ao seu processo de crescimento e

imaturidade biolégica’®. A gravidez na adolescéncia é identificada como um dos

1



grandes problemas de saude publica e cuidados pela maior probabilidade de
repercussdes negativas sobre a mae e o concepto™®®.

Habitos alimentares inadequados comuns a adolescentes,
caracterizados pela elevada ingestdo energética e baixo consumo de
micronutrientes, também contribuem para 0 aumento dos riscos nutricionais
inerentes ao grupo materno infantil**2*,

Apesar da escassez de pesquisas sobre as concentracdes de vitaminas
e carotenoides no leite de lactantes adolescentes, alguns estudos
demonstraram concentracdes inferiores desses nutrientes no leite destas

mulheres?®%3,

Diante disso, reconhece-se a importancia da obtencdo de
maiores informacdes a respeito das possiveis diferencas existentes entre as
concentracfes de vitaminas e carotenoides no leite de nutrizes adolescentes e

adultas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Leite Humano

2.1.1. Introducao

O leite materno é um fluido biolégico de coloracdo esbranquicada,
altamente complexo, que contém todos o0s nutrientes essenciais para o
crescimento e desenvolvimento do recém-nascido™™.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda o aleitamento
materno exclusivo (AME) nos primeiros 6 meses de vida do lactente, devendo,
a partir desta idade, receber alimentos complementares, mas mantendo o
aleitamento materno até os dois anos?.

Apesar das evidéncias cientificas comprovarem a superioridade da
amamentacao quando comparada as demais formas de alimentacao da crianca
como férmulas infantis ou outros tipos de leite, as taxas de AME no Brasil ainda
estdo muito inferiores ao desejado®.

O Ministério da Saude realizou, em 2008, a “ll Pesquisa de Prevaléncia
de Aleitamento Materno nas Capitais Brasileiras e Distrito Federal”’, com o
objetivo de verificar a situacdo da amamentacao e alimentacdo complementar
no Brasil®. Neste estudo, foi encontrada prevaléncia de 42% de AME em
menores de 6 meses e a mediana de apenas 54,1 dias (1,8 meses)*.

Portanto, as praticas adequadas de alimentacdo, bem como o
conhecimento dos beneficios do leite humano sdo de fundamental importancia

para a satde e nutricdo dos lactentes®.

2.1.2. Importancia para Saude

O leite materno apresenta varios beneficios para o binbmio mae-filho
pois, além de proporcionar nutrientes indispensaveis nos primeiros meses de
vida, ele contém componentes biolégicos que contribuem para a protecao da
saude do lactente, como anticorpos, enzimas e horménios, além de vantagens

emocionais, dentarias, socioeconémicas e para a saude da nutriz >°°.



2.1.2.1. Reducao da morbidade e mortalidade infantil

O sistema imunoldgico dos recém-nascidos € imaturo e as propriedades
anti-infecciosas conferidas pelo leite materno favorecem a protecdo contra
infeccdes que comumente afetam essa faixa etaria’®'’. Além de anticorpos,
outros componentes como as proteinas (lactoferrina, lisozima e caseina),
lipidios, oligossacarideos, enzimas, prostaglandinas, fatores de crescimento e
horménios auxiliam na modulacdo do sistema imunolégico®***.

Estudos em paises desenvolvidos e em desenvolvimento fornecem
fortes evidéncias da reducado da incidéncia de um grande numero de doencas
como diarreia, otite, meningite bacteriana, infecgcdes no trato gastrointestinal,
respiratorio e urinario, enterocolite necrosante, doenca celiaca e dermatite
atopica>**2,

Estimativas indicam que a amamentagdo exclusiva até o sexto més de
vida da criangca poderia evitar cerca de 13% das mortes preveniveis em
criancas menores de 5 anos em todo o mundo, sendo considerada a estratégia

isolada com maior impacto neste sentido™.

2.1.2.2. Efeitos preventivos a longo prazo

InvestigacBes tém demonstrado a amamentacdo como fator de protecao
contra determinadas doencas na infancia e na vida adulta, como risco de
obesidade, hipertensao arterial, dislipidemias, diabetes mellitus tipo 1 e 2,
asma, linfoma e leucemia®®101214,

A OMS publicou uma reviséo sistematica englobando evidéncias sobre
os efeitos a longo prazo do leite materno®. Os autores identificaram que
individuos amamentados apresentaram valores inferiores para pressao sistolica
(-1,21 mmHg) e diastdlica (-0,59 mmHg), e para a concentracdo sanguinea de
colesterol total (-0,18 mmol/L)**. O mesmo estudo sugeriu que a amamentacao
pode ter um pequeno efeito protetor sobre o risco de diabetes mellitus tipo 2 e
prevaléncia de obesidade, e pode ainda favorecer o desenvolvimento

cognitivo™.



2.1.2.3. Vantagens para saude bucal

Os movimentos que o bebé realizada durante a sucgédo tém efeitos
positivos na saude fonoaudiolégica, proporcionando um  melhor

315 Como

desenvolvimento craniofacial e motor-oral do recém-nascido
consequéncia, o desmame precoce pode prejudicar as funcdes de mastigacao,
degluticdo, respiracdo e articulagdo dos sons da fala, e ainda ocasionar ma-

oclus&o dentaria™.
2.1.2.4. Beneficios para a nutriz

Os beneficios para a mulher incluem a diminuicdo do sangramento pos-
parto e involugdo uterina mais rapida, atribuidos ao aumento das
concentracdes de ocitocina®!%*?,

Stuebe e colaboradores'® descreveram uma melhor homeostase da
glicose em nutrizes, e associacao inversa entre a duracdo do aleitamento e
incidéncia de diabetes tipo 2 em mulheres norte-americanas jovens e de meia
idade.

Pesquisas indicam riscos mais elevados de cancer de mama e de ovario
em mulheres que ndo amamentaram, e 0S mesmos se associam inversamente
com a duracdo da pratica’®!"®. Estima-se que o risco de contrair a primeira
doenca diminua cerca de 4,3% a cada 12 meses de duracdo do aleitamento,

independente da etnia, paridade e estado menopausal*’*2.

2.1.2.5. Vinculo afetivo entre méae e filho

A amamentacao traz beneficios psicologicos para a mae e o bebé, o
contato continuo entre ambos provavelmente fortalece os lacos afetivos®. O ato
oportuniza intimidade, sentimento de seguranca para a crianga, autoconfianga

e realizacdo da mulher®.



2.1.2.6. Menores custos financeiros

Além dos beneficios para a saude do lactente e da nutriz, vantagens
econdmicos, familiares e ambientais tém sido descritas®'?. Estes beneficios
incluem reducéo dos custos anuais com os cuidados com a saude e programas
de saude publica, absenteismo e perda associada a renda familiar®*?. Também
h& diminuicdo concomitante da carga ambiental, pelo menor descarte de
embalagens de papinhas e mamadeiras, e menores gastos com o transporte
da alimentac&o infantil*.

Em 2004, no Brasil, uma pesquisa indicou que o gasto médio mensal
destinado a compra de leite para alimentar bebés nos 6 primeiros meses variou
entre 38% e 133% do salario minimo vigente na época, dependendo da marca
do produto®. Quando acrescidos os gastos com mamadeiras, bicos e gas de
cozinha, a préatica de nao amamentar pode significa sacrificios para uma familia

com baixo nivel socioecondmico®.
2.1.3. Fisiologia da lactacao

A glandula maméaria consiste em células produtoras de leite e um
sistema condutor incorporado ao tecido conjuntivo e adiposo®®. Em mulheres
adultas cada mama possui entre 15 e 20 lobos mamarios, e dentro de cada um,
h& l6bulos com conjuntos de alvéolos, circundados por células mioepiteliais que
se contraem em resposta a liberacdo da ocitocina’®. O leite produzido nos
alvéolos passa para os seios lactiferos até ser expelido da mama®*°.

A mamogénese inicia-se ainda na fase fetal, se estende até a puberdade

e é retomada no inicio da gravidez'®*®.

Em recém-nascidos as glandulas
mamarias desenvolvem-se o0 suficiente para aparecer como distintas
elevacdes'®. Com o inicio da puberdade e durante a adolescéncia os ductos
mamarios alongam-se e ocorre proliferagédo celular do epitélio, acompanhados
pelo crescimento do tecido fibroso e adiposo periductal*®*°. Neste momento a
aréola e o mamilo também crescem e se tornam pigmentados*®.

Durante a gravidez, a mama é preparada para amamentacdo sob acao
de diferentes hormonios, destacando-se a atuagédo do estrogénio, progesterona

e prolactina placentaria, além de outros fatores de crescimento que também
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sdo responsaveis pela fase final do crescimento e maturacdo da glandula
mamaria®®%,

A producéo e secrecao do leite dao-se pelo processo de lactogénese, 0
qual é dividido em dois estagios®®. O primeiro compreende o preparo para a
amamentacao durante o segundo trimestre da gestacao, com desenvolvimento
das ramificagbes dos ductos lactiferos, hipertrofia e hiperplasia da mama,
aumento do tecido adiposo e vascularizacdo, e estimulo para a producdo do
colostro®®?°. O leite ndo é produzido e secretado nesse periodo pela acéo das
altas concentracées de progesterona'®?°. O segundo estagio ocorre logo apés
0 nascimento do bebé e a expulsdo da placenta, com a reducdo das
concentracdes de progesterona e aumento de prolactina™®%.

O volume de leite secretado nas primeiras horas é muito pequeno, € 0
incentivo da lactacdo desde o0s primeiros momentos apds o0 parto €
fundamental para o estabelecimento da oferta adequada para o lactente®®. O
bom desempenho da lactacdo depende de fatores como o0 posicionamento
correto da crianca, frequéncia e quantidade das mamadas, e cuidados com a
mama?®.

Outras caracteristicas infantis como peso ao nascer, forca para sugar,
idade gestacional, presenca de enfermidades e caracteristicas maternas como
idade, paridade, estado psicolégico, uso de substancias e estado nutricional,

podem afetar a producao e o volume do leite humano?®.
2.2. Composicao do leite humano

O leite humano é um fluido biolégico altamente complexo, constituido
por uma fase aquosa (87%), emulsdes de globulos de gordura (4%),
dispersdes coloidais de moléculas de caseina (0,3%), membranas de globulos
de gordura e células vivas?.

Modificagbes na composicdo do leite ao longo da lactagdo sdo mais
acentuadas nas primeiras semanas de lactacdo?. O colostro é o fluido
secretado imediatamente apdés o parto e apresenta coloracdo amarelada
indicando elevada concentracdo de carotenoides (aproximadamente de 10

vezes mais em relacdo ao leite maduro)'®*. Sua secrecdo dura entre 4 a 7



dias, durante os quais ocorrem rapidas mudangas em sua composi¢cdo, como o
aumento de gordura e lactose e reducéo de proteinas e minerais®*¢?.

O leite que o sucede é o de transicdo (entre 7 e 21 dias poOs-parto),
quando as modificacdes prosseguem mais lentamente®. A partir do 21°, o leite
€ considerado maduro e ainda apresenta variabilidade, mas em menor
intensidade em relacdo ao inicio da lactacdo, tem coloracdo mais
esbranquicada e aspecto mais consistente?.

Os constituintes do leite maduro podem ser divididos nas seguintes
categorias: proteinas, compostos nitrogenados nao proteicos, carboidratos,
lipidios, vitaminas hidrossolGveis e lipossoltveis, minerais e células®?.

Para a secrecao dos diversos constituintes do leite, cada composto ou
grupo segue um caminho especifico de absorcdo ou sintese, e secrecao,
regulados por fatores hormonais, de desenvolvimento e fisiol6gicos®.

Existem 5 processos descritos para a sintese e secrecao dos
componentes nas células alveolares para a producao do leite, sendo 4 deles
transcelulares (exocitose, sintese e secrecdo de lipidios, via transcitética e de
transporte pela membrana apical) e 1 paracelular®?3,

A exocitose € o principal mecanismo para a secrecao de proteinas,
adgua, lactose, oligossacarideos, fosfato, célcio e citrato, pelas células
alveolares®®?*?* Essas substancias sdo embaladas em vesiculas secretadas
pelo complexo de Golgi e transportadas para regido apical das células, onde se
fundem com a membrana plasmatica e liberam o contetdo dentro do espaco
extracelular'®#24,

A sintese e secrecdo lipidica ocorre pela capacidade de sintese,
armazenamento e secrecdo de gorduras que as células epiteliais mamarias

182324 Acidos graxos e glicerol provenientes do sangue ou

possuem
sintetizados pelas proprias células sao utilizados como substratos para a
producdo principalmente de triglicerideos e fosfolipidios no reticulo

endoplasmatico liso®%32,

Essas moléculas se aglutinam e deslocam em
direcdo ao apice da célula, onde séo envoltas por uma membrana e secretadas
por um processo de brotamento*®%*?*. Como as vitaminas lipossoltveis (A, D,
E e K) e os carotenoides encontram-se associados a estes glébulos de gordura

no leite, esses nutrientes também s&o secretados no por meio desta via®.
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A via transcitética envolve captacdo endocitica de substancias na
membrana basal, formacdo e maturacdo de endossomos e posterior transporte

18,23,24
. As

até a membrana apical da célula imunoglobulinas s&o os

componentes provenientes desse tipo de transporte melhor compreendidos,

18,25

atribuido a receptores na membrana basolateral especificos Outras

proteinas também podem ser secretadas por essa via, como insulina,
prolactina e fatores de crescimento®°.

A via de transporte pela membrana apical compreende a secrecao de
agua, ions monovalentes como soédio, calcio, potassio e cloreto, e moléculas
polivalentes, como glicose e aminoacidos'®?*#*, Apesar dos mecanismos nao
ser bem compreendido, sabe-se que a membrana apical das células maméarias
€ permeavel a essas moléculas e a transferéncia intracelular € mediada por
transportadores especificos®*%.

A via de transporte paracelular permite a troca direta, extracelular e
bidirecional, transportando tanto substancias de baixo peso molecular quanto
macromoléculas entre a luz do alvéolo e o espaco instersticial?®>. Durante a
lactacdo essa via é impedida pelas jun¢cBes oclusivas formadas entre as
células'®®. Durante a gestacdo, involucdo da mama ou em caso de mastite,
estas juncdes encontram-se alargadas e permitem as trocas dos constituintes

do sangue e leite’®?°.

2.2.1. Macronutrientes

2.2.1.1. Carboidratos

O principal carboidrato do leite € a lactose (~70 mg/L), um dissacarideos
formado por uma molécula de glicose e outra de galactose?’. E um dos
constituintes mais estaveis e sua concentracdo € muito semelhantes entre as
mulheres, contribuindo, desta maneira, para manutencdo da pressdo osmoética
do leite>?,

A glicose também esta presente no leite humano, mas em quantidades
inferiores as da lactose, além de acucares de nucleotideos, glicolipidios,
glicoproteinas e oligossacarideos®?. Alguns oligossacarideos tais como 0s

galato-oligossacarideos (GOS) e os fruto-oligossacarideos (FOS), podem
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apresentar importantes atividades biolégicas nos lactentes, como a inibicdo da
ligacdo de agentes patogénicos aos seus receptores, e promogao e
crescimento de diversas espécies de bifitobactérias no intestino®.

2.2.1.2. Proteinas

O contetudo de proteinas diminui gradativamente do colostro ao leite
maduro, e sdo geralmente classificadas em dois grupos: caseinas e proteinas
do soro®?,

As caseinas ocorrem somente no leite e formam micelas ao se
combinarem com calcio, fosfato e magnésio, potencializando o transporte
desses ions®. As proteinas do soro, como a-lactoalbumina e lactoferrina, séo
sintetizadas na propria glandula mamaria, enquanto outras, tais como
albumina, enzimas, imunoglobulinas e hormoénios, sao transportadas a partir do
plasma®"?,

Outros compostos nitrogenados nao proteicos, tais como aminoacidos
livres, peptideos, glicoconjugados, nucleotideos, poliaminas, ureia, creatinina,
taurina, dentre muitos outros, também estdo presentes no leite e
desempenham funcfes especificas e relevantes para o desenvolvimento do

recém-nascido?’.

2.2.1.3. Lipidios

Estdo presentes dentro de globulos de gordura e correspondem a
principal fonte de energia do leite (entre 45 e 55%)%2. O nlcleo destas
aglomeracdes lipidicas é formado predominantemente por triglicerideos e
envolvidas por uma membrana composta principalmente por fosfolipidios,
colesterol e proteinas?,

Os lipidios sdo os nutrientes mais afetados por variacdes intra e
interindividuais, e além de fornecer energia desempenha importantes papéis
fisioloégicos, estruturais e sdo veiculos para secre¢cdo das vitaminas

lipossoltveis no leite®.
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2.2.2. Micronutrientes

Os minerais sdo classificados em macroelementos, como sadio,
potassio, calcio, magnésio e fosforo, entre outros, e microelementos ou
elementos traco, como o cobalto, cobre, iodo, flior, molibdénio, selénio, cromo,
ferro, zinco e outros?®®. Concentracdes mais elevadas sdo encontradas no
colostro, reduzindo-se com o estabelecimento da lactacdo®. A elevada
biodisponibilidade de alguns minerais e a interacdo com outros nutrientes
podem interferir na absorcdo, metabolismo e excre¢cdo desses compostos no
leite %,

Todas as vitaminas séo fornecidas pelo leite materno, mas suas
concentracdes podem variar amplamente entre as nutrizes®’. As vitaminas
hidrossollveis séo consideradas mais sensiveis e variaveis no leite, entretanto
as concentracdes das vitaminas lipossolluveis também podem ser afetadas por
fatores bioldgicos e ambientais®*. As maiores variacdes na composicéo do leite
sdo observadas entre diferentes mulheres, embora possam também ser
encontradas em diferentes amostras obtidas de uma mesma mulher?®.

Dentre os diversos fatores de defesa presentes no leite humano, que
contribuem para o fortalecimento do sistema imunolégico, destacam-se a
atuacdo de algumas vitaminas, como A e E, e carotenoides?%,

Embora o papel das vitaminas e carotenoides para a saude do grupo
materno infantil seja incontestavel®**®', os mecanismos envolvidos na
transferéncia destas moléculas a partir do plasma sanguineo para a glandula

mamaria ainda nio estio bem estabelecidos*8?132:33,

2.2.2.1. Vitamina A

O termo “vitamina A” é utilizado para designar qualquer composto que
possui atividade bioldgica de retinol todo-trans ou que estejam conjugados a
ele®. O termo “retinoides” inclui os compostos que ocorrem naturalmente na
forma de vitamina A e os analogos sintéticos de retinol, com ou sem atividade
biologica®*.

A estrutura geral da vitamina A contém um anel hidrofébico B-ionona

ligado a uma cadeia lateral de hidrocarboneto contendo um grupo polar na sua
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extremidade (Figura 1)*°. Pode ser encontrada em tecidos animais nas formas
de retinol, retinal, &cido retindico e ésteres de retinila®.
HsC CHs CHs CHs

\\\\OH

CHs

Figura 1 - Estrutura quimica do retinol.

Fonte: Adaptado de Penteado (2003)%.

As principais fontes de vitamina A séo os produtos lacteos, figado, ovos
e Oleos de peixe, e alguns produtos de origem vegetal, ricos em pro-vitamina
A%,

Trata-se de um potente antioxidante e que desempenha importantes
funcdes no metabolismo humano, relacionadas a reproducéo, diferenciacéo e
proliferagdo celular, adequado funcionamento do sistema visual, sistema
imunolégico e, crescimento e desenvolvimento fisico®***. Destaque deve ser
dado a esta vitamina nos periodos da gestacdo e lactacdo, pelas elevadas
demandas materna, fetal e do lactente®.

A vitamina A ocorre na forma de éster de retinol, principalmente
palmitato de retinol, e se localiza na fracdo lipidica do leite, entretanto sua
transferéncia para esse fluido ainda n&o foi completamente esclarecida®®’.

O retinol é transportado principalmente pela Proteina Ligante de Retinol
(Retinol Binding Protein — RBP), que sofre reesterificacdo na glandula
mamaria®"*. Uma pequena porgéo é proveniente dos ésteres presentes das
lipoproteinas séricas, portanto, por esse motivo, 0 mecanismo de secrecdo
pode ser quantitativamente importante ap6s uma refeicdo rica desse
nutriente®.

A absorcdo da vitamina A é realizada pelas células da mucosa do
intestino delgado, passivamente, dependendo do gradiente de concentracao
entre as micelas provenientes da refeicdo e a membrana plasmatica®. Os
ésteres de retinil (principal forma nos alimentos de origem animal) sao
convertidos a retinol no lumen intestinal e, ao serem absorvidos pelos
enterocitos, podem ligar-se a Proteina Celular Ligante de Retinol (Cellular
Retinol Binding Protein — CRBP) tipo II, uma facilitadora do processo de

esterificacéo®.
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Nos enterqcitos, o retinol € novamente convertido a ésteres de retinil e
incorporado aos quilomicrons, as principais lipoproteinas intestinais®. As duas
enzimas que participam do processo de esterificacdo sdo a Lecitina: Retinol
Aciltransferase (Lecithin: Retinol Acyltransferase — LRAT), envolvida na
esterificacdo do retinol ligado a CRBP I, e a Acil Coenzima A: Retinol
Aciltransferase (Acyl CoA: Retinol Acyltransferase — ARAT), que esterifica o
retinol livre e o ligado a CRBP Il no citoplasma®+°.

Os quilomicrons saem dos enterdcitos por meio do sistema linfatico e em
seguida movem-se para corrente sanguinea, onde sofrem acdo das lipases
lipoprotéicas (LPL), e liberam &cidos graxos, carotenoides e retinoides para
locais como o tecido adiposo, muscular e glandulas mamarias em lactacdo®*°.
Os quilomicrons resultantes, nhomeados quilomicrons remanescentes, ainda
contém alguns ésteres de retinil, que seguem para serem armazenados no
figado®. Nas células hepéticas os ésteres se ligam a CRBP tipo Ill e s&o
oxidados a retinol pela acéo da LRAT.

O retinol recém convertido liga-se a RBP, também sintetizada no figado,
formando um complexo holo-RBP, que sera armazenado no tecido hepéatico
como reserva, ou transportado para os tecidos extra-hepaticos®. Acredita-se
que, em estado de jejum, aproximadamente 95% da vitamina A circulante
encontra-se ligada a RBP, e é captada pela glandula mamaria por mecanismos
mediados por receptores celulares especificos ¢,

A concentracdo de vitamina A é muito elevada no colostro e na fase de
transicdo, e torna-se mais estavel no leite maduro®. Recém-nascidos
dependem da quantidade de retinol do leite materno para acumular e manter os
estoques adequados até a introducéo da alimentacdo complementar®.

O leite maduro de nutrizes saudaveis contém cerca de 2,3 pumol/L de
retinol, com elevada biodisponibilidade e de facil absorcdo pelo organismo do
bebé&®’. O leite secretado por nutrizes com estado nutricional inadequado em
relacdo a esta vitamina conseguem suprir as necessidade metabdlicas do
lactente, mas ndo sao suficientes para permitir o acimulo do nutriente pelo
organismo®'.

A concentracdo de retinol no leite humano € considerada um excelente
indicador de deficiéncia de vitamina A (DVA), por fornecer informagdes

relacionadas tanto com a salde materna, quanto infantil*"**. Concentracéo
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inferior a 1,05 pmol/L é um indicativo do quadro de hipovitaminose A*. A
dosagem do nutriente no leite apresenta como vantagem a facilidade para
coleta do material, é uma técnica simples, rapida e ndo invasiva®’. Prevaléncia
de DVA igual ou superior a 25% pode ser considerada um grave problema de
saude publica®“.

No Brasil, estudos nas regidoes Nordeste e Sudeste, ttm demonstrado
elevadas prevaléncias de DVA a partir da analise do retinol no leite3#38447 A
DVA também prejudica o estado de ferro do organismo, aumenta a
suscetibilidade a infecgdes e diarreias, e aumenta a morbidade e mortalidade?®.

Um estudo realizado com 150 nutrizes com idade entre 15 e 41 anos,
encontrou prevaléncia de DVA, pela andlise do leite, de 49,6%*°. Um grupo de
pesquisa do Rio de Janeiro encontrou prevaléncia de 42% em amostra
composta por 46 mulheres*’ e 87% em amostra de 72 nutrizes adolescentes>?.

Juntamente com a determinacao de retinol no leite, outro indicador do
estado de vitamina A é a dosagem de retinol sérico/plasméatico**. A OMS
adotou como ponto de corte para detec¢cdo dos casos de DVA ainda em
estagio subclinico ou marginal, valor igual ao postulado para o leite, inferior a
1,05 pmol/L*.

As concentracdes nesses dois fluidos sdo semelhantes, no entanto o
nivel sanguineo é estreitamente regulado pelo figado e reflete as reservas
corporais apenas quanto o corpo encontra-se em situacdes estremas (estoques
muito baixos ou muito altos), sendo o leite materno o melhor indicador para
diagnéstico da DVA em nutrizes e lactentes*.

Diante do panorama geral da DVA no Brasil, no ano de 2005 foi
instituido o Programa Nacional de Suplementagdo de Vitamina A, com o
objetivo de reduzir e controlar a deficiéncia nutricional de vitamina A em
criancas de 6 a 59 meses de idade e puérperas no poés-parto imediato,
residentes em areas consideradas de risco, como a Regido Nordeste e em
alguns locais da Regido Sudeste e Norte do pais*’. Para as puérperas, a

suplementacao deve proceder com megadoses Unicas ainda na maternidade®.
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2.2.2.2. Carotenoides

Os carotenoides sdo pigmentos naturais lipossolUveis responsaveis pela
coloracdo de muitos alimentos, exibindo cores que vado do amarelo ao
vermelho®. Tém despertado interesse de pesquisadores por desempenharem
importante papel nutricional como precursores da vitamina A, sendo também
potenciais fontes dessa vitamina para o leite humano®®>%>,

Eles podem ser divididos em hidrocarbonetos, denominados carotenos,
e em oxigenados, denominados xantofilas ou oxicarotenos®*. Os carotenoides
sdo derivados da estrutura aciclica C4oHsz, com um sistema de duplas ligacbes
que constitui o grupo cromoforo, responsavel pela cor que proporcionam aos
alimentos®. Para apresentar atividade pré-vitaminica o carotenoide deve conter
pelo menos um anel B-ionona em sua estrurura®* (Figura 2).

Dos mais de 600 carotenoides que foram isolados na natureza,
aproximadamente 50 apresentam atividade pro-vitaminica A, sendo o mais
importante o B-caroteno-todo-trans>".

Tanto os carotenoides pro-vitaminicos A, como a-caroteno, B-caroteno e
a-criptoxantina, quanto os ndo pro-vitaminicos, como luteina, zeaxantina e
licopeno, dentre outros, tém se destacado pelo seu relevante papel como

potencializadores do sistema imunolégico e protecdo contra 0 estresse

H - ,.30,31,50,51
oxidativo .
Carotenoides pré-vitaminicos A Carotenoides nédo pré-vitaminicos
3-caroteno-todo-trans L VNS S T S e

HO luteina-todo-trans
W oH
a-caroteno-todo-trans W

HO

W zeaxantina-todo-trans

i e

H . .

B-criptoxantina-todo-trans \JM/LAJ\NT\AF\AF_\/\I/
- i e "

licopeno-todo-trans

13-cis-B-caroteno

Figura 2 - Estrutura dos carotenoides (Prc')—vitaminicos A e ndo pré-vitaminicos A.
Fonte: Adaptado de Penteado (2003)3
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Estdo amplamente distribuidos em alimentos de origem vegetal e variam
de acordo com o grau de maturidade, variedade, armazenamento e métodos
de preparo®. Os pré-vitaminicos também podem ser encontrados em produtos
de origem animal, como leite e ovos™.

A absorcao dos carotenoides é facilitada pela formacédo de micelas de
gordura no estbmago e, por isso, tem-se que a ingestdo de lipidios na dieta

aumenta a biodisponibilidade destes compostos®®*.

A presenca dos
agregados lipidicos no intestino delgado estimula a secrecédo de acidos biliares
e lipases, favorecendo a solubilizacéo e quebra em glébulos menores®**°. Os
carotenoides presentes nessas micelas geralmente atravessam a membrana
glicoproteica passivamente®®°#>*,

Nos enterécitos os carotenoides pro-vitaminicos A podem ser clivados a
retinal pela enzima [(-caroteno 15,15 dioxigenase, sendo esta a via

predominante®®°%°,

Uma segunda via envolve uma clivagem excéntrica entre
0s anéis B-ionona, na qual o retinal produzido pode ser reduzido a retinol ou
oxidado a Aacido retin6ico®®®?. Esses carotenoides seguem posteriormente o
mesmo metabolismo da vitamina A¥. Ja aqueles que n&o possuem atividade
vitaminica podem ser absorvidos em sua forma intacta®.

Depois de serem incorporados aos quilomicrons, os carotenoides e seus
metabdlitos sdo liberados nos vasos linfaticos e seguem para a corrente
sanguinea®. Apds a captacéo pelo figado eles retornam & corrente sanguinea,
transportados exclusivamente por lipoproteinas®. Em jejum, moléculas com
menor polaridade como o e -caroteno, e licopeno s&o carreados,
preferencialmente, por lipoproteinas de baixa densidade (LDL-c), enquanto os
mais polares, como luteina e zeaxantina sao transportados por lipoproteina de
alta densidade (HDL-c) e, em menor proporcgéo, por lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL-c) e LDL-c>**2,

Ha poucas informacbes sobre os mecanismos de transferéncia de
carotenoides do plasma para o leite humano?. Possivelmente, assim como
ocorrem em outros tecidos extra-hepaticos, a entrega dos carotenoides pode
ser realizada por meio de receptores de lipoproteinas ou liberacdo dos

compostos pela acéo da LPL*,
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Normalmente as concentracdes plasmaticas refletem a ingestéo dietética
de carotenoides, podendo ser utilizadas como biomarcadores de ingestéo
alimentar de frutas e hortalicas, suas principais fontes>®.

Diante do conhecimento de que os carotenoides sdo uma importante
fonte de vitamina A no leite humano, e que seu conteudo varia entre os paises
e dentro das populacdes, foi realizado um estudo multinacional com o objetivo
de comparar as concentracées de cinco grandes grupos de carotenoides (a-
caroteno, B-caroteno, B-criptoxantina, luteina+zeaxantina e licopeno) no leite
materno de mulheres saudaveis’.

O estudo envolveu Australia, Reino Unido, Canadd, Chile, China, Japao,
México, Filipinas, e Estados Unidos, com os resultados indicando grande
variagao entre os 9 paises, sendo as maiores diferencas para B-criptoxantina (~
9 vezes) e menor para a-caroteno e licopeno (~ 3 vezes)’. Os autores
concluiram que os padrdes qualitativos identificados refletem o fornecimento de
carotenoides da dieta, devendo-se considerar os dados encontrados para
desenvolvimento de recomendacdes dietéticas internacionais para nutrizes e

lactentes’.
2.2.2.3. Vitamina E

“Vitamina E” € um termo utilizado genericamente para compostos que
exibem, em diferentes graus, atividade bioldgica de a-tocoferol****. Sao
encontradas 8 formas na natureza: a-, 3-, y- e 0- tocoferol e a-, B-, y- e &-

55
|

tocotrienol™. Os primeiros possuem um anel hidroxilado e uma cadeia lateral

saturada, e os segundos diferem pela presenca de uma cadeia insaturada, com

3 duplas ligacdes®**°

(Figura 3). A forma mais biologicamente ativa é a RRR-a-
tocoferol®*.

Trata-se do principal antioxidante lipossoluvel, e principal funcédo é
proteger os acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa das membranas
celulares e as lipoproteinas contra a oxidac&o®. Outras funcdes também tém
sido atribuidas a essa vitamina, como a inibicdo da proliferacdo celular,

agregac&o plaquetaria e adeséo de mondcitos®31°°,
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Figura 3 - Estrutura quimica das diferentes formas de Vitamina E.
Fonte: Adaptado de Penteado (2003)%*

Essa vitamina é de extremamente importdncia nos estagios iniciais de
vida, desde a concepcdo até o desenvolvimento pds-natal da crianca, por
proteger o organismo contra a toxicidade do oxigénio>>*’.

Sao fontes potencias de vitamina E os 06leos vegetais, uma vez que a
mesma é sintetizada apenas por plantas®®®°. Também est4 difundida nos
tecidos das plantas e, em concentracdes mais baixas, em alimentos de origem
animal, como figado, ovos e leite®.

O mecanismo de absorcdo da vitamina E ainda ndo € completamente
esclarecido®. Acredita-se que apenas cerca de 20 a 40% a-tocoferol ingerido é
absorvido, com seu aumento dependendo do consumo concomitante de lipidios
na dieta®*3*. O intestino delgado é o principal local de absorcdo de todos os
isdbmeros da vitamina, havendo pouca ou nenhuma discriminacdo entre 0s
homélogos durante esse processo®”.

Nos lumen do intestino a absorcdo depende da liberacdo dos sais
biliares, formagdo das micelas de gorduras e quebra por parte das enzimas
pancreaticas em particulas lipidicas menores, que irdo atravessar

passivamente as células intestinais e incorporada aos quilimicrons3%°%°°, Os

ésteres de tocoferol sdo hidrolisados antes de serem absorvidos®*°.

Pela acdo da LPL parte dos tocoferdis presentes nos quilomicrons é
captada pelos tecidos extra-hepaticos, e os quilomicrons remanescentes
transportam o restante para o figado®°334,

No figado, uma proteina transportadora de a-tocoferol (a-TTP),
seletivamente escolhe o a-tocoferol entre os demais para ser incorporado as

VLDLs-c e distribuidas para os demais tecidos®*°. Esta biodiscriminacédo se da
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pelo grau de afinidade que esses compostos apresentam em relagdo a a-
TTP¥,

As VLDLs-c sdo metabolizadas semelhantemente aos quilimicrons, pela
acado da LPL, e parte do conteudo de vitamina E é transferido para HDL-c e
LDL-c, sendo transportada posteriormente para os tecidos periféricos®. A
glandula mamaria pode absorver a vitamina E através da hidrdlise e liberagédo
dos tocoferdis pela acdo da LPL sobre as lipoproteinas, ou por meio das
lipoproteinas captadas pelos receptores de superficie celular especificos,
principalmente LDL-c31°89,

O a-tocoferol representa aproximadamente 83% da concentracao total
de vitamina E do leite humano e em pequenas quantidades € possivel
encontrar B- e y-tocoferéis®*. Concentracdo minima ou nula de S-tocoferéis
permite a sua utilizagdo como padrado interno em analises cromatograficas. As
concentracbes de tocoferbis sdo elevadas no colostro e diminuem
gradativamente até se estabilizarem no leite maduro®.

O estado nutricional na nutriz em relagéo a vitamina E tem relacéo direta
com as concentracdes sanguineas de a-tocoferol do recém-nascido, devendo-
se ressaltar que valores limitrofes ou baixos no plasma materno podem indicar
deficiéncia tanto para mde quanto para o bebé&®’. Valores de a-tocoferol
inferiores a 11,6 pmol/L sdo indicativos de deficiéncia de vitamina E, e
concentracdes entre 11,6 e 16,2 pmol/L indicam risco para a deficiéncia®.

Estudos nacionais, com metodologias semelhantes e realizados pelo
mesmo grupo de pesquisa, revelaram concentragcdo média de a-tocoferol de
2,7 umol/L em 72 nutrizes adolescente®?, mas valor muito inferior (0,7 umol/L)
foi identificado em um grupo com idade média de 26,6+6,3 anos (n=46)".
Resultados similares foram encontrados em estudos internacionais® 3. Na
Polonia, uma pesquisa com 49 nutrizes revelou concentracdo média de a-
tocoferol no leite maduro de 1,1 pg/mL (~ 2,5 pmol/L)®*. Em Cuba, o valor
médio identificado em um grupo com 21 lactantes, foi de 2,7 pg/mL (~ 6,3
umol/L)®2.  Nutrizes de Bangladesh (n=61), com baixa condicdo
socioeconbmica, apresentaram valor médio de 2,0 ug/mL (~ 4,6 umol/L) no

leite®3.
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2.3. Variacdo das concentracbes de vitaminas lipossollveis e

carotenoides no leite

A composicdo de nutrientes do leite humano é influenciada por diversos
fatores, tais como, a fase da lactacdo, horario do dia, esvaziamento da mama,

1,18.21,22 z
. Além

habitos alimentares, idade materna, paridade e adiposidade
disso, fatores socioecondmicos também sdo apontados como possiveis
interferentes sobre o contetido de nutrientes do leite®*®. O estado nutricional
materno em relacéo ao nutriente é considerado por muitos autores como o fator
que mais afeta as concentracées de vitaminas e carotenoides®?*2%°0%

Sendo a fracdo lipidica a mais variavel do leite humano, nutrientes
associados a ela, como as vitaminas lipossollveis e os carotenoides, podem
sofrer interferéncias similares proporcionadas por determinados fatores®*>3,

Com o progresso da lactacdo o conteudo de vitaminas e carotenoides
tende a diminuir drasticamente, quando se compara o0 colostro com o leite

1,33,61

maduro Distintamente, ha um aumento da concentracdo desses

nutrientes no leite secretado ao final da mamada, ressaltando-se a importancia
do esvaziamento por completo de cada mama?*~°.

Varios estudos tém demonstrado que as concentracdes de vitamina A e
E, e carotenoides no leite humano respondem a ingestéo dietética materna e a

7,38,67-69

suplementacdo desses compostos Em uma visdo geral, quando a

ingestdo materna € baixa, as concentragfes no leite também sé&o inferiores e
respondem mais rapidamente a suplementacdo, ao passo que, quando O
consumo e conteudo sdo mais altos, as concentracdes mantem-se mais
estaveis e s&40 menos responsivas a suplementacao’.

No Brasil, poucos séo os estudos que investigaram a influéncia da idade

824558 Mello Neto e

materna sobre a composicdo do leite humano
colaboradores® realizaram uma pesquisa com amostras de leite de 136
doadoras de um Banco de Leite Humano da cidade de S&o Paulo, e
encontraram associacao positiva entre a idade da nutriz e a concentragdo de
vitamina A, a partir da utilizacdo de modelo de regressdo multivariada. Outro
estudo realizado no mesmo estado, com 74 nutrizes, comparou a concentracéo
de retinol no leite maduro segundo faixa etaria e nivel socioecondmico, mas

sem resultados significativas®. Dimenstein e colaboradores® também néo
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identificaram diferenca entre a quantidade de a-tocoferol no colostro de nutrizes
adolescentes e adultas.

Estudos tém demonstrado que a paridade pode afetar diretamente as
concentracbes de micronutrientes no leite, com mulheres multiparas
apresentando valores superiores de vitamina A*’ e carotenoides’®, quando
comparadas com as primiparas. Tais resultados sugerem que uma primeira
lactacdo facilita o transporte de retinol e carotenoides em lactagOes
subsequentes® ™. Outros estudos ndo encontravam correlacéo significativa
entre a paridade e o contetido de a-tocoferol no leite®® %2,

Para producdo do leite humano a mobilizagdo de gordura do tecido
adiposo encontra-se aumentada, sendo este um local de armazenamento de
retinol, carotenoides e tocoferdis, podendo ocorrer também um aumento na
mobilizagdo desses compostos em nutrizes com maior nivel de adiposidade?.

Individuos com baixo grau de escolaridade e condicdes
socioeconémicas desfavoraveis tendem a apresentar pior estado nutricional,
pela falta de conhecimento sobre assuntos relacionados a satde’. Entretanto,
apesar da literatura discorrer sobre possiveis interferéncias dos fatores
socioeconbmicos sobre a concentragcdo de nutrientes no leite materno, os
estudos sdo escassos e ainda controversos. Enquanto a renda esteve
correlacionada positivamente com a concentracdo de retinol em nutrizes de
Bangladesh®, Dimenstein e colaboradores’ ndo encontraram influéncia das
variaveis socioecondmicas sobre o0 nivel desse nutriente em lactantes
brasileiras.

O estado nutricional materno em vitaminas tem relacdo direta com as
concentracdes de nutrientes no leite, sendo este um determinante critico para a

saude e desenvolvimento do lactente® .

32,47,65,76,77

Estas associacbes tem sido

reportadas em varios estudos
2.4. Gravidez na adolescéncia
Cronologicamente, a adolescéncia compreende o periodo entre 10 e 19

anos, marcado por transformacdes fisicas e psicologicas’®. E caracterizado por
um periodo de intensa atividade anabdlica, ocorrendo aumento de peso e
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estatura, alteragdes na composicao corporal, com aumento do tecido muscular
e modificacdes na distribuicdo e quantidade de gordura corporal”®®,

Entre os 10 e 14 anos de idade, geralmente, ocorre o estirdo de
crescimento e surgem as caracteristicas sexuais secundarias, e entre os 15 e
19 anos, a finalizacdo do crescimento e desenvolvimento morfolégico”®.

Os requerimentos nutricionais na adolescéncia tornam-se ainda mais
elevadas em situagBes especificas, como a gestacdo e lactacdo, pelo
somatorio das necessidades para o crescimento da mée e do bebé®. Durante
o processo de lactacdo as demandas maternas estdo fisiologicamente
aumentadas, pela intensa atividade metabdlica que ira garantir a producao
adequada de leite®"°.

A gravidez na adolescéncia é considerada um grave problema de saude
publica e atinge principalmente familias de baixo nivel socioecomémico’®®?.
Sua etiologia envolvem aspectos fisioldgicos, psicolédgicos, sociais, familiares e
contraceptivos’® 8483,

A preocupacdo com a ocorréncia de gravidez e maternidade pelas
autoridades de saude publica ndo se da somente pelo nimero elevado de
casos, mas também pelas repercussfes negativas sobre a adolescente e seu
concepto®®. Nutrizes adolescentes estdo mais susceptiveis a complicacdes
clinicas e nutricionais durante a gestacdo e ap6s o parto, pela maior
vulnerabilidade e imaturidade bioldgica®®.

Em nutrizes adolescentes foram observados maiores riscos de
sindromes hipertensivas, anemia, desproporcédo feto-pélvica, desnutricdo,
deficiéncias vitaminicas, retardo do crescimento intrauterino e problemas
decorrentes de abortos provocados sem assisténcia adequada’®®" %,

Varios autores relataram os eventos adversos para a saude do recém-
nascido de mées adolescentes, como a maior ocorréncia de nascimentos
prematuros, baixo peso ao nascer, desnutricdo poOs-natal e maior risco de
morte no primeiro ano de vida’®%"%°.

Adolescentes com idade ginecologica inferior a 2 anos e que ainda
estejam no final do processo de crescimento e maturacdo Ossea, podem
apresentar o fendbmeno do duplo anabolismo, no qual a gestante transfere
menor propor¢ao de nutrientes para o feto para priorizar o acimulo de gordura

corporal materno®”.
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Além das consequéncias negativas para a saude do bindbmio méae-filho, a
interrupcdo dos estudos e da formacédo profissional € uma pratica comum em
decorréncia da gravidez, dificultando a insercdo no mercado de trabalho e
perpetuando a tendéncia ao estado de pobreza®.

A falta de conhecimento sobre praticas alimentares saudaveis reflete em
escolhas inadequadas, marcadas pela elevada ingestdo energética e baixo

consumo de micronutrientes’>88

. A selecdo de alimentos por gestantes e
nutrizes adolescentes também pode ser afetada por fatores como o apetite
aumentado, convivio social, influéncias culturais e familiares, e disponibilidade
de alimentos®,

Paralelamente, a monotonia alimentar e a restricdo dietética induzida
pela busca a padrdes estéticos de beleza sdo outros componentes capazes de
comprometer o estado nutricional das adolescentes®®.

Todas estas caracteristicas da faixa etaria podem afetar o contetdo de
nutrientes do leite materno, como citado anteriormente. Entretanto, existem
poucos estudos sobre a producdo e composicdo quimica do leite de maes
adolescentes, principalmente em relacdo ao conteddo de vitaminas
lipossollveis e carotenoides®344°°8.63,

Presta® verificou que as concentracdes de B-caroteno e a-tocoferol no
leite maduro de nutrizes adolescentes eram menores que em nutrizes adultas,
em uma amostra de 49 mulheres no Rio de Janeiro. Azeredo e Trugo®
identificaram correlagbes positivas entre as concentracdes de a-caroteno, -
caroteno e luteinatzeaxantina do leite maduro e plasma, de 72 nutrizes
adolescentes. Mello Neto e colaboradores® discorreram sobre a correlagéo
positiva encontrada entre a idade materna e o contetdo de vitamina A no leite
maduro de 136 doadoras de um Banco de Leite Humano em S&o Paulo.

Em oposicdo, Vitolo e colaboradores®, em Sdo Paulo, avaliaram a
influéncia da idade sobre as concentragfes de retinol no leite de maduro de 74
nutrizes e nao encontraram diferenga estatisticamente significativa entre as
concentracbes no leite de adolescentes e adultas. Dimenstein e
colaboradores®® investigaram 72 puérperas residentes no Rio Grande do Norte,
e também néo verificaram diferenca entre as concentragdes de a-tocoferol no

colostro de adolescentes e adultas.
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Tem-se, portanto, que a abordagem integral a gestante e nutriz
adolescente constitui uma medida de suporte para a promocdo da saude e
prevencao de agravos ao estado nutricional da mae e do bebé®.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Analisar a composicdo de retinol, carotenoides e tocoferéis no leite
humano, bem como os aspectos antropométricos, bioquimicos e dietéticos de

nutrizes adolescentes e adultas do municipio de Vigosa, Minas Gerais.

3.2 Especificos

e Descrever caracteristicas socioeconémicas, obstétricas, antropométricas,
dietéticas e bioquimicas das nutrizes.

e Avaliar a influéncia das varidveis maternas sobre a composicao de retinol,
tocoferdis e carotenoides do leite humano e plasma materno.

e Investigar as concentracfes de retinol, tocoferdis e carotenoides no leite
humano e plasma de nutrizes adolescentes e adultas.

e Verificar diferengas entre as concentracdes de retinol, tocoferdis e
carotenoides no leite humano e plasma de nutrizes adolescentes e adultas.

e Determinar as correlacdes entre as concentracfes de retinol, tocoferdis e
carotenoides no leite humano, plasma e ingestédo alimentar das nutrizes.

e Verificar diferencas entre a ingestdo alimentar e as concentracdes
plasméticas das vitaminas A e E, e carotenoides de nutrizes adolescentes

e adultas.

35



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Apresentagéo

Este trabalho é parte integrante do projeto intitulado “Leite Humano de
Nutrizes Adolescentes e Adultas: ha diferenca na composi¢éo de &cidos graxos
e antioxidantes?”, desenvolvido pelo Departamento de Nutricdo e Saude da
Universidade Federal de Vigosa (UFV).

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da UFV sob o Of. Ref. n° 030/2012 de 16 de abril de 2012 (Anexo A).

Apbs esclarecimentos sobre os objetivos e metodologias da pesquisa,
todas as participantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE). No caso de adolescentes com idade inferior a 18 anos, foi solicitada a

assinatura de um responsavel legal (Apéndice A).

4.2. Populacao do estudo

A populacéo do estudo foi composta por nutrizes e seus respectivos
bebés, residentes no municipio de Vigosa, Minas Gerais (MG), e que tiveram
seu parto realizado no Hospital Sdo Sebastido (HSS), Unica maternidade do
municipio e micro regiao.

Segundo os dados disponibilizados pelo HSS, no periodo de maio de
2012 a abril de 2013, foram realizados 670 partos em Vigcosa-MG, sendo que
13,7% das parturientes eram adolescentes.

A amostragem foi realizada por conveniéncia e as nutrizes foram
contactadas por telefonema e/ou endereco residencial, fornecidos pelo préprio
HSS ou pelas Estratégias de Saude da Familia (ESFs) do municipio.

As nutrizes adolescentes (10 — 19 anos) foram recrutadas considerando
0S seguintes critérios de inclusdo: auséncia de enfermidade crbénica ou
processos infecciosos atualmente ou durante a gestacéo, nao ingestao anterior
ou atual de suplementos que contivessem vitamina A, vitamina E ou
carotenoides, idade gestacional entre 37 e 42 semanas e lactentes em
aleitamento materno exclusivo ou predominante, com idade entre 30 e 180 dias

pos-parto, para contemplar analise do leite maduro.
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Foram excluidas nutrizes fumantes e etilistas, e aquelas cujos recém-

nascidos permaneceram retidos na Unidade de Terapia Intensiva Neonatal,

portadores de anomalias congénitas e/ou que apresentaram baixo peso ao

nascer (< 2500 gramas).

Das nutrizes adolescentes contactadas, 39 atenderam a todos os

critérios de inclusdo e exclusao do estudo, porém apenas 30 concluiram todas

as etapas (Figura 1).

As nutrizes adultas (= 20 anos) foram selecionadas considerando os

critérios citados anteriormente e pareadas segundo o tempo pos-parto e nivel

socioecondmico (Figura 1).

CRITERIOS DE EXCLUSAO
Adolescentes

PARTOS EM - Parto prematuro, baixo peso ao nascer ou gestacdo
ADOLESCENTE IS p— PARTOS EM ADULTA
Maio/ 2012 — Abril/ 2013 - N30 estava em aleitamento exclusivo (n = 23) NUTRIZES CONCTADAS

(n=92) - N&o aceitou participar (n = 07) (n=55
- Residente na zona rural (n = 11)
- Mudou para outra cidade ou zona rural (n = 03)

\% - Sem telefone ou endereco de contato (n = 01)
Adultas
- Parto prematuro (n = 02)
- Fumante (n = 01)
\ 4 - N&o pareadas (n = 06) \ 4
NPT S [MESREAIRIAS NUTRIZES RECRUTADAS
(n = 39) (n = 46)

v

NUTRIZS QUE
CONCLUIRAM O ESTUDO
(n =30)

Figura 1 - Fluxograma de recrutamento das participantes do estudo.

EXCLUIDAS POR NAO COMPLETAREM
TODAS AS ETAPAS DO ESTUDO

Adolescentes

\9 - N&do compareceram a coleta (n=07)

- Introduziu férmula infantil (n = 02)
Adultas
- Nao compareceram a coleta (n = 16)

é/v

4.3. Desenho do estudo

NUTRIZES QUE
CONCLUIRAM O ESTUDO
(n = 30)

Trata-se de um estudo observacional, de corte transversal. A coleta de

dados foi realizada entre maio de 2012 e abril de 2013. O recrutamento foi

realizado no préprio domicilio. Os atendimentos e coleta de material foram
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realizados na ESF mais proxima da residéncia da nutriz e na casa 7 da Vila
Giannetti, localizada na UFV.
O procedimento para coleta de ambos 0s grupos ocorreu em 3

encontros, de acordo com a Figura 2.

1° encontro 2° encontro 3% encontro
1 semana 1 semana
\ 4 \ 4 A4
Assinatura do TCLE Coleta de leite e plasma Aplicacé@o de R24H
materno
Aplicacéo de questionario Retorno as voluntarias

Avaliacdo antropométrica

Aplicacdo de Recordatério
Alimentar de 24 horas Aplicacéo de R24H
(R24H) e do Questionario
de Frequéncia de
Consumao Alimentar

Figura 2 - Procedimentos adotados para a coleta de dados.

4.4. Entrevista estruturada

Foi aplicado um questionario estruturado contemplando a identificacdo
da nutriz, idade cronolégica e da menarca, condicbes socioecondmicas,
escolaridade, condicbes da habitacdo, dados obstétricos, uso de suplementos,
dados gestacionais, peso e comprimento do lactente ao nascer e tipo de
aleitamento (Apéndice B). Os questionarios foram aplicados por profissionais
previamente capacitados.

Para classificacdo do nivel socioeconémico foi utilizado o Critério de
Classificacdo Econbmica, desenvolvido pela Associacdo Brasileira de
Empresas de Pesquisa (Anexo B)*. Através do somatério de pontos as nutrizes
foram enquadradas nas classes sociais Al, A2, B1, B2, C1, C2, D e E. Para as
analises posteriores, as classes Al e A2, foram agrupadas na categoria A; Bl e
B2 na categoria B; C1 e C2 na categoria C; enquanto D e E foram agrupadas
na categoria DE.
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4.5. Avaliacdo antropométrica e da composicéao corporal

Para avaliacdo antropométrica da nutriz, foram aferidos peso, estatura e

perimetro braquial (PB), e do lactente as medidas de peso, comprimento e

perimetros cefalico e toracico. A partir dos dados de peso e estatura da nutriz,

construiu-se o indice de massa corporal (IMC). Para assegurar maior

confiabilidade dos dados, todas as medidas foram realizadas por apenas um

avaliador, previamente capacitado.

Peso da nutriz: o peso pré-gestacional foi informado pela nutriz e o ganho

de peso durante a gestacdo foi obtido no “Cartdo da Gestante”. A
classificacdo segundo o ganho de peso gestacional foi realizada segundo o
Instituto de Medicina (Quadro 1)°. O peso atual foi obtido em balanca
portétil, digital e eletrbnica, com capacidade de 150 quilos e sensibilidade
de 50 gramas (Welmy®), segundo protocolo descrito por Jelliffe®. As
voluntarias usavam roupas leves e mantiveram-se em pé, com 0s bracos

relaxados e cabeca no plano horizontal®.

Quadro 1 - Classificacdo do indice de massa corporal (IMC) e ganho de peso esperado para

gestantes.
IMC (kg/m?) Classificacéo Ganho de peso esperado (kg)
<185 Baixo peso 12,5-18,0
18,5-24,9 Eutrofia 11,5-16,0
25,0-29,9 Sobrepeso 70-115
= 30,0 Obesidade 50-9,0

Fonte: Adaptado de Instituto de Medicina®.

Estatura: verificada com antropémetro portatil, com extensédo de 2 metros,
dividido em centimetros e subdividido em milimetros (Alturaexata®). As
voluntarias encontravam-se em pe, descalcas, bracos relaxados, cabeca
no plano horizontal e calcanhares unidos®.

IMC: calculado a partir da divisdo do peso (em quilograma) pelo quadrado
da estatura (em metros). Os pontos de corte utilizados para nutrizes acima
de 19 anos encontram-se no Quadro 2. Para avaliacdo do estado
nutricional das adolescentes com até 19 anos incompletos, utilizou-se a
curva de crescimento para meninas, de IMC por idade, proposta pela
Ooms*,
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Quadro 2 - Pontos de corte e classificagcdo do estado nutricional segundo o indice de massa
corporal (IMC).

IMC (kg/m?) Classificagéo
<18.5 Baixo peso
18,5-24,9 Eutrofia
25,0-29,9 Pré-obeso
30,0-34,9 Obeso classe |
35,0-39.9 Obeso classe Il
> 40,0 Obeso classe Il

Fonte: Adaptado de World Health Organization®.

« PB: aferido com fita métrica com extensao de 2 metros, flexivel e inelastica,
dividida em centimetros e subdividida em milimetros. A afericdo foi
realizada no ponto médio entre o acromio da escapula e o olécrano da ulna
do braco direito®. Procedeu-se com avaliacéo do estado nutricional (Quadro
3) pela determinacdo do percentual de adequacdo da medida (calculada a
partir da divisdo do PB pelo valor do percentil 50, em centimetros, e
posterior multiplicacdo por 100). Pela auséncia de pontes de corte
especificos para nutriz, adotou-se a mediana da amostra (percentil 50).

Quadro 3 - Estado nutricional segundo o perimetro braquial.

Adequacdo do PB (%) Classificacao
<70 Desnutricdo grave
70-179 Desnutricdo moderada
80 -89 Desnutricdo leve
90 — 109 Eutrofia
110-120 Sobrepeso
> 120 Obesidade

Fonte: Adaptado de Blackburn e Thornton’.

Peso do lactente: aferido por meio de balanca pediatrica com capacidade

de 15 quilos e divisdo de 05 gramas (Welmy®), com a crianca totalmente
despida®.

Comprimento: obtido com antropdmetro infantil, com extensdo de 150

centimetros, divididos em centimetros e subdivididos em milimetros. A
medida foi aferida com dois avaliadores: enquanto um mantinha a cabeca
da crianca apoiada no plano vertical em contato com a parte fixa do
antropdmetro, 0 outro pressionava os joelhos da crianca na direcdo da
superficie e segurava-lhes os pés com uma méo, e com a outra deslocava
o quadro movel do equipamento até que encostasse a superficie plantar,
mantendo um angulo reto entre o pé e a perna®. Os ombros, as costas e as

nadegas da crianca ficavam bem apoiados na superficie horizontal®.
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e Perimetro cefdlico: aferido com fita métrica com extensdo de 2 metros,

flexivel e inelastica, dividida em centimetros e subdividida em milimetros.
Com a crianca deitada a fita foi posicionada sobre a proeminéncia occipital
e sobre o arco das sobrancelhas®.

e Perimetro toracico: obtido com fita métrica com extensdo de 2 metros,

flexivel e inelastica, dividida em centimetros e subdividida em milimetros.
Foi aferido com a crianca deitada e a fita permaneceu ao nivel dos
mamilos®.

Para classificacdo do estado nutricional dos bebés foram utilizadas as
curvas com pontos de corte para meninas e meninos até 5 anos propostas pela
da OMS™.

A avaliacdo da composicao corporal da nutriz foi realizada por meio de
bioimpedancia elétrica tetrapolar (Biodynamics®, modelo 310) e pela afericdo
de dobras cutaneas bicipital (DCB), tricipital (DCT), subescapular (DCSE) e
suprailiaca (DCSI). A gordura periférica foi determinada através do somatério
das DCB e DCT e a gordura central pelo somatério da DCSE e DCSI.

Para realizacdo da bioimpedancia elétrica tetrapolar as voluntarias foram
instruidas a nédo fazer uso de diuréticos nos 7 dias anteriores a realiza¢do do
exame, ndo consumir café no dia anterior, ndo realizar exercicio fisico nas 12
horas anteriores a realizacdo do exame, ndo ingerir bebidas alcodlicas nas 48
horas que antecedem o teste e evitar a ingestdo de agua nas horas
precedentes ao teste. As voluntarias permaneceram em posi¢do horizontal
sobre uma superficie ndo condutora, na posi¢cdo supina, com bragos e pernas
abduzidos a 45 graus a partir do corpo, sem meias e luvas ou objetos
metélicos. Um eletrodo emissor foi colocado préoximo a articulagdo metacarpo-
falangea da superficie dorsal da mao direita e o outro distal do arco transverso
da superficie superior do pé direito’®. Um eletrodo detector foi colocado entre
as proeminéncias distais do radio e da ulna do punho direito e o outro, entre os
maléolos medial e lateral do tornozelo direito, de acordo com o manual do
fabricante®™.

As dobras cutaneas foram obtidas utilizando-se compasso Lange®. A
DCB foi aferida com o individuo na posicéo ortostatica e em repouso, sendo
determinada no sentido do eixo longitudinal do brago na sua face anterior, na

altura da maior circunferéncia aparente do ventre muscular do biceps, estando
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o membro superior direito em repouso*®. A DCT foi aferida com o individuo em
pé, com bracos relaxados ao longo do corpo, no qual se mediu a dobra na face
posterior do braco, na distancia média entre a borda supero-lateral do acrébmio
e 0 bordo inferior do olecrano, sendo que sua determinacdo foi realizada
seguindo o eixo longitudinal do membro*2. A DCSE foi determinada
obliguamente ao eixo longitudinal do corpo, seguindo a orientagdo dos arcos
costais, dois centimetros abaixo do angulo inferior da escapula’®. A DCSI foi
aferida na metade da distancia entre o ultimo arco costal e a crista iliaca, sobre

I*2, Cada medida foi verificada trés vezes, ndo consecutivas,

a linha axilar media
sendo o resultado calculado pela média dos dois valores mais proximos.

A avaliagdo do percentual de gordura corporal foi realizada com base
nos valores dos percentis de amostra estudada devido a auséncia de pontos de

corte para esse parémetro em nutrizes.

4.6. Avaliacéao dietética

Para avaliar os habitos alimentares das nutrizes, foram aplicados
recordatorios de 24 horas (R24H) (Apéndice C) para investigar a ingestédo
atual, e um questionario de frequéncia de consumo alimentar quantitativo
(QFCA) (Apéndice D) para avaliar a ingestdo habitial*®.

No R24H, as nutrizes foram orientadas a relatar todos os alimentos
sélidos e liquidos, consumidos no dia anterior, informando os horéarios de
consumo e as quantidades em medidas caseiras ou unidades®®. A avaliacdo da
ingestao atual foi baseada nos R24H de trés dias ndo consecutivos, sendo dois
dias durante a semana e um no final de semana'*.

Considerando que o consumo de nutrientes varia de individuo para
individuo (variabilidade interpessoal) e diariamente (variabilidade intrapessoal),
foi realizado o ajuste estatistico pela variabilidade, segundo método proposto
por Nusse e colaboradores, a partir dos dados obtidos pelo R24H™.

As prevaléncias de ingestdes Iinadequadas da populacdo foram
calculadas por meio da formula matematica que se segue, na qual o valor de z,
disponivel em tabela estatistica de distribuicdo normal, indica o percentual de
inadequacdo do grupo™. Por levar em consideracdo os valores de EAR,

segundo a faixa etaria, as adolescentes em periodo lactacional com 19 anos de
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idade foram enquadradas no grupo das adultas, exclusivamente para a analise

em questao.
S (EAR —média)
DP

No QFCA, a nutriz informou a frequéncia e a quantidade que consumia
dos alimentos contidos na lista. Foi realizada uma adaptagdo do QFCA a partir
de um questionario previamente validado para populacdo de Vicosa-MG', e de
outro que investigou as vitaminas A e E, e carotenoides em nutrizes®. As
frequéncias de consumo foram classificadas em 1 a 2 vezes por dia, 1 a 6
vezes por semana, consumo quinzenal, mensal, raramente e ndo consome.

Pela correlacdo entre o consumo total de energia e o consumo individual
de nutrientes estimado pelo QFCA, o consumo de nutrientes foi ajustado pelo
consumo total de energia segundo o método de ajuste residual, considerando-
se 0 consumo de energia como variavel independente e o consumo de
nutriente como varidvel dependente’®. Os valores dos residuos n&o
padronizados gerados pelos modelos de regressédo foram somados a média do
consumo da populacdo, obtendo-se assim os valores de nutrientes ajustados
pelas calorias totais'®. Todos os nutrientes e energia foram transformados para
a base logaritmica para atender aos requisitos do modelo de regressao linear™®.

Foram utilizados como recursos visuais um &lbum fotografico®® e
utensilios, para auxiliar na estimativa da quantidade de alimentos e das
porcoes relatadas.

A padronizagdo e a conversao das quantidades em medidas caseiras
e/ou unidades relatadas pelas nutrizes em peso e volume, foi realizada
segundo Barbosa?!. Para os célculos dietéticos foi utilizado o software Dietpro®
(versdo 5.5i)%. As tabelas de composicdo de alimentos selecionadas para as
analises foram: Tabela USDA (Nutrient Data Base For Standard Reference),
Tabela de Composicdo de Alimentos: Suporte para Decisdao Nutricional,
Tabelas de Composicdo Nutricional dos Alimentos Consumidos no Brasil

(IBGE) e Tabela Brasileira de Composicéo de Carotenoides em Alimentos.
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4.7. Analises bioquimicas
4.7.1. Coleta e preparo das amostras

Amostras de leite e sangue materno foram obtidas pela manha, apés 12
horas de jejum.

Foram coletados 20 mL de sangue por pun¢ao venosa, sendo 10 mL em
tubos de polipropileno contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
como anticoagulante e 10 mL em tubos de polipropileno contendo soro-gel. O
procedimento foi realizado por um profissional da area de enfermagem
devidamente capacitado.

Aliguotas foram encaminhadas para determinacdo imediata de
hematdcrito e da hemoglobina. Em seguida, o plasma contido nos tubos de
EDTA foi centrifugado (Excelsa® I, modelo 206-BL) a 678 g por 15 minutos,
acondicionado em eppendorfs e congelado. Para analise do perfil lipidico, os
tubos contendo soro-gel foram centrifugados a 1328 g, por 10 minutos, o soro
acomodado em eppendorfs e congelado.

O leite foi coletado utilizando-se bomba elétrica (Matern Milk®), na mama
ndo succionada pelo lactente no dia da coleta, observando as técnicas
preconizadas pela Rede Nacional de Bancos de Leite Humano®. As amostras
foram coletadas em potes plasticos esterilizados e imediatamente transferidas
para eppendorfs.

As aliquotas de plasma, sangue e leite foram armazenadas em -80°C
até o momento da analise, por um periodo maximo de 12 meses, protegidos

com papel aluminio para minimizar perdas do contetdo antioxidante.
4.7.2. Hemograma completo

O hemograma completo foi determinado pelo Laboratério de Analises
Clinicas da Divisdo de Saude da UFV por meio de impedéncia elétrica. Foi
realizada contagem de células brancas, vermelhas, hemoglobina, hematdcrito,
indice de células vermelhas e plaquetas, mais a contagem diferencial de

leucadcitos.
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4.7.3. Perfil lipidico

O perfil lipidico foi determinado no Laboratério de Bioquimica Nutricional
do Departamento de Nutricho e Saude da UFV, por meio de métodos
enzimaticos colorimétrico, utilizando Kits comerciais (BioClin®) para dosagem
de colesterol total (CT), lipoproteinas de alta densidade (HDL-c) e triglicerideos
(TG). As concentracfes das lipoproteinas de baixa densidade (LDL-c) foram
determinadas por meio do célculo dado pela equacéo de Friedewald®*:

LDL-c = CT - HDL-c — TG/5

O uso da féormula de Friedewald € recomendado pela Sociedade
Brasileira de Cardiologia (SBC), e seu uso nao é indicado para pacientes com
hipertrigliceridemia (TG > 400 mg/dL), hepatopatia coleastica crbnica, diabetes
mellitus ou sindrome nefrética?>. Como as voluntarias ndo apresentavam
nenhuma destas patologias citadas optou-se pelo uso da formula em
substituicdo a dosagem direta.

4.7.4. Determinacdao do retinol, carotenoides e tocoferdis

As amostras e extratos foram protegidos da luz natural e artificial com
uso de vidrarias escuras, papel aluminio e cortinas tipo black-out. Retinol,
carotenoides (a-caroteno, [-caroteno e luteinatzeaxantina) e tocoferéis (a-
tocoferol e y-tocoferol) foram extraidos e analisados no Laboratério de Analise
de Vitaminas da UFV, utilizando os métodos propostos por Turner e Burri, com
modificacdes.

As analises foram realizadas utilizando um sistema de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (Shimadzu, SCL-10 ATVP, Japao) equipado
com bomba de alta pressdo (Shimadzu, LC-10ATVP, Jap&o), amostrador
automatico com loop de 500 pL (Shimadzu, SIL-10AF, Japéo), detector de
arranjo de diodos (DAD) (Shimadzu, SPD-M10A, Japdo) e sistema de
desgaseificacdo da fase movel com gas hélio (Shimadzu, DGU-2A, Japéao).

As condicbes cromatograficas utilizadas para a analise incluiram um
sistema de CLAE-DAD, coluna de fase reversa Waters Spherisorb ODS2 (3
pm, 150 mm x 3 mm) equipada com pré-coluna (ODS2, 3um, 20 mm X 3 mm);

volume de injecdo de 40-50 pL e varredura do espectro de 200-450 nm.
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Retinol, carotenoides e tocoferdis foram medidos a 325, 450 e 292 nm,
respectivamente. Foi realizada elui¢do isocratica com fase movel composta por

acetonitrila:diclorometano:metanol (70:20:10) e fluxo de 0,5 mL/min.
4.7.4.1. Extracdo dos compostos do leite humano

A partir de 100 pL de leite, previamente aquecidos em banho-maria
(Hemoquimica, modelo HM-1003), a 37°C, por 60 minutos, para aumentar a
solubilidade dos lipidios do leite, foram adicionados 200 puL de padrdo interno
(6-tocoferol em metanol; 2,5 pg/mL), 20 yL de BHT em etanol (0,1%), 100 pL
de pirogalol em etanol (10%) e 1 mL de etanol; e homogeneizagdo em vortex
(15 segundos). Posteriormente, a mistura foi saponificada adicionando-se 300
ML de solucdo de hidréoxido de potassio 20%, seguido de aquecimento em
banho-maria (45°C, por 30 minutos). Em seguida, 2 mL de hexano e 700 pL de
agua ultrapura, produzida em sistema Millipore Milli-Q®, foram adicionados &
mistura, seguida de agitacdo em vortex por 1 minuto e centrifugacao (108 g,
por 2 minutos). O sobrenadante foi coletado em tubo de ensaio e o processo de
extracao repetido utilizando-se 2 mL de hexano. As camadas suspensas foram
combinadas e secas em nitrogénio gasoso.

Para o processo de extracdo dos analitos foram utilizados reagentes

com grau de pureza P.A. (Vetec®, Brasil).
4.7.4.2. Extracdo dos compostos do plasma

Os analitos do plasma foram extraidos a partir de 200 pL, apds
descongelados em temperatura ambiente. As amostras foram adicionadas de 1
mL de padrdo interno (&-tocoferol em hexano; 0,5 pg/mL) e 1 mL de
butilhidroxitolueno (BHT) em etanol (0,1%), e agitadas, em vértex (Biomixer,
modelo QL-901), por 15 segundos. Em seguida, 1 mL de hexano foi adicionado
a mistura e prosseguiu-se com agitacdo por 1 minuto. Para etapa de extracao,
foi adicionado 800 uL de agua ultrapura e realizou nova agitacdo por 1 minuto,
e centrifugacdo por 2 minutos a 244 g. A fase superior foi separada e o
processo de extracdo repetido utilizando-se 2 mL de hexano. As camadas

superiores foram combinadas e secas em nitrogénio gasoso.
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Para o processo de extracdo dos analitos foram utilizados reagentes

com grau de pureza P.A. (Vetec®, Brasil).
4.7.4.3. Analise simultanea dos compostos por CLAE

As amostras secas, de leite e plasma, foram ressuspensas em 1 mL de
hexano, secas novamente em nitrogénio gasoso e posteriormente
reconstituidas em 100 uL de fase mével. Volumes de 50 pL e 40 pL de leite e
plasma e, respectivamente, foram injetados para identificacdo dos compostos
de interesse. O tempo de corrida foi de 12 minutos.

Para o processo de analise foram utilizados reagentes grau de pureza
HPLC (Tedia®, Brasil).

4.7.4.4. ldentificagdo e quantificagdo dos compostos

A identificacdo e quantificacdo dos compostos foram realizadas usando
0s seguintes padrdes: retinol, a-caroteno, B-caroteno, e luteina+zeaxantina
(Sigma Aldrich®, Alemanha); e a-, y- e d-tocoferéis (Calbiochem®, Estados
Unidos).

A identificacdo dos compostos foi realizada comparando-se 0s tempos
de retencdo obtidos das analitos das amostras e o dos respectivos padrées
externos (Apéndice E). A quantificacao deu-se por meio da obtencdo das areas
dos picos e equacdes derivadas das curvas analiticas dos padrbes, preparadas
a partir da injecéo de seis diferentes concentracdes, e expressas em pmol/L.

As equaclOes da reta e os coeficientes de correlagdo para as curvas
analiticas foram obtidas por regressdo linear, (a-caroteno: y =
18.614.831,1757x - 1.891,8925; R? = 0,9991; B-caroteno: y = 8.389.870,0234x -
23.422,2787; R? = 0,9909; Luteinatzeaxantina: y = 7.620.952,1712x - z
3.264,7219; R* = 0,9999; a-tocoferol: y = 890888x - 10332; R* = 0,9999; y-
tocoferol: y = 1.403.360,2778x + 4.080,3360; R? = 0,9989; &-tocoferol: y =
801930x + 757,39; R2 = 0,9982). Equacdes distintas foram utilizadas apenas
para quantificar o retinol do leite (Retinol: y = 18.402.785,5556x + 20.412,004;
R? = 0,9982) e plasma (Retinol: y = 18.241.849,3052x + 31.377,3500; R? =
0,9979).
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4.7.4.5. Interpretacdo dos resultados

Foram consideradas anémicas as nutrizes que apresentaram
concentracdo de hemoglobina inferior a 12 g/dL?’.

A anélise do perfil lipidico seguiu as Diretrizes da SBC?*?° (Quadro 4):

Quadro 4 - Valores de referéncia para o perfil lipidico de adolescentes e adultas

Valor de Referéncia Adolescentes Adultas
Colesterol total (mg/dL) <150 <200
HDL-c (mg/dL) 245 >60
LDL-c (mg/dL) <100 <130
Triglicerideos (mg/dL) <100 <150

Fonte: Adaptado de Sociedade Brasileira de Cardiologia™ .

O ponto de corte considerado para verificar a deficiéncia de vitamina A,
segundo a OMS, para as concentracdes de retinol no leite e plasma, foi o valor
inferior a 1,05umol/L*. Os pontos de corte para as concentracdes plasmaticas

de carotenoides estdo apresentadas no Quadro 5.

Quadro 5 - Pontos de corte para as concentracdes de carotenoides no sangue.

Carotenoide Concentragdo plasmatica (umol/L)
a-caroteno 0,02-0,47
B-caroteno 0,04 — 2,26
Luteina 0,10-1,23

Fonte: Adaptado de Instituto de Medicina®".

Para a vitamina E plasmatica, valores inferiores a 11,6 pmol/L
classificaram as voluntarias como deficientes e 11,6 — 16,2 pmol/L com baixas
concentragdes de a-tocoferol*2.

N&o existem parametros para avaliar a deficiéncia de carotenoides e

outros tocoferois no leite humano.
4.8. Andlises estatisticas

O banco de dados foi digitado no Microsoft Excel® e as anélises
estatisticas realizadas no software Statistical Package for Social Sciences
(SPSS), versédo 21.0. Para verificar a normalidade das variaveis utilizou-se o
teste de Shapiro-Wilk. Conforme a distribuicdo da variavel utilizou-se testes
paramétricos e nao parametricos.

48



Comparacdes entre dois grupos foram realizadas por meio do teste T de
Student ou teste de Mann-Whitney, e entre trés grupos independentes ou mais
através da Analise de Variancia (ANOVA one way) ou Kruskal-Wallis.

Para verificar a correlacdo entre duas variaveis numéricas, os testes de
correlacdo de Pearson ou Spearman foram utilizados. O Teste do Qui-
quadrado foi utilizado para verificar associacdo entre duas variaveis
categoricas, e o Teste Exato de Fisher quando o valor esperado em alguma
casela na tabela 2x2 foi menor que 5.

O nivel de rejeicdo para a hipotese de nulidade, para todos os testes
aplicados, foi de 5% (P<0,05).

4.9. Retorno as voluntarias
Ao final do estudo, todas as nutrizes tiveram acesso aos resultados dos
parametros avaliados e foram orientadas quanto a importancia do aleitamento

materno, praticas corretas da amamentacdo, adequacéo da dieta e adocdo de

habitos de vida saudaveis durante a lactacao (Apéndice F).
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacao da populacéo

Participaram do estudo 60 nutrizes residentes no municipio de Vicosa-
MG, com idade entre 13 e 40 anos. A mediana de idade das adolescentes foi
de 18,0 anos e das adultas de 26,5 anos (P<0,001).

A mediana materna de anos de estudo foi de 8,0 e 11,0 anos completos,
para adolescentes e adultas, respectivamente, sendo esta diferenca
estatisticamente significativa (P<0,001). A mediana da renda familiar per capita
relatada, para o grupo de nutrizes adolescentes (R$ 216,7) foi menor do que
para o grupo das adultas (R$ 311,0; P=0,010) (Tabela 1).

Em relacdo aos dados obstétricos e gestacionais, houve diferenca entre
0S grupos para a meédia da idade ginecoldgica, 5,2+1,9 e 14,1+5,2 anos
(P<0,001) e namero de filhos, 1,1+0,4 e 1,7+0,8 filhos (P<0,001). As medianas
do numero de consultas realizadas durante o pré-natal e IMC pré-gestacional
foram inferiores para o grupo de adolescentes, P=0,029 e P=0,005,
respectivamente (Tabela 1).

O peso e o comprimento ao nascer dos lactentes nao diferiram

estatisticamente entre os grupos de nutrizes adolescentes e adultas (Tabela 1).
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Tabela 1 - Caracteristicas das nutrizes e dos recém-nascidos do municipio de Vigosa-MG, 2013.

Nutrizes
L Adolescentes Adultas
variaveis = Mediana = Mediana P
X +DP (Min-Mé&x) X +DP (Min-Méax)
Caracteristicas socioecon6micas
Escolaridade materna (anos)® 8,0 11,0 .
8,0+1,7 (5.0-11,0) 10,6+3,0 (6,0-18,0) <0,001
Renda familiar per capita (R$)? 216,7 311,0 "
246,6+115,1 (100,0-518,3) 442,6+375,3 (78,8-2000,0) 0,010
Dados obstétricos e gestacionais
Idade materna (anos)® 18,0 26,5 .
b 17,5+1,5 (13.0-19,0) 27,4+5,0 (20.0-40,0) <0001
Idade ginecolégica (anos) 5,0 14,0 "
b 5,2+1,9 (2,0-9,0) 14,1452 (5.0-24,0) <0,001
Numero de filhos 1,0 2,0 .
1,1+0,4 (1,0-2,0) 1,7+0,8 (1,0-4,0) <0,001
Numero de consultas pré-natal® 6,0 7,0 .
2 6,1+1,8 (2,0-9,0) 7,319 (4.0-13,0) 0,029
IMC pré-gestacional (kg/m9)? 21,0 23,8 .
b 21,2+3,1 (16,0-28,4) 25,0+5,6 (17,9-40,8) 0,005
Ganho de peso gestacional (kg) 12,1 11,8
12,615,1 (4,3-23,0) 11,8455 (0,1-22,4) 0,585
Periodo lactacional (dias)® 47,5 52,5
60,9+36,3 (30,0-161,0) 64,1+33,2 (30,0-154,0) 0,359
Dados do recém-nascido
Peso as nascer (kg)° 3,3 3,1
3,2+0,4 (2.5-4.1) 3,240,3 (2,8-4.0) 0,687
Comprimento ao nascer (cm)® 49,0 49,0
48,8+1,6 (46,0-52,0) 48,9+1,5 (44,0-51,0) 0,395

X +DP = Médiatdesvio padrdo; Min = minimo; M&x = maximo; IMC = indice de massa corporal.
*Significancia estatistica (P<0,05); *Teste de Mann-Whitney; Teste T Student.

Segundo os dados dos recém-nascidos, a maior parte deles (76,7% e
96,7% para adolescentes e adultas, respectivamente) foi classificado como
adequado para idade gestacional (AIG) e do total de bebés que apresentavam
peso inadequado para idade gestacional, 100% dos pequenos para idade
gestacional (PIGs) e 80% dos grandes para idade gestacional (GIGs) eram de
maes adolescentes, entretanto sem associagdo estatisticamente significativa
entre a classificacéo e a idade materna (P=0,064) (Tabela 2).

Quanto ao tipo de parto, ndo houve diferenca estatistica entre os dois
grupos (P=0,426). Foi encontrado maior percentual de primiparidade entre
adolescentes (70,3%) e maior percentual de multiparidade entre adultas
(82,6%), sendo a diferenca estatisticamente significativa (P<0,001) (Tabela 2).

Dentre as nutrizes com baixo peso, 85,7% eram adolescentes, e entre

aquelas com sobrepeso e obesidade, 70% e 100%, respectivamente, eram
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adultas, havendo associacdo estatisticamente significativa entre o estado
nutricional e a idade (P=0,041) (Tabela 2).

Tabela 2 - Condi¢des de nascimento dos lactentes, estado nutricional pré-gestacional e ganho de peso
gestacional das nutrizes do municipio de Vicosa-MG, 2013.

Nutrizes
Variaveis Adolescentes Adultas P
N % n %
Sexo do lactente
Masculino 13 44,8 16 55,2 0438
Feminino 17 54,8 14 45,2 '
Classificagdo do recém-nascido
PIG 3 100,0 - -
AIG 23 44,2 29 55,8 0,064
GIG 4 80,0 1 20,0
Tipo de parto
Vaginal 13 56,5 10 43,5 0.426
Cesariana 17 45,9 20 54,1 '
Paridade?®
Primipara 26 70,3 11 29,7
Multip?ara 4 17,4 19 82,6 <0,001*
Estado nutricional®
Baixo peso 6 85,7 1 14,3
Eutrofia 20 52,6 18 47,4 0.005*
Sobrepeso 3 30,0 7 70,0 '
Obesidade - - 3 100,0
Ganho de peso gestacional
Insuficiente 9 47,4 10 52,6
Adequado 8 53,3 7 46,7 0,924
Excessivo 8 47,1 9 52,9

PIG = Pequeno para idade gestacional; AIG = Adequado para idade gestacional; GIG = Grande para
idade gestacional.

* Significancia estatistica (P<0,05), Teste do Qui-quadrado; °Teste Exato de Fisher, ®Teste do Qui-
quadrado de Tendéncia Linear.

Em ambos os grupos houve predominéncia de mulheres casadas ou em
relacdo estavel, e 66,5% das maes solteiras eram adolescentes. Das nutrizes
pertencentes a classe econémica D/E, 63,6% eram adolescentes (Tabela 3).

N&o houve diferenca estatistica entre o0s grupos de nutrizes
adolescentes e adultas com relacdo ao estado civil, etnia, classe econémica
auxilios governamentais, imovel proprio, abastecimento de agua, destino do
lixo e dejetos (P<0,05) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Caracterizacdo demogréfica, socioecondmica e sanitaria das nutrizes e de seus
domicilios no municipio de Vigosa-MG, 2013.

Nutrizes
Variaveis Adolescentes Adultas P

n % n %
Estado civil
Solteira 12 66,7 6 33,3 0091
Casada/Relacao estavel 18 42,9 24 57,1 '
Etnia
Branca 6 35,3 11 64,7
Negra 7 38,9 11 61,1 0,061
Parda 17 68,0 8 32,0
Classe econbmica
B 5 35,7 9 64,3
C 18 51,4 17 48,6 0,370
D/E 7 63,6 4 36,4
Auxilios governamentais
Sim 10 62,5 6 37,5
Nao 20 45,5 24 54,5 0,243
Imovel préprio
Sim 21 47,7 23 52,3
N&o 9 56,3 7 438 0,559
Abastecimento de agua
Publico 28 49,1 29 50,9
Poco 1 50,0 1 50,0 0,601
Outro 1 100,0 - -
Tratamento da dgua
Filtracao 23 48,9 24 51,1 0754
Cloragéo 7 53,8 6 46,2 '
Destino do lixo®
Coleta publica 29 49,2 30 50,8
Outro 1 100,0 - 0,500
Destino dos dejetos
Esgoto 28 49,1 29 50,9
Céu aberto 1 50,0 1 50,0 0,601
Outro 1 100,0 - -

*Significancia estatistica (P<0,05), Teste do Qui-quadrado; *Teste Exato de Fisher.

Ao comparar 0s grupos com relacéo as variaveis de estado nutricional e
composicao corporal, observou-se que as nutrizes adolescentes apresentavam
menores valores de IMC (22,5+3,2 kg/m? vs 26,1+4,8 kg/m?, P=0,001), de DCT
(23,0+7,5 mm vs 27,9+7,1 mm, P=0,011), de DCSE (13,8+4,5 mm vs 17,946,2
mm, P=0,005), de DCSI (16,7+6,6 mm vs 21,0+8,2 mm, P=0,028), de gordura
central (30,5+10,0 mm vs 38,9+13,6 mm, P=0,009), de %GC (27,2+4,1% vs
31,145,2%, P=0,002), e de PB (25,4+2,9 cm vs 29,1+3,9 cm, P<0,001) (Tabela
4).
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Tabela 4 - Distribuicdo média das medidas antropométricas e de composi¢éo corporal das nutrizes do
municipio de Vigosa-MG, 2013.

Nutrizes
Parametros avaliados Adolescentes Adultas P
X tDP X xDP
IMC (kg/m®) 22,5+3,2 26,1+4,8 0,001*
DCB (mm) 11,3£5,1 11,445,1 0,939
DCT (mm) 23,0£7,5 27,917,1 0,011*
DCSE (mm) 13,8t+4,5 17,916,2 0,005*
DCSI (mm) 16,7+6,6 21,048,2 0,028*
Gordura periférica (mm) 34,3+10,5 39,3+10,9 0,075
Gordura central (mm) 30,5+10,0 38,9+13,6 0,009*
GC (%) 27,241 31,1+5,2 0,002*
PB (cm) 25,429 29,1+£3,9 <0,001*

X +DP = Médiatdesvio padrdo; IMC = indice de massa corporal; DCB = Dobra cutanea bicipital; DCT
= Dobra cutanea tricipital; DCSE = Dobra cutanea subescapular; DCSI = Dobra cutanea suprailiaca;
PB = Perimetro braquial; GC = Gordura corporal. Gordura periférica = DCB+DCT; Gordura Central =
DCSE+DCSI.

*SignificAncia estatistica (P<0,05), Teste T Student.

Utilizando-se como critérios os valores limitrofes de IMC, para adultas e
adolescentes, o0s resultados indicaram baixo peso apenas entre as
adolescentes, em oposicdo a maior frequéncia de sobrepeso e obesidade entre
as adultas, 75,0% e 83,3%, respectivamente, estando este parametro
associado significativamente com a idade (P=0,007) (Tabela 5).

A partir da avaliacdo dos valores das medianas das dobras cutaneas foi
possivel perceber que, do total de nutrizes enquadradas acima desta
referéncia, a maioria pertencia ao grupo das adultas. Todavia, a Unica medida
que apresentou associacao estatisticamente significativa com a idade foi a
DCSI (P=0,039). O percentual de gordura corporal também se associou
estatisticamente com a faixa etaria das nutrizes (P=0,004), onde 69,0% das
mulheres acima da mediana eram adultas (Tabela 5).

O perimetro braquial também foi utilizado como indicador do estado
nutricional das nutrizes. Das voluntérias identificadas com desnutricdo, 76,9%
eram adolescentes, e daquelas com sobrepeso e obesidade, 87,5% e 100%,
respectivamente, eram adultas, os dados demonstraram associacéo

estatisticamente significativa (P=0,001) (Tabela 5).
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Tabela 5 - Avaliagdo antropométrica das nutrizes do municipio de Vigosa-MG, 2013.

Pardmetros avaliados Adolescentes P
n % n %

Estado nutricional®
Baixo Peso 3 100,0 - -
Eutrofia 22 62,9 13 37,1 0.001*
Sobrepeso 4 25,0 12 75,0 '
Obesidade 1 16,7 5 83,3
DCB (mm)
< mediana (11,00) 18 56,3 14 43,8 0301
> mediana (11,00) 12 42,9 16 57,1 '
DCT (mm)
< mediana (26,50) 19 61,3 12 38,7 0071
> mediana (26,50) 11 37,9 18 62,1 '
DCSE (mm)
< mediana (15,00) 18 58,1 13 41,9 0.196
> mediana (15,00) 12 41,4 17 58,6 K
DCSI (mm)
< mediana (17,25) 19 63,3 11 36,7 0.039*
> mediana (17,25) 11 36,7 19 63,3 K
GC (%)
< mediana (28,70) 21 67,7 10 32,3 0.004*
> mediana (28,70) 9 31,0 20 69,0 '
Estado nutricional segundo PB?*
Desnutricdo moderada/leve 10 76,9 3 23,1
Eutrofia 19 59,4 13 40,6 "
Sobrepeso 1 12,5 7 87,5 <0,001
Obesidade - - 7 100,0

IMC = indice de massa corporal; DCB = Dobra cutanea bicipital; DCT = Dobra cutanea tricipital; DCSE =
Dobra cutanea subescapular; DCSI = Dobra cuténea suprailiaca; PB = Perimetro braquial; GC = Gordura

corporal.

*Significancia estatistica (P<0,05); Teste do Qui-quadrado, *Teste do Qui-quadrado de Tendéncia Linear.

Apenas

colesterol

e

apresentaram diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos de nutrizes, sendo superior nas

adultas (Tabela 6).

Ao avaliar as nutrizes segundo os valores de referéncias para cada

biomarcador, percebeu-se que, para ambos 0s grupos, os valores médios e

medianos para colesterol total estavam alterados. As adolescentes também

apresentam os valores de LDL-c alterados (Tabela 6). Aproximadamente 19%

do total de nutrizes estavam anémicas, e distribuidas proporcionalmente entre

adolescentes (n=6) e adultas (n=5).
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Tabela 6 - Exames bioquimicos das nutrizes do municipio de Vigosa-MG, 2013.

. Valores de Adolescentes . Adultas .
Biomarcador referéncia X +DP Mgdlaqa X +DP M?dlaqa P
(Min-Méx) (Min-Méax)

Hemoglobina (g/dL)" 12-16 12,620,9 (10’132_’173,9) 13,020,9 (11’142_’184,6) 0,095
Hematocrito (%)” 36-46 40,1+2,8 (3229;54,0) 41,142,7 (37’%?;?6,2) 0,140
Colesterol total (mg/dL)" A::|?1<01050 - (751%?9%8) e (642%2%'7) >
) Adul <200~ BLBE08 a5 60315y 20298231 45y gouge) 00107

- ) Adul: <130 1020290 gaai535)  M27#249 475560 0150
Triglicerideos (mo/dL) 238:; 228 79,8433,1 (30,391’21,0) 77,8%25,3 (34,31’23,3) 0,793

X+DP = Meédiatdesvio padrdo; Min = minimo; Max = maximo; VCM = Volume corpuscular médio; Adol =
Adolescentes; Adul = Adultas; HDL-c = Lipoproteina de alta densidade de colesterol; LDL-c = Lipoproteina de baixa
densidade de colesterol.

*Significancia estatistica (P<0,05); *Teste T Student, ®Teste de Mann-Whitney.

Ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as
concentragbes dos nutrientes no leite de nutrizes adolescentes e adultas
(Tabela 7).

Por meio da avaliacdo da concentracdo de retinol no leite materno,
53,3% das nutrizes de cada grupo apresentavam deficiéncia de vitamina A
(DVA). Considerando-se as concentracdes plasmaticas, a prevaléncia de DVA
e 10,0%

respectivamente, sendo 3,3% de cada grupo classificada com deficiéncia

foi reduzida para 13,3% para adolescentes e adultas,
moderada (<0,7umol/L). Dez por cento das adolescentes e 6,7% das adultas
apresentaram DVA pelos dois parametros.

Segundo os valores de a-tocoferol plasmético, 33,3% e 10% das
adolescentes e adultas, respectivamente, encontravam-se com deficiéncia de
vitamina E, e 36,7% de cada grupo estavam em risco.

Todas as nutrizes apresentaram concentracdes plasmaticas de -
caroteno e luteina+zeaxantina dentro da faixa de referéncia (3-caroteno: 0,04 —
2,26 umol/L; luteina+zeaxantina: 0,10 — 1,23). Quanto as concentragdes de a-
16,7% e 10,0%

respectivamente, apresentaram valores inferiores ao referenciado (0,02 — 0,47

caroteno no sangue, das adolescentes e adultas,

pmol/L).
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Tabela 7 - Composicao de retinol, tocoferdis e carotenoides do leite humano de nutrizes do municipio de

Vicosa-MG, 2013.

Nutrizes
. Adolescentes Adultas
Nutrientes ; i P

v Mediana v Mediana

X +DP (Min-Méx) X +DP (Min-Méx)
Retinol (umol/L) 1.3140,96 © 251)182 1 1,12+0,56 (o 31693? 19 0756
a-caroteno (umol/L) 0,002+0,003 © 000’2901 01) 0,003+0,003 © 0%2?0101) 0,108
B-caroteno (umol/L) 0.16+0.06 o 101,_15143) 0,16+0,04 © 101*_16129) 0,941
Luteina+zeaxantina (umol/L) 0.3040,16 © 1%-20776) 0,27+0,14 © 1%-2(;182) 0,734
a-tocoferol (umol/L) 3.80+1 14 " 9361?628 0 3,65+1,10 i 935,f150 g7y 0564
y-tocoferol (umol/L) 1,0140,42 © 4(;?1076) 0,85+0,45 © 2%_716 67y 0150

X +DP = Médiatdesvio padrdo; Min = minimo; Max = maximo.
*SignificAncia estatistica (P<0,05), Teste de Mann-Whitney.

Para as concentracdes dos nutrientes no plasma materno, as

adolescentes apresentaram valores estatisticamente inferiores de retinol, B-

caroteno e a-tocoferol (Tabela 8).

Tabela 8 - Composicédo de retinol, tocoferéis e carotenoides do plasma de nutrizes do municipio de Vigosa-MG,

2013.
Nutrizes
. Valores de Adolescentes Adultas
Nutrientes PO - - P
referéncia = Mediana = Mediana
X +DP (Min-Max) X +DP (Min-Max)
Retinol (umol/L)* 1,31 1,57 R
b >1,05 1,34+0,31 (0,49-1,90) 1,56+0,43 (0,68-2,57) 0,025
a-caroteno (umol/L) i 0,03 0,05
b 0,02-0,47 0,04+0,03 (0,01-0,13) 0,05+0,03 (0,01-0,13) 0,337
B-caroteno (umol/L) i 0,24 0,33 "
b 0,04-2,26 0,27+0,17 (0,08-0,92) 0,42+0,31 (0,09-1,37) 0,029
Luteina+zeaxantina (umol/L) i 0,68 0,76
b 0,10-1,23 0,71+0,20 (0,40-1,23) 0,87+0,41 (0,45-2,18) 0,188
a-tocoferol(umol/L) 13,41 16,36 .
>11,6 14,01+3,79 (9,06-23,37) 17,16+4,95 (8,51-33,77) 0,008
y-tocoferol (umol/L)? 1,89 2,09
1,97+0,65 (0,46-3,86) 2,10+0,80 (1,04-4,17) 0,482

X +DP = Médiatdesvio padrao; Min = minimo; Max = maximo.
*Significancia estatistica (P<0,05); *Teste T Student, ®Teste de Mann-Whitney.

A ingestdo alimentar de lipidios totais, investigado pelo R24H, também

foi inferior entre as adolescentes (P=0,032). Energia, carboidratos e proteinas

nao diferiram estatisticamente entre os grupos (Tabela 9). A Figura 1 ilustra os

percentuais de consumo dos macronutrientes.
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Tabela 9 - Ingestdo de macronutrientes e energia, de acordo com recordatério alimentar de 24 horas das
nutrizes do municipio de Vigosa-MG, 2013.

Nutrizes
. Adolescentes Adultas
Nutriente - - P
X +DP Mediana X +DP Mediana
X+ (Min-Méx) - (Min-Méax)
Energia (Kcal/dia) 1645,8 1802,8
1681,9+340,5 (1058,5-2286,1) 1821,9+301,7 (1254,8-2576,2) 0,097
Carboidratos (g/dia) 242,3 248,4
245,3+£39,5 (159,2-330,3) 235,8+26,4 (210,6-298,9) 0,330
Proteinas (g/dia) 62,8 68,0
65,4+17,7 (31,2-103,5) 68,6+16,1 (40,0-119,1) 0,465
Lipidios (g/dia) 48,2 58,3 .
49,4+17,5 (18,4-80,6) 59,2+17,1 (18,0-100,5) 0,032
X +DP = Médiatdesvio padréo; Min = minimo; Max = maximo.
*Significancia estatistica (P<0,05), Teste T Student.
P=0,330
59,0
60.0 - 56,4
500 1 P=0,032
o =y,
§ 400 | 28,7
) P=0,465 ,
_? 30,0 - 2> = Adolescentes
S 20,0 - 154 149 = Adultas
$
10,0 -
0,0
Carboidratos Proteinas Lipidios

Macronutrientes
*Significancia estatistica (P<0,05), Teste T Student.

Figura 1 - Percentuais médios de consumo de macronutrientes em relacéo ao valor energético
total, segundo recordatério alimentar de 24 horas das nutrizes segundo idade, do municipio de
Vicosa-MG, 2013.

A ingestao dietética, segundo o R24H, indicou consumo estatisticamente
inferior de vitamina A, a-caroteno e B-caroteno pelas adolescentes, né&o
havendo diferencas entre os grupos em relacdo aos demais nutrientes. Pela
analise do QFCA, apenas a ingestdo diaria de a e [-caroteno foram
estatisticamente inferiores entre as nutrizes adolescentes. A ingestdao atual
média, pelo R24H, das vitaminas A e E estavam abaixo da recomendacéo,
para ambos 0s grupos. Ja a ingestao habitual média, dada pelo QFCA, indicou
adequacao no consumo de vitamina A, mas valores inferiores de vitamina E,

para nutrizes adolescentes e adultas (Tabela 10).
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Por meio da analise das vitaminas A e E do R24H, foi possivel identificar
aproximadamente 100% de ingestbes inadequadas dos nutrientes, para ambos

0S grupos.

Tabela 10 - Ingestao dietética das vitaminas A e E, e carotenoides, de acordo com recordatério alimentar de 24
horas e questiondrio de frequéncia de consumo alimentar das nutrizes do municipio de Vicosa-MG, 2013.

Nutrizes
Nutriente EAR Adolescentes ' Adultas ' p
v Mediana v Mediana
X +DP (Min-Méx) X +DP (Min-Méx)
R24H
Vitamina A (pg/dia)® Adol: 885 403,5 483,0 .
_ Adul: 900 4138870 oap3e264)  ABOAEI0SZ 565 1 gog 0y 0008
Vitamina E (mg/dia) Adol: 16 4,1 4,4
. Adu:16 4,2¢1,0 (2,9-6.3) 45408 (2,9-6.1) 0,143
a-caroteno (ug/dia) ND 35,7 343,3 N
196,9+260,6 (0,0-942,4) 466,8+480,4 (0,0-1728,6) 0,015
B-caroteno (ug/dia)® ND 1201,5 1691,9 .
1050,2+553,6 (78.5-2088,3) 2076,6+1467,6 (93.3-5422,3) 0,001
Luteina+zeaxantina ND 700,4 843,9
(ug/dia)® 729814831 (o1 1larg  9TLI6959 oo ey 0279
QFCA i
Vitamina A (ug/dia) Adol: 885  1036,4+608,4 765,9 1236,3
Adul: 900 (200,8-2403,1) 13626%647.2 (3985 081097y 000
Vitamina E (mg/dia)® Adol: 16 11,0 11,4
 Adul: 16 11,0:3,3 (5.2-18,0) 11.4,03,4 (56-19,7) 0908
a-caroteno (pg/dia) ND 191,7 386,3 .
277,1+231,1 (7,0-869,1) 456,4+316,3 (41,3-1102,6) 0,031
B-caroteno (pg/dia)® ND 1413,9 2162,6 .
148119005 (a9 angy 5 242L,7£13963 ) loiilg o) 0,004
Luteina+zeaxantina ND 648,0 806,5
(ug/dia)® 833,1:5248  (131,0-2358.4) 0997713 (ge533237) 90!

X +DP = Médiatdesvio padrdo; Min = minimo Max = mé&ximo; EAR = Necessidade média estimada; R24H =
Recordatério alimentar de 24 horas; QFCA = Questionario de frequéncia de consumo alimentar, ND = Nao
disponivel.

*Significancia estatistica (P<0,05); *Teste T Student, "Teste de Mann-Whitney.

A Unica correlagdo significativa identificada entre o leite humano e
plasma materno, partindo-se da amostra total de nutrizes, foi para o y-tocoferol
(r=0,331; P=0,010). Ao analisar isoladamente cada grupo de mulheres, as
adolescentes nao apresentaram nenhuma correlacdo significativa, ao passo
que, semelhante ao resultado geral da amostra, a Unica correlacao
estatisticamente significativa deu-se para o y-tocoferol entre as adultas
(r=0,500; P=0,005) (Tabela 11).
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Tabela 11 - Correlacdes entre as vitaminas A, E e carotenoides do leite humano e plasma de
nutrizes adolescentes e adultas do municipio de Vicosa-MG, 2013.

. Adolescentes Adultas Total
Nutriente (umol/L) . P " P ; =
Retinol 0,311 0,094 0,054 0,778 0,237 0,068
a-caroteno 0,060 0,754 0,049 0,802 0,083 0,532
[B-caroteno 0,062 0,744 0,307 0,099 0,150 0,253
Luteina+zeaxantina 0,174 0,358 0,075 0,695 0,103 0,432
a-tocoferol -0,40 0,833 0,102 0,593 0,028 0,834
y-tocoferol 0,001 0,994 0,500 0,005* 0,331 0,010*

*SignificAncia estatistica (P<0,05), Correcéo de Spearman.

Nenhuma correlacdo estatisticamente significativa foi encontrada entre
0s nutrientes do leite e da ingestdo dietética, por nenhum dos métodos
utilizados (Tabela 12). Em contrapartida, a analise global das voluntérias
mostrou que o retinol, B-caroteno e luteina+zeaxantina presentes no plasma
materno apresentaram correlacao positiva e estatistica tanto pelo R24H quanto
pelo QFCA (Tabela 13).

Ao estratificar as correlagbes segundo idade materna, apenas a
luteinat+zeaxantina plasmatica das adolescentes estavam associadas
positivamente com a ingestdo do nutriente, a partir de ambos 0s inquéritos
alimentares. Através do QFCA, foi identificada também correlagcdo entre o
retinol (r=0,380, P=0,038) do sangue e relatado na alimentacdo das
adolescentes. Para as adultas, houve correlagdo apenas entre
luteina+zeaxantina plasmética e ingerida, pelo R24H (r=0,411, P=0,024). A
Gnica correlacdo negativa encontrada foi entre o conteudo de y-tocoferol

plasmético de adolescentes e o consumo de acordo com QFCA (Tabela 13).
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Tabela 12 - Correlacdes entre as vitaminas A, E e carotenoides do leite humano e da ingestéo dietética
(recordatério alimentar de 24 horas e questionario de frequéncia de consumo alimentar), de nutrizes
adolescentes e adultas do municipio de Vicosa-MG, 2013.

. Adolescentes Adultas Total
Nutriente (umol/L) ; P ; P ; =

Leite Humano vs R24H

Retinol 0,154 0,417 0,224 0,334 0,121 0,358
a-caroteno -0,111 0,559 -0,018 0,927 -0,025 0,853
[B-caroteno -0,148 0,437 0,002 0,990 -0,068 0,606
Luteina+zeaxantina 0,129 0,497 -0,028 0,882 0,052 0,694
a-tocoferol -0,102 0,990 0,006 0,975 -0,062 0,640
y-tocoferol -0,022 0,909 0,050 0,794 -0,024 0,858
Leite Humano vs QFCA

Retinol 0,291 0,119 0,204 0,281 0,228 0,079
a-tocoferol 0,048 0,803 -0,215 0,254 -0,74 0,577
a-caroteno 0,072 0,705 -0,060 0,759 0,062 0,640
[B-caroteno -0,111 0,560 -0,228 0,225 -,189 0,148
Luteina+zeaxantina 0,117 0,538 -0,123 0,519 0,030 0,821
y-tocoferol -0,197 0,307 -0,130 0,495 -0,192 0,148

R24H = Recordatério alimentar de 24 horas; QFCA = Questionario de frequéncia de consumo
alimentar.

Tabela 13 - Correlagdes entre as vitaminas A, E e carotenoides do plasma e da ingestdo dietética
(recordatério alimentar de 24 horas e questionario de frequéncia de consumo alimentar), de nutrizes
adolescentes e adultas do municipio de Vigosa-MG, 2013.

: Adolescentes Adultas Total
Nutriente (umol/L) . P ” P " P
Plasmavs R24H
Retinol 0,332 0,073 0,131° 0,491 0,274% 0,034*
a-caroteno 0,022 0,906 0,228 0,226 0,154 0,241
-caroteno 0,203 0,282 0,256 0,173 0,285 0,027*
Luteina+zeaxantina 0,440 0,015* 0,411 0,024* 0,423 0,001*
a-tocoferol -0,239 0,203 0,200 0,290 -0,001 0,996
y-tocoferol 0,039 0,837 0,027° 0,888 0,098 0,454
Plasma vs QFCA
Retinol 0,380 0,038* -0,144 0,550 0,341 0,008*
a-caroteno 0,306 0,100 0,074 0,699 0,197 0,131
-caroteno 0,358 0,052 0,091 0,631 0,276 0,033*
Luteina+zeaxantina 0,443 0,014* 0,329 0,076 0,408 0,001*
a-tocoferol 0,183% 0,332 0,152 0,423 0,142 0,283
y-tocoferol -0,422° 0,020* 0,013 0,945 -0,172% 0,193
R24H = Recordatorio alimentar de 24 horas; QFCA = Questionario de frequéncia de consumo
alimentar.
*Significancia estatistica (P<0,05); °Correlagéo de Pearson, Correlacdo de Spearman para as
demais.

A Tabela 14 demonstra as correla¢des significativas encontradas entre
0s nutrientes do leite humano e os do plasma, considerando a amostra total.
Nos dois fluidos biologicos, a luteina+zeaxantina apresentou correlagdo com o
retinol, tocoferdis e B-caroteno, e o a-tocoferol com y-tocoferol, retinol e [3-
caroteno. No leite, o retinol também se correlacionou com y-tocoferol,
diferentemente do plasma, no qual ele se correlacionou também com (-

caroteno. O vy-tocoferol esteve associado positivamente com [3-caroteno
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somente no plasma, enquanto o a-tocoferol apresentou correlagdo com a-
caroteno no leite. Todos os carotenoides plasmaticos se correlacionaram entre

Si.

Tabela 14 - Correlagfes significativas entre os nutrientes do leite e do plasma de nutrizes do
municipio de Vigosa-MG, 2013.

Nutrientes (umol/L) r P
Leite Humano

Retinol a-tocoferol 0,544 <0,001

Retinol y-tocoferol 0,448 <0,001

Retinol Luteina+zeaxantina 0,334 0,009
a-tocoferol y-tocoferol 0,786 <0,001
a-tocoferol B-caroteno 0,529 <0,001
a-tocoferol Luteina+zeaxantina 0,743 <0,001
y-tocoferol B-caroteno 0,278 0,033
y-tocoferol Luteina+zeaxantina 0,647 <0,001
[-caroteno Luteina+zeaxantina 0,472 <0,001

Plasma

Retinol a-tocoferol 0,534 <0,001

Retinol B-caroteno 0,414 0,001

Retinol Luteina+zeaxantina 0,468 <0,001
a-tocoferol y-tocoferol 0,511 <0,001
a-tocoferol a-caroteno 0,380 0,003
a-tocoferol B-caroteno 0,457 <0,001
a-tocoferol Luteina+zeaxantina 0,648 <0,001
y-tocoferol Luteina+zeaxantina 0,271 0,036
a-caroteno B-caroteno 0,721 <0,001
a-caroteno Luteina+zeaxantina 0,469 <0,001
3-caroteno Luteina+zeaxantina 0,537 <0,001

Correlacdo de Spearman.

A Tabela 15 identifica as correlagdes significativas existentes entre os
nutrientes do leite humano e plasma, para cada grupo isoladamente. As
adolescentes obtiveram um maior nimero de correlacbes entre os nutrientes
do leite, enquanto as adultas tiveram nameros superiores de correlacdes entre
0s nutrientes plasmaticos. Em ambos 0s grupos o retinol associou-se
positivamente com os tocoferois, os tocoferodis entre si, e a luteina+zeaxantina
com y-tocoferol, a- e B-caroteno. No plasma materno, para as diferentes faixas
etarias, a luteina+zeaxantina apresentou correlacdes com o retinol, tocoferdis e
demais carotenoides, e o a-tocoferol também se associou com y-tocoferol e
retinol.

Correlagbes distintas entre os grupos de voluntarias deram-se
predominantemente entre os tocoferdis e os carotenoides. No leite humano das
adultas, o y-tocoferol correlacionou-se com o [(-caroteno, ja para as
adolescentes, o a-caroteno apresentou correlacdo com os tocoferois e

luteina+zeaxantina. O conteudo de y-tocoferol plasmatico associou-se com 0s
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de luteina+zeaxantina no grupo das adolescentes. Quanto aos carotenoides

plasmaticos das adultas, o a-caroteno expressou correlacdo com a-tocoferol e

luteina+zeaxantina, e o B-caroteno com o a-tocoferol e retinol (Tabela 15).

Tabela 15 - Correlag@es significativas entre os nutrientes do leite e plasma das nutrizes do municipio de Vigosa-

MG, 2013.
Nutrizes
Adolescentes Adultas
Nutrientes (umol/L) r P Nutrientes (umol/L) r P
Leite Humano Leite Humano Leite Humano Leite Humano
Retinol a-tocoferol 0,467 0,009 Retinol a-tocoferol 0,538 0,002
Retinol y-tocoferol 0,373 <0,001 Retinol y-tocoferol 0,436 0,016
a-tocoferol y-tocoferol 0,731 <0,001 a-tocoferol y-tocoferol 0,786 <0,001
a-tocoferol a-caroteno 0,521 0,003 a-tocoferol [-caroteno 0,562 0,001
a-tocoferol B-caroteno 0,517 0,003 a-tocoferol Luteina+zeaxantina 0,643 <0,001
a-tocoferol Luteinat+zeaxantina 0,793 <0,001 y-tocoferol B-caroteno 0,428 0,018
y-tocoferol a-caroteno 0,497 0,006 y-tocoferol Luteinat+zeaxantina 0,646 <0,001
y-tocoferol Luteina+zeaxantina 0,662 <0,001 B-caroteno Luteina+zeaxantina 0,493 0,006
a-caroteno Luteina+zeaxantina 0,338 0,034
[B-caroteno Luteina+zeaxantina 0,480 0,007
Plasma Plasma Plasma Plasma
Retinol a-tocoferol 0,4652 0,010 Retinol a-tocoferol 0,466 0,010
Retinol Luteina+zeaxantina 0,425 0,019 Retinol [-caroteno 0,442 0,014
a-tocoferol y-tocoferol 0,487 0,006 Retinol Luteina+zeaxantina 0,387 0,035
a-tocoferol Luteina+zeaxantina 0,729 <0,001 a-tocoferol y-tocoferol 0,541 0,002
y-tocoferol Luteina+zeaxantina 0,470 0,009 a-tocoferol a-caroteno 0,550 0,002
a-caroteno B-caroteno 0,619 <0,001 a-tocoferol [-caroteno 0,517 0,003
[-caroteno Luteina+zeaxantina 0,537 <0,001 a-tocoferol Luteina+zeaxantina 0,455 0,011
a-caroteno [-caroteno 0,745 <0,001
a-caroteno Luteina+zeaxantina 0,668 <0,001
B-caroteno Luteina+zeaxantina 0,628 <0,001

Correlacéo de Pearson, Correlagdo de Spearman para as demais.
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5.2. Artigo de Revisao

Propriedades antioxidantes do leite humano e sua contribuigéo para o perfil

imunologico do lactente: uma revisédo sistematica

Resumo

O leite materno é a fonte nutricional recomendada para promocdo da saude
das criancas, pois além do oferecer todos 0s nutrientes essenciais, contém
fatores de protecdo responsaveis pelo desenvolvimento do sistema
imunolégico do lactente. Dentre eles encontram-se 0s antioxidantes, que
podem variar dependendo de fatores como fase de lactacdo, horario do dia,
idade gestacional, estado nutricional, alimentacdo e idade materna. Diante da
importancia da relacdo existente entre o aleitamento materno e o sistema de
defesa, o objetivo foi realizar uma revisdo sistemética abordando aspectos
relacionados as propriedades antioxidante do leite humano e sua contribui¢cdo
para o perfil imunolégico do lactente. Foram realizadas buscas nas bases de
dados online LILACS e MEDLINE, e nas referéncias dos artigos previamente
selecionados, utilizando os Descritores em Ciéncias da Saude criados pela
Bireme. A pesquisa resultou em 802 artigos, dos quais 11 atenderam aos
critérios de inclusdo. Nenhum trabalho foi desenvolvido no Brasil, sendo a
maioria de carater transversal e publicados entre 2002 e 2011. Todos os
artigos objetivaram estudar as propriedades antioxidantes do leite humano de
maneira direta ou indiretamente, através da analise de amostras do proprio
leite, urina ou plasma. Quatro estudos analisaram as modificagcdes da
capacidade antioxidante do leite humano ocorridas ao longo dos dias pos-
parto, um investigou a influéncia das condicbes de armazenamento e um 0s
efeitos de processamentos térmicos. Sete compararam as propriedades do
leite humano e férmulas infantis e sete envolveram criancas prematuras. Os
principais resultados sugerem a amamentagao precoce como principal fonte de
protecdo para os recém-nascidos, desenvolvimento e fortalecimento do sistema
imunologico do lactente, uma vez que 0s seus substitutos apresentaram menor

poder antioxidante.

Palavras-chave: Leite humano; antioxidante; imunidade.
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Antioxidant properties of human milk and its contribution to the immunological

profile of the infant: a systematic review

Abstract

Breast milk is the recommended nutritional source for promoting infant’s health.
In addition to providing all the essential nutrients, it contains many protective
factors that will contribute to the development of the infant’s immune system.
Among the components present in human milk, antioxidants are responsible for
defending the body, which may vary depending on factors such as stage of
lactation, time of day, gestational age, nutritional status, nutrition, and maternal
age. Given the importance of the relationship between breastfeeding and the
defense system, the objective was to systematically review the aspects related
to the antioxidant properties of human milk and its contributions to the infant’s
immunological profile. Searches were performed by Bireme on the online
databases LILACS and MEDLINE, and references of selected articles
previously, using the Descriptors in Health Sciences created by Birene. The
research resulted in 802 articles, of which 11 met the inclusion criteria. Most of
the cross-section was published between 2002 and 2011. No work was
developed in Brazil. All articles aimed to study the antioxidant properties of
human milk in a direct way or indirectly, by analyzing samples of the milk itself,
urine or plasma. Four studies examined the changes of antioxidant capacity of
human milk occurred throughout the postpartum days; one investigated the
influence of storage conditions and the effects of thermal processing. Seven
compared the properties of human milk and infant formulas and seven involving
premature infants. The main results suggest the early breastfeeding as the
primary source of protection for newborn’s development and strengthening of

the immune system, since their replacements had lower antioxidant power.

Keywords: Human milk; antioxidant; immunity.
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Introducéo

O leite materno é reconhecido como o alimento ideal e fundamental para
promocao e protecdo da salde de criancas™?. Além de garantir um crescimento
e desenvolvimento adequados, o leite humano contém diversos fatores de
defesas que contribuem para o fortalecimento do sistema imunolégico®®. A
prevencdo de diarreia, pneumonia, sepse, otite, infeccdo no trato urinério,
enterocolite necrosante, dentre outras patologias, sdo beneficios do
oferecimento precoce do leite materno®>+°.

Dentre componentes bioativos do leite responsaveis pela defesa do
organismo encontram-se 0s antioxidantes, que apresentam capacidade de
neutralizar radicais livres e espécies reativas de oxigénio®’. Componentes
enzimaticos e ndo enzimaticos, incluindo catalase, superoxido dismutase,
glutationa peroxidase, selénio, vitaminas A, C e E, e carotenoides,
desempenham papel antioxidante®’*,

A composicdo do leite humano varia dependendo da fase de lactacéo,
horério do dia, idade gestacional do lactente, estado nutricional, alimentacédo e
idade materna*®. As condicdes de armazenamento relacionadas ao tempo e
temperatura e o tipo de processamento térmico submetido, também geram
alterac6es na composicéo do leite!®112:3335,

Recém-nascidos prematuros apresentam um sistema de defesa imaturo,
com enzimas insuficientes e baixos concentracdes de substancias com efeitos
antioxidantes, tornando-os, portanto, mais susceptiveis aos efeitos deletérios

por espécies reativas de oxigénio e radicais livres gerados na entre a transicao
|19-22

hY

fetal e neonata E provavel que as patologias relacionadas a
prematuridade sejam consequéncia do desbalanco entre a protecdo
antioxidante e a geracdo de espécies reativas, com riscos para o surgimento de
enterocolite necrosante, displasia broncopulmonar, hemorragia intraventricular
e retinopatia da prematuridade®%%23,

Em situagcdes de impossibilidade do aleitamento materno, uma
alternativa é o oferecimento de formula infantil, que utiliza normalmente leite de
vaca como base, e através de modificacbes na sua composicédo busca atender
as necessidades nutricionais e condices fisiolégicas da crianca™®.

Nos ultimos anos houve visivel melhoria nas férmulas infantis com a

suplementacdo de muitas delas, sendo inclusos, por exemplo, acidos graxos
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poli-insaturados de cadeia longa, nucleotideos, selénio, calcio, ferro e vitaminas
A, D e E®Y. Apesar do progresso tecnolégico, o objetivo de se aproximar as
férmulas da composicdo do leite humano ainda esté distante de ser atingido,
ndo trazendo os mesmos beneficios propiciados pelo leite humano™.
Partindo-se do conhecimento de que o aleitamento materno € o modo de
alimentacdo mais natural e seguro para as criangas, a investigacéo dos fatores
relacionados aos mecanismos de protecao e capacidade antioxidante do leite
humano assume grande importancia. Objetivou-se realizar uma revisado
sistematica abordando aspectos relacionados as propriedades antioxidantes do

leite humano e sua contribuicao para o perfil imunolégico do lactente.

Métodos

Realizou-se uma busca sistematica nas bases de dados online Literatura
Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS) e Medical
Literature Analysis and Retrieval System Online (MEDLINE). Estas bases foram
acessadas através da Biblioteca Virtual em  Salde  Publica
(BVS)/Bireme/OPAS/OMS?*.  Foram utilizadas as palavras chaves em
portugués selecionadas mediante consulta aos Descritores em Ciéncias da
Saude (DeCS), criados pela BIREME: leite humano, antioxidantes e imunidade,
combinados entre si (Tabela 1). A revisdo foi ampliada com a inclusdo de
artigos relevantes identificados através das referéncias bibliograficas das
publicacdes selecionadas inicialmente.

Os critérios de inclusdo adotados foram: ser artigo original; ser
desenvolvido com seres humanos; incluir nutrizes saudaveis que deram a luz
prematuramente ou ndo; compreender o periodo entre janeiro de 1992 e abril
de 2012, nos idiomas portugués, inglés ou espanhol.

Os artigos foram primeiramente selecionados segundo titulo e resumo, e
agueles que atenderam inicialmente aos critérios de inclusdo foram obtidos e

lidos na integra.

Tabela 1 - Combinagbes dos descritores e numero de publicacdes identificadas.

Descritores N° de publica¢bes
“Leite humano” + “antioxidantes” 68

“Leite humano” + “imunidade” 393
“Antioxidantes” + “imunidade” 336

“Leite humano” + “antioxidantes” + “imunidade” 5

Total 802
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Resultados

Foram identificadas 802 publicacbes através da busca em base
eletronica de dados, dos quais 102 foram selecionados com base na relevancia
dos titulos para leitura dos respectivos resumos. A partir dos resumos, 26
foram selecionados para leitura na integra, sendo que 7 ndo apresentavam
texto completo disponivel para leitura e 13 foram desprezados por né&o
atenderem aos critérios de inclusdo. A revisdo resultou em um total de 11
artigos, considerando a inclusdo de 5 publicacdes identificadas a partir das

referéncias dos trabalhos ja escolhidos. O processo de revisdo esta descrito na

Figura 1.
Busca nas bases eletrdnicas
(LILACS e MEDLINE)
v
Estudos identificados (n = 802)
LILACS (n = 18)
MEDLINE (n = 784)
| Estudos excluidos com base nas
" analises dos titulos (n = 700)
A4
Estudos selecionados para leitura dos resumos (n = 102)
A
Estudos selecionados para leitura na integra (n = 26)
I Estudos excluidos pela néo localizacéo
g dos textos completos (n = 7)
v
Artigos lidos na integra (n = 19)
Selecionados através das Estudos excluidos por ndo se adequarem aos
referéncias dos artigos (n = 5) " critérios de incluséo (n = 13)

Estudos incluidos na revisdo (n = 11)

Figura 1 - Etapas do processo de revisao sistematica.
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Para facilitar a visualizacdo dos trabalhos, os mesmos foram descritos
no Quadro 1, contendo informacdes sobre referéncia, ano de publicacéo, local
de realizacéo, objetivo, tipo de estudo, populacdo/amostra, método de analise
da capacidade antioxidante e principais resultados.

Do total de artigos selecionados para a presente revisdo, nenhum
trabalho foi desenvolvido no Brasil, a maioria apresentava delineamento
transversal’®??%3* e publicados entre os anos de 2002 e 2011. As amostras
foram compostas por nutrizes saudaveis e lactentes de até 12 meses de idade.
Sete estudos foram realizados com prematuros 26:28-30:32-34,

Todos os artigos tiveram como objetivo principal estudar propriedades

antioxidantes do leite humano, de maneira direta ou indiretamente. Nove

25-26,29-35 25-26,29-35 7
)

estudos avaliaram a capacidade antioxidante do préprio leite

compararam com propriedades de férmulas infantis®®3%323* 2 utilizaram urina

dos lactentes para identificar os marcadores de estresse oxidativo®** e 2

avaliaram também o plasma®?’.

Quatro estudos analisaram as modificacfes da capacidade antioxidante

do leite humano ocorridas ao longo dos dias pés-parto®>2¢%33  dois

3334 & um os efeitos

investigaram a influéncia das condi¢des de armazenamento
de processamentos térmicos™".
Os principais resultados encontrados sugerem a amamentacao precoce

como principal fonte de protecéo para os recém-nascidos?®2729-%

, uma vez que
as formulas infantis apresentaram menor poder antioxidante em relagédo ao leite
humano®3%3334 E que, com o passar do tempo (fases de lactacéo e tempo de
armazenamento), a capacidade antioxidante do leite reduz

significativamente?®3334,
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Quadro 1 - Sintese dos estudos selecionados sobre as concentrages de antioxidante do leite humano.

Referéncia/ Pais Obijetivo Tipo do Amostra Meto’dlo de Principais resultados
Ano estudo analise
115 nutrizes saudaveis - CAT e atividade sequestradora de
Avaliar a mudanca da CAT e que tiveram gestacdo a | . Ensaio FRAP | radical fgram malores no cqlo~stro
da atividade sequestradora termo: para CAT. em relacdo aos leites de transicdo e
Zarban et de radical do LH durante os - Total de 505 amostras | Ensaio  do -m?cijrrrcélgpgg’ogi)'nificativa entre os
al., ra primeiros seis meses de | Longitudinal | de leite (colostro, leites de . . .
|, 2009% Ird imei ! de | Longitudinal | de leite (col leites d radical DPPH resultado;; dog dois meétodos
lactacdo e sua correlacdo transicdo e maduro). ara  atividade | (r=0,562; P<0,001)
com a CAT do plasma - 58 amostras de sangue P ey ' .
materno recolhidas no 3° més de sequestradora - Relacdo entre o CAT do LH e
' lactacio de radical. plasma materno também  foi
§a0. significativa (r=0,267; P<0,05).
- 56 amostras de LH de - CAT do LH foi superior a das
nutrizes com gestagéo férmulas infantis (P<0,0001).
Comparar a CAT do LH de pré-termo. - Nao houve diferenca significativa
Ezaki et al., Jap3o prematuros e férmulas, e ao Transversal | - 2 formulas infantis (A e | Teste BAP entre o CAT e as férmulas (P=0,51).
20082° P longo dos dias pds-parto. B) com composicdo ' - CAT do LH foi negativamente
similar ao LH de mulheres correlacionada com a idade pos-
japonesas (ny =6 e ng = natal (r2=0,25; P<0,0001).
6).
- Método de Erel
Criancas de 3 a 6 meses | (ensaio ABTS)
de idade, nascidas a | para CAT.
termo: - Método xilenol- | CAT foi significativamente maior
Aycicek et Turauia Avaliar o efeito do LH na Transversal | - 28 alimentadas | férrico  laranja no aru ocomgLH (P<0,05)
al., 2006’ q CAT plasmaética, PT e IEO. exclusivamente com LH. para PT. grup e
- 26 alimentadas | - Razdo entre
exclusivamente com | CAT e PT foi
férmula infantil. considerada
como IEO.
(Continua)
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Quadro 1 - Sintese dos estudos selecionados sobre as concentrages de antioxidante do leite humano.

Criancas nascidas | - Deteccdo de
prematuramente: o-Tyr, 8-0x0dG | - Grupos prematuros eliminaram
- 29 alimentadas | e dG, na urina. | maior quantidade de metabdlitos do
Testar a hipétese que exclusivamente com LH. - Andlise dos | que grupo controle.
Ledo et al prematyros .alim_entadgs o - 34 alimentados de'riva'dos - .G'rupo pre_matgro com f()rmula
200928 ' | Espanha | com férmula infantil estdo | Longitudinal | exclusivamente com | oxidativos  da | eliminou significativamente maiores
em maior risco de estresse férmula infanti  para | Phe: o-Tyr/Phe. | quantidades de 8-oxodG [razdo 8-
oxidativo. prematuro. - Andlise das | oxodG/2dG] (P<0,02) e de o-Tyr
Controle: 15 criancas a | bases oxidantes | [raz&o o-Tyr/Phe] (P<0,01) do que o
termo alimentadas | de DNA: 8- | grupo com LH.
exclusivamente com LH. oxodG/dG.
- CAT foi significativamente maior no
LH em comparacdo as formulas
(P<0,0001).
Analisar o significado do LH - Comprimento ao nascer foi
na prevengdo do estresse - 140 nutrizes. sendo 4 diretamente correlacionada com a
Oveisi et al oxidativo, comparando a pré-termos ' - Ensaio FRAP. | CAT do LH (r=0,237; P=0,01).
29 7 Ira CAT do LH e férmula infantil | Transversal X . - Correlagdo inversa foi encontrada
2010 ~ - 2 marcas de férmula : . -
e demonstrando a relacao infantil (n=80) entre a CAT e idade da crianca (r=-
entre CAT com idade pés- ' 0,270; P=0,02).
natal. - CAT do LH aumentou com o
aumento do consumo de queijo,
vegetais, frutas, pdes e oleaginosas
(P<0,05).
(Continua)
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Quadro 1 - Sintese dos estudos selecionados sobre as concentrages de antioxidante do leite humano.

Testar a hipétese de que o
LH de mées de prematuros
pode prever vantagens
antioxidantes em
comparagdo com o de
bebés a termo, e LH pode
fornecer propriedades
antioxidantes ndo vistas em
férmulas infantis, através
de 3 experimentos*.

*Experimento 1: avaliar a
resisténcia ao estresse

Experimento 1:

- 5 nutrizes com
gestacdo prematura.

- Férmulas infantis
(n=2).

Experimento 2:

- 17 nutrizes com
gestacéo a termo.

- 28 nutrizes de

- ESR e estudo do
consumo/deplecdo
de O, para analise

Experimento 1:

- Producéo de radical ascorbato é
mais intensa na férmula; consumo
de O, no LH é menor do que na
formula, ambos com ou sem o
estresse oxidativo.

Experimento 2:

- N&o houve diferencas do
consumo de O, apds o0 estresse
oxidativo entre LH de bebés a
termo e prematuros;
concentracdes de catalase de LH

oxidativo de LH e férmulas = resisténcia ao | aumentaram com o tempo.
. c ] X gestacdo prematura. — _ ; )
Friel et al, | Canada | infantis. Transversal | = Amostras coletadas na estresse  oxidativo Experimento 3:
2002% *Experimento 2: determinar a oa a do LH e férmulas. - Adicdo de catalase, GPx e SOD
. 12, 22 e 122 semanas de e T
as diferencas da ~ . - CLAE para andlise | aumentou a resisténcia ao
A gestacao: - . .

resisténcia ao estresse MDA. estresse oxidativo das formulas;
Coletado e mes. de Experimento 3: cndogenas ndo  diminaram  a
termo e rematuros - 1 nutriz de gestacdo a ca acg:]idade de LH para resistir ao
. . o ! termo com um més pos- P o .p
incluindo analise da parto estresse oxidativo; sulfato ferroso
atividade da enzima . Féormulas  infantis as'_sc_)uado a wtammg C,
catalase. (n=4) adicionados ao LH e férmulas
*Experimento 3: examinar ' fortificadas com Fe, aumentaram o
fatores no LH que podem estresse oxidativo; adicdo de
ser responsaveis por guelantes de Fe a formula reduziu
aumento da resisténcia ao estresse oxidativo.
estresse oxidativo.

(Continua)
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Quadro 1 - Sintese dos estudos selecionados sobre as concentrages de antioxidante do leite humano.

- Correlacdes significativas positivas

- CLAE para .
i foram encontradas entre conteddos
analise das de a-Toc e retinol todo-trans
Tijerina- 2‘;’2 Ia:elz((a:io?]agﬁ-rc:rﬁ I;:_S' 60 nutrizes, de gestacao Y|tan(1;|[1£a:s A ealrzé (r=0,557; P<0,001) e entre CA do LH
Saenz; Innis; | Canada concentracées de vitaminas Transversal | a termo, com um més acidos raxc?s e a concentracdo de a -Toc
Kitts, 2009°" G pos-parto. 9 ~ | (r=0,439; P<0,01).
A e E, e acidos graxos. - Ensaio ~
- N&o foram encontradas
ORACy. para o
correlagcdes entre CAT do LH e
CAT. . . .
acidos graxos, e vitamina A.
- N&do houve diferenga significativa
~ . . . entre os valores de MDA na urina
Comparar a protecao 20 recém-nascidos pré- entre prematuros alimentados com
antioxidante de prematuros termo: pr . )
. . LH ou formula infantil.
. . alimentados com LH e - 10 alimentados | - CLAE para ~
Korchazhkina | Reino . ; . X : A - Concentracbes de MDA no LH e
32 . formula infantil, através da | Transversal | exclusivamente com LH. | analise de MDA | .. : ; i
et al., 2006 Unido o . o formula foram inferiores aos limites
avaliacéo das - 10 alimentados | e vitamina E. de deteccao
concentracbes de vitamina exclusivamente com gao. .
. . . ; - LH e féormula continham
E no LH e MDA na urina. férmula infantil. ~ : o
concentracdes satisfatorios de
vitamina E (0,3-3,0 mg/100 mL).
40 nutrizes: - Diferenca significativa na CAT foi
- 10 amostras de LH de entre as 3 fases do LH avaliados
maes com gestacdo a imediatamente apos extracdo
termo, no 3°, 7° e 30° (P<0,05). Entretanto ndo houve
Comparar a CAT do LH dias pés-parto. diferenca significativa entre LH de
expresso em diferentes - 10 amostras de LH de transicdo e maduro (P>0,05).
Xavier; Rai; | - . fases da lactacéo, maes com gestacao pré- | - Método do | - CAT no colostro de gestagdo a
India Transversal

Hegde, 2011

armazenados a  varias
temperaturas e por distintos
periodos de tempo.

termo, no 3° 7° e 30°
dias pos-parto.

- 10 amostras de maes
com gestagdo a termo,
entre 5 e 12 meses pos-
parto.

fosfomolibdénio.

termo foi maior em comparagdo com
a gestacgdo pré-termo (P<0,001).

- Diminuicdo significativa na CAT de
LH apos refrigeracdo e congelacéo
durante 48 horas e 7 dias (P<
0,0005).

(Continua)
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Quadro 1 - Sintese dos estudos selecionados sobre as concentracdes de antioxidante do leite humano.

- Nenhuma diferenca foi encontrada
Comparar a CAT do LH no CAT entre LH de transicéo e
Xavier Rai: expresso em diferen'Ees ) maduro refrigerado por 48 horas e
Hegde' ' india fases da Iacta,ggo, Transversal - MetqdoA ' do uma semana (P?0,05). -
201133’ armazenados a varias fosfomolibdénio. - Né&o houve'dlferenga 5|gn|f|cat|va
temperaturas e por distintos na CAT média entre LH obtido de
periodos de tempo. mulheres com bebés a termo e
prematuro.
- N&do houve diferenga significativa
entre A CAT do LH de lactentes a
termo e prematuro (P<0,05).
- CAT do LH é significativamente
mais elevada do que a de férmula,
independentemente da duracdo e
ggggaé?nr cim(;:r-zraggg C(I)‘g condi¢cbes de armazenagem
0 leite armazenado a - 16 nutrizes: 8 com €P<(§)(’)(r)159)élamento (-20°C)  diminuiu
temperatura de refrigeracéo gestacdo a termo e 8 L9
Hanna et al., | Estados ~ . . significativamente a CAT do LH em
2004% Unidos | € de congela_mento, por 48 | Transversal | com gestag&o pré tfarmo. - Ensaio ABTS comparacio com a refrigerago
horas e 7 dias, e entre a - 5 amostras de formula
CAT do LH de méaes com infantil. (P<0’901)’ tanto por 48 horas ou
bebé a termo, prematuro e sete dias. ~
formula infantil. - Em comparacéo do LH fresco, a
menor CAT foi observada no LH
apoés congelamento durante 7 dias
(P<0,001).
- CAT da férmula ndo se altera com
tempo e temperatura de
armazenamento.
(Continua)
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Quadro 1 - Sintese dos estudos selecionados sobre as concentracGes de antioxidante do leite humano.

Silvestre et
2008°°

al,

Espanha

de
de

Investigar o efeito
diferentes tipos
processamento térmico
sobre as propriedades
antioxidantes do LH.

Transversal

31 nutrizes
gestacédo a termo.

com

- CLAE para
analise de
MDA e GSH.
- GPx foi
analizada
segundo
método
proposto  por

Lawrence e
Burk.

- Kit comercial
utilizando
solucéo de
batocuproina,
para analise
CAT.

- Concentracdo de MDA do leite
fresco e amostras pasteurizadas
nao apresentaram variacdes
significativas (P>0,05).

- Diminuicdo na concentracado de
GSH em amostras de leite
submetidas a tratamento térmico,
sendo a redugéo significativa ao se
aplicar a pasteurizagéo titular (63° C
durante 30 min) (P<0,05). N&o
houve diferenca significativa ao se

aplicar a pasteurizacdo elevada
(75° C durante 15 segundos)
(P>0,05).

- Ambos os tratamentos induziram
uma perda significativa da GPx
(P<0,05). N&o houve diferenca
significativa da GPx entre os 2
processamentos.

- Apenas a pasteurizagdo titular
induziu perda significativa da CAT
(P<0,05).

LH: leite humano; CAT: capacidade antioxidante total; FRAP: ferric reducing antioxidant power; DPPH: 2,2-difenil-1-picril-hidrazil; BAP: Biological Antioxidant
Potential; ABTS: 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico); PT: peroxide total; IOE: indice de estresse oxidativo; 8-oxodG: 8-hidroxi-2-
deoxiguanosina; 2 dG: 2'-deoxiguanosina; Phe: fenilalanina; o-Tyr: orto-tirosina; CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia; GLC: cromatografia liquida-
gasosa; ORAC: Oxygen Radical Absorbance Capacity; MDA: malonaldeido; GSH: glutationa; GPx: glutationa peroxidase; SOD: superéxido dismutase; o%

oxigénio; NADPH: nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido; ESR: electron spin resonance.
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Discusséao

Diante do conhecimento dos efeitos benéficos da amamentag¢éo sobre o
estado nutricional, € de fundamental importdncia o entendimento da
capacidade antioxidantes do leite humano (LH) e sua acdo como modulador do
sistema imunolégico das criangas. Os ensaios analiticos sao Uteis na obtencao
de um quadro global de antioxidantes relacionados a fluidos corporais e como
eles de modificam dependendo das condigdes.

As propriedades antioxidantes foram determinadas no leite humano em

9 dos 11 trabalhos contidos na revisdo®>2%2°% na urina em 22832

25,27

e no
plasma=<’, por diferentes métodos de andlise (Quadro 2). O crescente
interesse epidemioldgico no conhecimento do papel dos antioxidantes levou ao
desenvolvimento de varios ensaios analiticos para avaliar a capacidade
antioxidante dos alimentos %, entretanto deve-se atentar para as
peculiaridades de cada método. E importante ressaltar que os valores
encontrados nos trabalhos devem ser comparados apenas quando as
medicdes sdo realizadas baseadas na mesma metodologia®®, tornando-se esta
uma limitacdo identificada no presente estudo, uma vez que o0s artigos
selecionados apresentaram objetivos similares, mas muitos utilizaram métodos
analiticos diferenciados.

Parto prematuro e o comprometimento fetal podem ser consequéncias
da acdo dos radicais livres, assim como o0 consequente aparecimento de
complicagbes no poés-parto e doengcas como resultados do processo de

26,48

estresse oxidativo Pesquisas envolvendo recém-nascidos pré-termo tém

se destacado no meio cientifico e foram as mais prevalentes nesta revisdo

(n=7)%28303234 g5 resultados indicaram que a amamentacdo precoce

desempenha papel crucial no desenvolvimento do sistema imune destas
Crianga826,28-30,32-34.

Outro destaque foi o numero de trabalhos envolvendo férmula infantil
(n=7)?6303234 que evidenciaram menor poder antioxidante fornecido por elas,

apesar da sua composi¢cdo semelhante ao leite materno.
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Quadro 2 - Métodos analiticos e especificacdes dos estudos selecionados para a revisao.

Método analitico Especificagcédo Estudos
Ensaio FRAP (ferric | Baseia-se na reducdo de um complexo férrico na presenca de
reducing antioxidant | 2,4,6-tripiridil-s-triazina pela acdo de antioxidantes, formando um 25, 29
power) complexo corado®’.
Ensaio do radical | Baseia-se na captura do radical organico DPPH por antioxidantes
DPPH (2,2-difenil-1- | e consequente mudanca da coloracao da amostra pela reducéo 25
picril-hidrazil) do reagente (violeta-escura para clara)®.
Teste BAP (Biological Basela—se, na c;apamdadeyde descoloracdo de uma squ_gao
g . contendo ions férricos (Fe™), quando os mesmos sao reduzidos 26
Antioxidant Potential) . 2+ . T o 39
a ions ferrosos (Fe™'), apés adicdo de antioxidantes™.
Ensaio do radical . - .
. . | Baseia-se no embranquecer da cor caracteristica de um radical
ABTS [2,2-azino-bis A s : . x
) . . organico catibnico mais estdvel de ABTS com a adicdo de 27, 34
(3-etilbenzotiazolina- L 40
L P amostras contendo antioxidantes™.
6-acido sulfénico)]
. . - Baseia-se na oxidacdo de Fe” em Fe®’, por varios tipos de
Método xilenol-férrico . . X
: peréxidos contidos nas amostras, na presenca de laranja de 27
laranja : . L . el
xilenol, produzindo um complexo férrico-xilenol de cor laranja™.
Deteccdo de orto- | Baseia-se na detec¢cdo de o-Tyr, um produto final estavel da o8
tirosina (0-Tyr) reacdo entre radicais hidroxila e fenilalanina, através de CLAE®.
Deteccéo de 8-hidroxi-
2-deoxiguanosina (8- | Baseia-se na deteccédo de 8-oxodG e 2dG, produtos gerados pela o8
oxodG) e 2'- | lesdo do DNA por radicais hidroxila®®.
deoxiguanosina (2dG)
ESR (Electron Spin | Consiste na aplicagdo de um campo magnético externo “H” sobre
Resonance) uma amostra que contenha elétrons desemparelhados, portanto,
ou EPR (Electron | radicais livres apresentam sinais de ESR, sendo possivel 30
Paramagnetic verificar o comportamento de determinadas substéncias na
Resonance) presenca de oxidantes e avaliar o seu efeito antioxidante®.
Avalia a capacidade antioxidante da amostra através da medida
da sua habilidade de sequestrar os radicais peroxil e proteger a
Método ORACk_ | fluoresceina (FL) da oxidagdo pelo 2,2°-azobis (2-
(Oxygen Radical | amidinopropano) dihidroclorado (AAPH). O AAPH que é um 31
Absorbance Capacity) | gerador de radicais livres, a 37°C. Queda na fluorescéncia da FL
indica a extensdo do dano causado pela sua reagdo com o0s
radicais gerados™’.
Trata-se de um método fisico-quimico de separagdo de
Cromatografia Liquida | elementos, o qual estd fundamentado na migracédo diferencial
L . , : ) ~ 28,30,31%,
de Alta Eficiéncia | dos componentes de uma mistura, devido a diferentes interactes
. o e 32,35
(CLAE) entre uma fase movel e uma fase estacionaria, sendo a primeira
um solvente.
. Baseia-se na determinacdo da reducdo do Mo™ a Mo™ pela
Método do ~ Y .
DA amostra por acdo de antioxidante, com formacao subsequente de 33
fosfomolibdénio +5 . 46
um complexo verde fosfato de Mo (coloracao inicial amarela)™.
Método pronosto por Determina a atividade enzimética através da medida da
prop b quantidade de NADPH oxidado, sendo a atividade diretamente 35

Lawrence e Burk

proporcional a taxa de oxidacdo”’.

Mo — molibdénio; NADPH - nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido.
* Foi empregado também o método de Cromatografia Liquida Gasosa (GLC).

Hanna et al.®*, Ezaki et al.?*® e Oveisi et al.?° avaliaram a capacidade

antioxidante total (CAT) do LH de mé&es de prematuros e férmulas infantis e,

embora utilizando métodos distintos, encontraram que a CAT do LH é

s

significativamente superior a das formulas infantis, com valor de P<0,0001 para

os primeiros trabalhos e P<0,05 para o ultimo.

Aycicek e colaboradores?’ identificaram que criancas nascidas a termo

alimentadas

exclusivamente

com LH apresentaram CAT plasmatica
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significativamente maior que aquelas alimentadas exclusivamente com férmula
(P<0,05), concentracdo de péroxido total e indice de estresse oxidativo mais

1.2 estudaram 2

elevados (P<0,05) no grupo com formula. Ledo et a
marcadores especificos da oxidac&do do radical hidroxila em amostras de urina
e encontraram, no grupo de prematuros que utilizava formula, eliminacao
significativamente de maiores quantidades de derivados oxidativos de
fenilalanina (P<0,01) e bases oxidantes de DNA (P<0,02). Apenas no estudo
de Korchazhkina et al. (2006) ndo houve diferenca estatisticamente significativa
de um indicador da capacidade antioxidante entre prematuros alimentado com
LH ou férmula infantil (P>0,05), no qual foi avaliado um biomarcador n&o
invasivo de peroxidagcdo lipidica induzida por estresse oxidativo, o
malonaldeido.

Justificativas para as diferencas entre a composi¢do antioxidante do LH
e das formulas infantis foram atribuidas as acfes de antioxidantes endégenos,
como as enzimas superoxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase,
presentes apenas no LH e ndo nas férmulas?, ao processamento empregado
para o preparo das formulas e a propria composicdo das mesmas, por
apresentarem maiores quantidades de produtos de oxidacdo lipidica pré-
formados®*.

Friel et al.* testaram a hipétese de que LH de maes de prematuros pode
prover maiores concentracdes de antioxidantes em comparacdo com bebés a
termo, além de apresentar propriedades antioxidantes ndo vistas em férmulas
infantis, através de 3 experimentos avaliaram, respectivamente: a) resisténcia
ao estresse oxidativo; b) comparacéo das diferencas da resisténcia ao estresse
oxidativo entre o leite de mées de criangas a termo e pré-termo e; c) analise
dos fatores do LH responsaveis pelo aumento dessa resisténcia. Como
resultados obtidos, assumindo-se P<0,05, os autores encontraram: producao
do radical ascorbato e consumo de oxigénio maiores nas formulas em relagéo
ao LH ao adicionarem vitamina C, com ou sem estresse oxidativo;
concentracbes aumentadas de catalase do LH com o passar do tempo;
aumento da resisténcia ao estresse oxidativo das formulas apds adicdo de
catalase, glutationa peroxidase e superoxido dismutase; sulfato ferroso
associado a vitamina C, quando adicionados ao LH e formulas fortificadas com
ferro aumentaram o estresse oxidativo; adicdo de quelantes de ferro a féormula

reduziu o0 estresse oxidativo; enzimas desnaturantes enddgenas nao
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diminuiram a capacidade de LH para resistir ao estresse oxidativo®®. N&o
encontraram diferenga significativa entre o consumo de oxigénio do LH de
maes de bebés a termo e prematuros (P>0,05)%.

A composicdo do LH pode variar de acordo com a alimentacéo
materna®>?®, idade do lactente®?°?%3 tipo de armazenamento®*?3* e
processamento térmico>>.

Segundo trabalho de Oveisi e colaboradores®, a CAT do LH aumentava
com o consumo diario de queijos, frutas, hortalicas, cereais e oleaginosas,
(P<0,05), devido ao conteudo elevado de antioxidantes nos produtos lacteos
(vitaminas A e E, carotenoides), frutas e hortalicas (vitamina C, carotenoides,
antocianinas, lignanas), cereais (lignanas, zinco, vitamina E), e oleaginosas
(saponinas, taninos, coenzima Q%°, flavonéides, vitaminas A e E, selénio).
Zarban et al. (2009), encontraram correlacdo positiva entre a CAT do LH e do
plasma materno (r=0,267, P<0,05) e reportam que as maes com valores baixos
necessitavam de maior atencdo em relagdo ao consumo de nutrientes
antioxidantes durante a lactacao.

Tijerina-Saenz; Innis; Kitts** estudaram amostras de leite de mulheres
gque apresentaram gestacao a termo, e conseguiram verificar que o a-tocoferol
contribui significativamente para a capacidade antioxidante total do leite
humano, pela correlacao significativa positiva entre eles (r=0,439, P<0,01), e
que a correlacdo positiva entre a vitamina A e E do LH (r=0,557, P<0,01) foi
consistente com a suplementacdo multivitaminica auto referida por todas as
nutrizes participantes.

Zarban et al.® e Xavier; Rai, Hegde®® avaliaram a CAT do LH em
diferentes fases da lactacdo, sendo o primeiro estudo com bebés nascidos a
termo e o segundo com a termo e prematuros. Ambos encontraram maior CAT
no colostro (P<0,05), e a CAT no colostro de gestacao a termo foi maior em
relacéo a pré-termo (P<0,001), segundo achados dos ultimos autores.

1.6 e Oveisi et al.?®

Ezaki et a encontraram correlagdo inversa entre a
CAT do LH de mulheres com gestacao pré-termo e a idade pdés natal (r=-0,270,
P=0,01; r’=0,25; P<0,0001), respectivamente. Tais resultados reforcam a
importancia do aleitamento materno precoce, principalmente do colostro, como
fornecedor de substancias antioxidantes para o lactente®2%33,

O armazenamento do LH ordenhado para uso posterior € uma pratica

comum e pouco estudada, sendo esta a justificativa para o desenvolvimento
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dos 2 estudos que verificaram as altera¢des ocorridas com o LH armazenado a
diferentes temperaturas e periodos de tempo*3*.

Hanna e colaboradores® mediram a atividade antioxidante do LH fresco,
coletado em no maximo 24 horas pos-parto, refrigerado (4°C) e congelado (-
20°C), armazenados por 48 horas e sete dias. Os autores verificaram que o
congelamento diminui significativamente a CAT do LH em comparagédo com a
refrigeracdo (P<0,001), para ambos os periodos de armazenamento®. E
constaram também que a CAT diminui com o tempo de armazenamento
(P<0,001), independente do método de armazenamento (congelamento ou
refrigerac&o)*.

Xavier; Rai, Hegde®, com amostras de LH coletadas no 3°, 7° e 30° dias
pos-parto e entre 5 e 12 meses, realizaram estudo semelhante ao citado
anteriormente, com modificacdo apenas na temperatura de congelamento (-
8°C), e encontraram diminui¢ao significativa na CAT do LH apds refrigeracao e
congelamento durante 48 horas e 7 dias quando comparada ao leite fresco no
tempo zero (P<0,0005). A inativacdo de fatores antioxidantes do LH, como a
atividade de enzimas principalmente pelo processo de congelamento, foi

discutida como justificativa para os resultados®*3*.

Silvestre et al.*®

investigaram o efeito de 2 diferentes tipos de
pasteurizacdo sobre as propriedades antioxidantes do LH de nutrizes com
gestacdo a termo, por ser este processamento térmico mais comumente
aplicado em bancos de leite para eliminar o risco de transmissdo de agentes
infecciosos aos receptores. As amostras de LH foram submetidas a
pasteurizacdo lenta (63°C durante 30 min) e pasteurizacdo rapida (75°C
durante 15 segundos), sendo encontrados como resultados uma diminuicdo
significativa da concentracdo de glutationa e CAT em amostras de LH
submetidas a pasteurizacéo lenta (P<0,05), e reducéo significativa da atividade
da glutationa peroxidase pelos dois métodos (P<0,05)*. Os autores concluiram
que tratamento a alta temperatura por curtos periodos de tempo garante a
destruicdo de micro-organismos do leite e produz perdas menores na CAT,
contribuindo dessa maneira para manter a qualidade funcional do leite e seus
beneficios para o lactente®.

Apenas 2 dos estudos selecionados®*3

compararam a CAT do LH de
maes de bebé&s a termo e prematuros. Hanna et al.** ndo encontraram

diferenca estatisticamente significativa entre a CAT do colostro de mulheres de
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gestacdo a termo e prematura (P<0,05). Contrariamente, Xavier; Rai e Hegde*
identificaram maior CAT no colostro em gestagcbes a termo (P<0,001),
entretanto, ndo foi observada diferenca significativa entre a CAT dos leites de
transicdo e maduro. Fatores como 0s aspectos metodologicos e caracteristicas
especificas das populacdes estudadas podem ter contribuido para resultados

discordantes.

Concluséo

Evidenciou-se a presenca de maior capacidade antioxidante do leite
humano em relacédo as formulas infantis. Existem diversos ensaios para avaliar
0 poder antioxidante, devendo-se atentar para as metodologias utilizadas e os
objetivos propostos de cada estudo. A falta de detalhamento das
caracteristicas dos sujeitos avaliados e das metodologias utilizadas, bem como
o controle das variaveis de confusdo, representam uma importante limitacao, o
gue néo permite considerar 0s resultados como universais.

Os dados apoiam as vantagens do aleitamento materno precoce contra
0 estresse oxidativo nos recém-nascidos, principalmente em prematuros e que
as propriedades antioxidantes atribuidas ao leite humano sado indispenséaveis
para o desenvolvimento e fortalecimento do sistema imunoldgico do lactente.
Entretanto, para elucidar mais claramente a influéncia positiva da concentracdo
de antioxidante do leite materno e sua associacdo com 0 sistema imune, e
estado nutricional das criancas, € necessario o desenvolvimento de um maior

namero de estudos com carater longitudinal.
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5.1. Artigo Original 1

Retinol, carotenoides e tocoferdis no leite e suas correlagdes com as
concentracfes plasmaticas e ingestao alimentar de nutrizes adolescentes e

adultas

Resumo

As vitaminas e carotenoides presentes no leite materno desempenham
importante papel no processo de crescimento e desenvolvimento de recém-
nascidos, e suas concentracbes em nutrizes adolescentes pode estar
comprometido e representar riscos para a saude da lactente. Sendo assim, o
objetivo do presente estudo foi avaliar as concentragcbes de retinol,
carotenoides e tocoferéis no leite humano, e sua correlacdo com as
concentragbes plasmaticas e ingestdo alimentar de nutrizes adultas e
adolescentes. Trata-se de um estudo transversal com 30 nutrizes adolescentes
e 30 adultas residentes no municipio de Vicosa, Minas Gerais, segundo o
tempo pos-parto e nivel socioecondmico. Foi realizada aplicacdo de
questionario estruturado e inquéritos dietéticos, avaliacdo antropométrica e de
composicdo corporal, e analises bioquimicas do leite humano e plasma
materno. Para adolescentes e adultas, as concentracdes no leite humano de
retinol, a-caroteno, B-caroteno, luteina+zeaxantina, a-tocoferol e y-tocoferol no
leite humano nao diferiram estatisticamente. Apenas o y-tocoferol do leite
correlacionou-se positivamente com as concentracdes plasmaticas. Nenhuma
correlacao foi encontrada entre os nutrientes do leite e a ingestédo dietética das
nutrizes. Desta forma, sugere-se que as concentragdes de retinol, carotenoides
e tocoferois do leite independe de fatores como a idade, estado nutricional em

relacdo ao nutriente e ingestao alimentar materna.

Palavras-chave: Leite humano; retinol; tocoferdis; carotenoides; adolescentes e

adultas.
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Retinol, carotenoids and tocopherols in milk and their correlations with plasma

concentration and dietary intake of lactating adolescent and adult

Abstract

Vitamins and carotenoids present in breast milk play an important role in the
growth and development of newborns, and their concentrations in lactating
adolescents may be compromised and pose risks to the health of infants. Thus,
the aim of this study was to evaluate the concentrations of retinol, carotenoids
and tocopherols in human milk, and its correlation with plasma concentrations
and dietary intake of adult lactating mothers and adolescents. This is a cross-
sectional study of 30 adolescent and 30 adult lactating mothers residing in
Vicosa, Minas Gerais, matched according to postpartum time and
socioeconomic status. The assessment consisted of a structured questionnaire
and dietary surveys, anthropometric and body composition, biochemical
analyzes of human milk, and maternal plasma. For adolescents and adults, the
concentrations of retinol, a-carotene, B-carotene, lutein zeaxanthin, a-
tocopherol and y-tocopherol in human milk didn’t differ statistically. Only the y-
tocopherol in the milk was positively correlated with plasma concentrations. No
association was found between the milk’s nutrients and the dietary intake of
lactating mothers. In conclusion, it is suggested that the concentrations of
retinol, carotenoids, and tocopherols in milk do not depend on factors such as

age, nutritional status in relation to nutrient or maternal dietary intake.

Keywords: Human milk; retinol; tocopherols; carotenoids; adolescents and

adults.
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Introducéo

O leite materno € reconhecido como o alimento ideal para o recém-
nascido e deve ser oferecido exclusivamente até o sexto més de vida’. Além de
garantir um crescimento e desenvolvimento adequados, contém diversos
fatores de defesas que contribuem para o fortalecimento do sistema
imunolégico do lactente, dentre eles destacam-se as vitaminas e carotenoides®
4.

A concentracdo de vitaminas e carotenoides do leite materno é
influenciada por diversos fatores, destacando-se a ingestdo materna e estado
nutricional em relacéo aos nutrientes®.

Quando a ingestdo materna é baixa, as concentra¢des dos nutrientes no
leite também sé&o inferiores e respondem mais rapidamente a suplementacao
dietética, diferentemente do que ocorre quando 0 consumo e concentracdo sao
mais altos, as concentragfes mantem-se mais estaveis e apresentam menor
resposta & suplementacéo™®.0 estado nutricional materno de vitaminas tem
relacdo direta com as concentracfes plasmaticas da nutriz, sendo este um
determinante critico para a satde e desenvolvimento do lactente®.

A vitamina A € um potente antioxidante e desempenha importantes

by

funcdes no metabolismo humano, relacionadas a expressao génica, ao
adequado funcionamento do sistema visual, a manutencdo da integridade
epitelial, ao sistema imunoldgico e ao crescimento e desenvolvimento fisico®’.
Destaque deve ser dado a esta vitamina nos periodos da gestacédo e lactacéo,
pelas elevadas demandas materna, fetal e do lactente®.

Os carotenoides proé-vitaminicos A, como a-caroteno, [B-caroteno e
criptoxantina, podem ser potenciais fontes de vitamina A no leite materno®”?.
Além disso, tanto os pré-vitaminicos A quanto os néo pro-vitaminicos A, como
luteina, zeaxantina e licopeno, tém se destacado pelo seu relevante papel
como potencializadores do sistema imunolégico e protecdo contra o estresse
oxidativo® 910,

A vitamina E ocorre na natureza em oito formas diferentes: a, 3, 0 e y-
tocoferdis e a, B, d e y-tocotriendis®’. Trata-se de outro antioxidante
lipossoluvel que tem como funcgdo principal proteger os acidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa das membranas celulares, e as lipoproteinas

contra a oxidacao®"*. Os principais tocoferéis presentes no glébulo de gordura
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do leite sdo a, B e y-tocoferdis, e suas concentragcdes diminuem com o
progresso da lactacdo™?.

Nutrizes adolescentes sdo mais susceptiveis a riscos clinicos e

nutricionais ao longo da gestacdo e pos-parto, por se tratar de um grupo que
ainda encontra-se em processo de crescimento e imaturidade biolégica®>*.
Habitos alimentares inadequados comuns neste grupo, caracterizados pela
elevada ingestdo energética e baixo consumo de micronutrientes, também
contribuem para o aumento dos riscos nutricionais inerentes ao grupo materno
infantil***°.
Apesar da gravidez na adolescéncia ser considerada um grande
problema de salde publica®, estudos que avaliaram as concentracbes de
retinol, carotenoides e tocoferoéis no leite humano de mées adolescentes ainda
sd0 escassos’ %,

O objetivo do presente estudo foi avaliar as concentragdes de retinol,
carotenoides e tocoferéis no leite humano, e sua correlagdo com as
concentracbes plasmaticas e ingestdo alimentar de nutrizes adultas e

adolescentes, do municipio de Vigcosa, Minas Gerais (MG).

Materiais e métodos
Sujeitos

Trata-se de um estudo transversal realizado com nutrizes do municipio
de Vicosa-MG.

As nutrizes foram contactadas através de telefonema e/ou endereco
residencial, fornecido pelo Hospital Sdo Sebastido ou pelas Estratégias Saude
da Familia do municipio. As adolescentes (10-19 anos) foram recrutadas
segundo os critérios de inclusdo: auséncia de enfermidade cronica ou
processos infecciosos atualmente ou durante a gestacao, nao ingestao anterior
ou atual de suplementos que contivessem vitamina A, vitamina E ou
carotenoides, idade gestacional entre 37 e 42 semanas, residentes no
municipio de Vigcosa e lactentes em aleitamento materno exclusivo ou
predominante durante os seis primeiros meses de vida. Foram excluidas
nutrizes fumantes e etilistas, e aguelas cujos recém-nascidos permaneceram
retidos na Unidade de Terapia Intensiva Neonatal, portadores de anomalias
congénitas e/ou apresentaram baixo peso ao nascer (< 2500 gramas) (Figura
1).
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CRITERIOS DE EXCLUSAO
Adolescentes
PARTOS EM - Parto prematuro, baixo peso ao nascer ou gestacdo
ADOLESCENTE gemelar (n = 08) PARTOS EM ADULTA
Maio/ 2012 — Abril/ 2013 - N&o estava em aleitamento exclusivo (n = 23) NUTRIZES CONCTADAS
(n=92) - N&o aceitou participar (n = 07) (n=55)
- Residente na zona rural (n = 11)
- Mudou para outra cidade ou zona rural (n = 03)
¥ - Sem telefone ou enderego de contato (n = 01)
Adultas
- Parto prematuro (n = 02)
- Fumante (n = 01)
\ 4 - N&o pareadas (n = 06) \ 4
MLTRZES RECRUTARRS NUTRIZES RECRUTADAS
(n =39) (n = 46)

v

EXCLUIDAS POR NAO COMPLETAREM
TODAS AS ETAPAS DO ESTUDO

Adolescentes
- N&o compareceram a coleta (n=07)

- Introduziu férmula infantil (n = 02)

é—/v

Adultas
NUTRIZS QUE ) ) NUTRIZES QUE
CONCLUIRAM O ESTUDO - Nao compareceram a coleta (n = 16) CONCLUIRAM O ESTUDO
(n =30) (n =30)

Figura 1 - Fluxograma de recrutamento das participantes do estudo.

As nutrizes adultas (= 20 anos) foram selecionadas seguindo os critérios
citados anteriormente e pareadas com as adolescentes segundo o tempo poés-
parto e nivel socioecondémico.

Dados gerais sobre as nutrizes (caracteristicas socioecondmicas,
obstétricas e gestacionais) foram obtidos por meio de questionario
semiestruturado padronizado. Para classificacdo do nivel socioecondmico foi
utilizado o Critério de Classificacdo Econémica, desenvolvido pela Associagéo
Brasileira de Empresas de Pesquisa e as classes agrupadas em A, B, C e
D/E®. Para as andlises posteriores, as classes Al e A2, foram agrupadas na
categoria A, B1 e B2 na categoria B; C1 e C2 na categoria C; enquanto D e E
foram agrupadas na categoria D/E.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da Universidade Federal de Vigcosa (UFV), sob Protocolo
n°030/2012, e todas as participantes assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). No caso de adolescentes menores de 18 anos, foi
solicitado também o consentimento e a assinatura do TCLE do responsével.
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Avaliacdo Antropomeétrica

O peso e a altura foram aferidos de acordo com protocolo descrito por
Jelliffe??, com balanca portatil, digital e eletrénica (Welmy®) e antropémetro
portatil (Alturaexata®), respectivamente. O indice de Massa Corporal (IMC) foi
calculado e as nutrizes classificadas segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS)?*#*, O percentual de gordura corporal (%GC) foi determinado por meio
de bioimpedancia elétrica tetrapolar (Biodynamics®, modelo 310).

Avaliacdo Dietética

A ingestdo dietética recente foi avaliada utilizando-se Recordatérios
Alimentares de 24 horas (R24H) de trés dias ndo consecutivos, abrangendo
dois dias de semana e um dia de final de semana®. Um Questionario de
Frequéncia de Consumo Alimentar, adaptado para a populacdo estudada de
acordo com os nutrientes de interesse’*?, foi aplicado para determinar a
ingestéo habitual das nutrizes.

Para a andlise da ingestéo de nutrientes foi utilizado o software Dietpro®,
versao 5.5i. Utilizou-se os dados de consumo das vitaminas A e E, identificados
pelo R24H, para calcular as prevaléncias de ingestdes inadequadas®’.

Os dados dietéticos obtidos pelo R24H foram ajustados pela
variabilidade®’ e os valores encontrados pelo QFCA ajustados pela ingestdo
calérica total, através do método residual®.

Coleta e preparo das amostras

As amostras de leite humano e sangue materno foram obtidas pela
manha, apds 12 horas de jejum. As amostras de sangue (20 mL) foram
coletadas por puncdo venosa em tubos de polipropileno contendo
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) como anticoagulante e soro-gel. Aliquotas
foram encaminhadas para determinacdo imediata de hematocrito e da
hemoglobina. Em seguida, o plasma, contido nos tubos de EDTA, foi
centrifugado (Excelsa® 1, modelo 206-BL) a 678 g por 15 minutos e
acondicionado em eppendorfs. Para andlise do perfil lipidico, os tubos
contendo soro-gel foram centrifugados a 1328 g, por 10 minutos e 0 soro
acomodado em eppendorfs.

O leite humano foi retirado por meio de bomba elétrica (Matern Milk®), na

mama nado succionada pelo lactente no dia da coleta, observando as técnicas
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preconizadas pela Rede Nacional de Bancos de Leite Humano®. As amostras
foram coletadas em potes plasticos esterilizados e imediatamente transferidas
para eppendorfs.

As aliguotas de plasma e leite foram armazenadas a -80°C até o
momento da analise, por um periodo maximo de 12 meses, protegidos com

papel aluminio para minimizar perdas do contetdo de antioxidantes.

Hemograma e perfil lipidico

O hemograma completo foi determinado segundo protocolo do
Laboratério de Andlises Clinicas da Divisdo de Saude da UFV por meio de
impedancia elétrica. O perfil lipidico, contemplando colesterol total, lipoproteina
de alta densidade (HDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) e
triglicerideos do sangue, foi determinado no Laboratério de Bioquimica
Nutricional do Departamento de Nutricdo e Saude da UFV, por meio de
métodos enziméticos colorimétrico, utilizando Kits comerciais (BioClin®).

Nutrizes com hemoglobina abaixo de 12 g/dL foram consideradas
anémicas®*. Para andlise do perfil lipidico utilizou-se os valores de referéncia

propostos pela Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC)**%.

Determinacgdo simultanea de retinol, carotenoides e tocoferois

Retinol, carotenoides e tocoferoéis foram determinados no Laboratoério de
Andlise de Vitaminas da UFV, segundo adaptacao dos métodos propostos por
Turner e Burri®. As anélises foram realizadas utilizando um sistema de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (Shimadzu, SCL-10 ATVP,
Japéo) equipado com bomba de alta pressao (Shimadzu, LC-10ATVP, Japao),
amostrador automatico com loop de 500 pL (Shimadzu, SIL-10AF, Japdao),
detector de arranjo de diodos (DAD) (Shimadzu, SPD-M10A, Japao) e sistema
de desgaseificacdo da fase movel com gas hélio (Shimadzu, DGU-2A, Japéo).

As condi¢cdes cromatograficas utilizadas para a analise incluiram um
sistema de CLAE-DAD, coluna de fase reversa Waters Spherisorb ODS2 (3
pm, 150 mm x 3 mm) equipada com pré-coluna (ODS2, 3y, 20 mm x 3 mm);
volume de injecdo de 40-50 pL e varredura do espectro de 200-450 nm. O
retinol, carotenoides e tocoferdis foram medidos a 325, 450 e 292 nm,
respectivamente. Foi realizada elui¢ao isocratica com fase mével composta por

acetonitrila:diclorometano:metanol (70:20:10) e fluxo de 0,5 mL/min.
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A partir de 100 pL de leite, previamente aquecidos em banho-maria
(Hemoquimica, modelo HM-1003), a 37°C, por 60 minutos, para aumentar a
solubilidade dos lipidios do leite, foram adicionados 200 pL de padréo interno
(6-tocoferol em metanol; 2,5 pL/mL), 20 puL de butilhidroxitolueno (BHT) em
etanol (0,1%), 100 pL de pirogalol em etanol (10%) e 1 mL de etanol; e
homogeneizacdo em vortex (Biomixer, modelo QL-901), por 15 segundos.
Posteriormente, a mistura foi saponificada adicionando-se 300 yL de solugdo
de hidréxido de potassio 20%, seguido de aquecimento em banho-maria (45°C,
por 30 minutos). Em seguida, 2 mL de hexano e 700 pL de agua ultrapura,
produzida em sistema Millipore Milli-Q®, foram adicionados a mistura, seguida
de agitacdo em vortex por 1 minuto e centrifugacdo (108 g, por 2 minutos). O
sobrenadante foi coletado em tubo de ensaio e 0 processo de extracao repetido
utilizando-se 2 mL de hexano. As camadas suspensas foram combinadas e
secas em nitrogénio gasoso.

Os analitos do plasma foram extraidos a partir de 200 pL, apds
descongelados em temperatura ambiente. As amostras foram adicionadas de 1
mL de padréo interno (&-tocoferol em hexano; 0,5 pL/mL), e 1 mL de BHT em
etanol (0,1%), e agitadas, em vortex (Biomixer, modelo QL-901), por 15
segundos. Em seguida, 1 mL de hexano foi adicionado & mistura e prosseguiu
com agitacdo por 1 minuto. Para etapa de extracao, foi adicionado 800 uL de
agua ultrapura e realizou nova agitacdo por 1 minuto, e centrifugacdo por 2
minutos a 244 g. A fase superior foi separada e o0 processo de extracao
repetido utilizando-se 2 mL de hexano. As camadas superiores foram
combinadas e secas em nitrogénio gasoso.

As amostras secas, de leite e plasma, foram ressuspensas em 1 mL de
hexano, secas novamente em nitrogénio gasoso e posteriormente
reconstituidas em 100 yL de fase mével. Volumes de 50 pL e 40 pL de leite e
plasma, respectivamente, foram injetados para identificacdo dos compostos de
interesse. O tempo de corrida foi de 12 minutos e a identificacdo dos
compostos realizada comparando-se os tempos de retencdo obtidos das
amostras de retinol, a-caroteno, (B-caroteno, luteina+zeaxantina, a-tocoferol e
y-tocoferol com os tempos de retencédo dos padrdes externos. A quantificacao
deu-se por meio da obtencdo das areas dos picos e equacdes derivadas das
curvas analiticas dos padrdes, preparadas a partir da injecdo de seis diferentes

concentracdes, e expressas em pumol/L.
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Foram utilizados os padrdes de retinol (Sigma Aldrich®, Alemanha); a- e
B-caroteno, e luteina+zeaxantina (Sigma Aldrich®, Alemanha); e a-, y- e &-
tocoferéis (Calbiochem®, Estados Unidos). Para o processo de extracdo dos
analitos foram utilizados reagentes com grau de pureza P.A. (Vetec®, Brasil) e
para as andlises reagentes grau de pureza HPLC (Tedia®, Brasil).

O ponto de corte considerado para verificar a deficiéncia de vitamina A
(DVA), segundo a OMS, para as concentracdes de retinol no leite e plasma, foi
inferior a 1,05 pmol/L*". N&o existem parametros para avaliar a deficiéncia de
carotenoides e tocoferois no leite humano.

Para os carotenoides do sangue, aquelas concentragcbes que se
encontravam dentro dos valores de referéncia citados pelo Instituto de
Medicina®! foram consideradas adequadas (a-caroteno: 0,02-0,47 pmol/L; B-
caroteno: 0,04-2,26 umol/L; luteina: 0,10-1,23 umol/L). Para a vitamina E
plasmética, o ponto de corte utilizado foi o valor inferior a 11,6 pmol/L para
concentracOes deficientes e 11,6 — 16,2 umol/L para baixas concentracdes de
a-tocoferol®.

Andlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas no software Statistical Package
for Social Sciences (SPSS), versao 21.0. Para verificar a normalidade das
variaveis utilizou-se o teste de Shapiro-Wilk. Comparacdes entre 0S grupos
foram realizadas por meio do teste T de Student ou teste de Mann-Whitney.
Para verificar as correlacbes entre as variaveis, os testes de correlacdo de
Pearson ou Spearman foram utilizados. O Teste do Qui-quadrado foi utilizado
para verificar associagéo entre o IMC e idade materna.

O nivel de rejeigdo para a hipotese de nulidade, para todos os testes
aplicados, foi de 5% (P<0,05).

Resultados

Participaram do estudo um total de 60 nutrizes, com idade variando
entre 13 e 40 anos. A mediana da idade materna foi de 18,0 anos para as
adolescentes e de 26,5 anos para as adultas (P<0,001). As medianas de anos
de estudo e renda per capita foram inferiores para o grupo de adolescentes
(P<0,001 e P=0,010, respectivamente) (Tabela 1). A maior parte das

voluntarias pertencia a classe econdmica C, independente da faixa etaria.
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Todos os dados obstétricos avaliados foram estatisticamente superiores
entre as adultas (P<0,05), exceto o ganho de peso gestacional. As
adolescentes apresentaram valores médios inferiores de IMC (P=0,001) e
%GC (P=0,002) (Tabela 1). Ao avaliar os valores limitrofes de IMC, para
adultas e adolescentes, foi identificado baixo peso apenas entre as
adolescentes (10%), ao passo que, das nutrizes com sobrepeso e obesidade,
75,0% e 83,3%, respectivamente, pertenciam ao grupo das adultas. Tal
parametro associou-se significativamente com a idade (P= 0,001).

Verificou-se que apenas o0 colesterol total e HDL-c apresentaram
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (P=0,010 e P=0,047,
respectivamente). Deve-se ressaltar, entretanto, que as concentracdes médias
e medianas para o colesterol total estavam alteradas em ambos 0s grupos, € 0

valor para LDL-c para as adolescentes (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas das nutrizes e dos recém-nascidos do municipio de Vigosa-MG, 2013.

Nutrizes
o Adolescentes Adultas
Variaveis - - P
v Mediana v Mediana
X+DP (Min-Méax) X+DP (Min-Max)
Dados obstétricos e gestacionais
. L b 50 14,0 *
Idade ginecoldgica (anos) 5,2+1,9 (2,0:9,0) 14,145,2 (5.0-24,0) <0,001
, . b 1,0 2,0 *
Numero de filhos 1,1+0,4 (1,0-2,0) 1,7+0,8 (1,0-4,0) <0,001
. . a 6,0 7,0 *
Numero de consultas pré-natal 6,1+1,8 (2,0:9.0) 7,3£1,9 (4,0-13,0) 0,029
. . 2a 21,0 23,8 .
IMC pré-gestacional (kg/m?) 21,2+3,1 (16,0-28.4) 25,045,6 (17,9-40.8) 0,005
. b 12,1 11,8
Ganho de peso gestacional (kg) 12,645,1 (4.3-23,0) 11,8+5,5 (0.1-22,4) 0,585
Parametros antropomeétricos
2b 22,3 25,4 .
IMC (kg/m"®) 22,5+3,2 (16,3-31,3) 26,1+4,8 (18,7-40,2) 0,001
27,6 30,7
0 b L 1 *
GC (%) 27,2+4,1 (16,7-35,3) 31,145,2 (22,0-43,3) 0,002
Parametros bioquimicos
. b 12,7 12,8
Hemoglobina (g/dL) 12,6+0,9 (10,3-13,9) 13,0+0,9 (11.4-14.6) 0,095
i 0D 40,2 40,9
Hematacrito (%) 40,1+2,8 (32,3-44.0) 41,1+2,7 (37,0-46,2) 0,140
a 179,3 203,1 "
Colesterol total (mg/dL) 181,8+30,8 (136,6-231,5) 202,9+23,1 (161,0-246,6) 0,010
b 63,0 68,0 .
HDL-c (mg/dL) 62,1+12,0 (41,0-80,0) 70,0£16,6 (47,0-107,0) 0,047
a 97,8 114,8
LDL-c (mg/dL) 102,0+29,0 (63,3-153,5) 112,7+24,9 (47.6-156,2) 0,150
o b 70,4 74,5
Triglicerideos (mg/dL) 79,8+33,1 (30,0-141,0) 77,8+25,3 (34,0-133,3) 0,793

X +DP = Médiatdesvio padrdo; Min = minimo; Max = méaximo; IMC =indice de massa corporal; GC =
Gordura corporal; HDL-c = Lipoproteina de alta densidade de colesterol; LDL-c = Lipoproteina de baixa

densidade de colesterol.

*Significancia estatistica (P<0,05); *Teste de Mann-Whitney; ®Teste T Student.
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Aproximadamente 19% das nutrizes da amostra estavam anémicas e
distribuidas proporcionalmente entre adolescentes (20%) e adultas (17,2%).

Pela andlise do R24H, as nutrizes adolescentes apresentaram consumo
diario inferior de vitamina A, a-caroteno e B-caroteno em comparacao com as
adultas (P<0,05) (Tabela 2).

prevaléncia de inadequacao do consumo das vitaminas, para ambos 0S grupos.

Observou-se aproximadamente 100% de

O QFCA indicou diferenca apenas entre a ingestdo de a-caroteno e [3-
caroteno (P=0,031; P=0,004, respectivamente). Os valores médios e medianos
identificados para as vitaminas A e E, segundo o R24H, estavam abaixo da
recomendacdo diaria baseando-se nas DRI's (Dietary Reference Intakes)®.
Tais valores, encontrados pelo QFCA, mantiveram-se abaixo para vitamina E,
mas adequados para vitamina A. Nao se pode afirmar sobre a inadequacédo da
ingestdo de carotenoides pela auséncia de recomendacées para ingestdo®. A
ingestao alimentar de energia e macronutrientes foi analisada pelo R24H, no
qual verificou-se consumo inferior apenas de lipidios totais pelas adolescentes
(P=0,032).

Tabela 2 - Ingestdo dietética das vitaminas A, E e carotenoides, de acordo com recordatério alimentar de 24

horas e questionério de frequéncia de consumo alimentar das nutrizes do municipio de Vigosa-MG, 2013.

Nutrizes
Nutriente EAR Adolescentes _ Adultas _ =
vl Mediana v Mediana
X+DP (Min-Max) X +DP (Min-Max)
R24H
Vitamina A (ug/dia)®  Adol: 885 403,5 483,0 .
o . Adul: 900 AL3BEBT0  oap3eppa)  486AXI052 o65 g gog 0y 0008
Vitamina E (mg/d|a1 233:; 16 4.241.0 (2’;‘%’3) 4,540,8 (2,312 y 0,143
a-caroteno (pig/dia) ND 196,9£2606 o g 46684804 g NP g 0015
B-caroteno (ug/dia)® 1201,5 1691,9 .
ND 10502:5536 g0 oonn oy 2076.6+14676 i r by o 0,001
Luteina+Zeaxantina 700,4 843,9
(ug/dia)® ND 729844831  go17cerg 9716959 oo Tl 0279
QFCA
Vitamina A (ug/dia)°  Adol: 885 1036 4+608 4 765,9 1236,3
o ~ Aduk:900 (200,8-2403,1) 13626%647.2 5985 0g197) 000
wamE o MRS ons (80T wamas o, o
a-caroteno (ug/dia) 191,7 386,3 *
a ND 277,1+231,1 (7.0.869.1) 456.4+3163 41 371006 0031
-caroteno (pg/dia) 1413,9 2162,6 *
’ | ND 1481129005 1590 alg) 5 242L7£13963 ), iTilo o 0,004
Luteinatzeaxantina ND 833,1+524.8 648,0 1099,7+771,3 8065 0,201

(ug/dia)”

(131,0-2354,4)

(86,5-3323,7)

X +DP = Médiatdesvio padrdo; Min = minimo; Max = maximo; EAR = Necessidade média estimada®*®; R24h =
Recordatorio alimentar de 24 horas; QFCA = Questionario de frequéncia de consumo alimentar, ND = N&o

disponivel.

*Significancia estatistica (P<0,05); *Teste T Student, ®Teste de Mann-Whitney.
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N&o houve diferenca das concentracdes dos analitos no leite humano
entre os grupos, diferentemente no padrdo identificado no plasma, no qual as
concentragbes de retinol, a-tocoferol e (B-caroteno foram inferiores entre as
adolescentes (P=0,025; P=0,008; P=0,029, respectivamente) (Tabela 3).

Por meio da avaliacdo da concentracdo de retinol no leite materno,
53,3% das nutrizes de cada grupo apresentavam DVA. Considerando-se as
concentragdes plasmaticas, foi encontrado um percentual de 13,3% e 10,0% de
DVA para adolescentes e adultas, respectivamente, sendo 3,3% de cada grupo
classificada com deficiéncia moderada (>0,7umol/L). Segundo os valores de a-
tocoferol plasmético, 33,3% e 10,0% das adolescentes e adultas,
respectivamente, encontravam-se com deficiéncia de vitamina E (<11,6
pumol/L), e 36,7% de cada grupo estavam em risco (11,6-16,2 umol/L). Todas
as nutrizes apresentaram concentracdes de B-caroteno e luteina+zeaxantina
adequados e, 16,7% e 10,0% das adolescentes e adultas, respectivamente,

apresentaram concentracgao inferior ao valor referenciado.

Tabela 3 - Concentracao de retinol, carotenoides e tocoferoéis do leite humano de nutrizes do municipio de
Vicosa-MG, 2013.

Nutrizes
. Adolescentes Adultas
Nutrientes - _ P
v Mediana v Mediana
X +DP (Min-Méax) X +DP (Min-Méx)
Leite humano
. a 1,03 1,00
Retinol (umol/L) 1,31+0,96 (0,25-04,14) 1,12+0,56 (0,36-3.19) 0,756
a 0,001 0,001
a-caroteno (umol/L) 0,002+0,003 (0,001-0,01) 0,003+0,003 (0,001-0,01) 0,108
a 0,14 0,14
B-caroteno (umol/L) 0,16+0,06 (0,11-0,43) 0,16+0,04 (0,11-0,29) 0,941
; . a 0,27 0,24
Luteina+zeaxantina (umol/L) 0,30+0,16 (0,12-0,76) 0,27+0,14 (0,13-0,82) 0,734
a 3,92 3,40
a-tocoferol (umol/L) 3,80+1,14 (1,96-6,80) 3,65+1,10 (1,95-5.87) 0,564
a 0,90 0,76
y-tocoferol (umol/L) 1,01+0,42 (0,47-1,76) 0,85+0,45 (0,29-1,67) 0,150
Plasma
. b 1,31 1,57 .
Retinol (pmol/L) 1,34+0,31 (0,49-1,90) 1,56+0,43 (0,68-2,57) 0,025
a 0,03 0,05
a-caroteno (umol/L) 0,04+0,03 (0,01-0,13) 0,05+0,03 (0,01-0,13) 0,337
a 0,24 0,33 .
B-caroteno (umol/L) 0,27+0,17 (0,08-0,92) 0,42+0,31 (0,09-1,37) 0,029
. . a 0,68 0,76
Luteina+zeaxantina (umol/L) 0,71+0,20 (0,40-1,23) 0,87+0,41 (0,45-2.18) 0,188
a 13,41 16,36 .
a-tocoferol(umol/L) 14,01+3,79 (9,06-23,37) 17,16+4,95 (8,51-33,77) 0,008
b 1,89 2,09
y-tocoferol (umol/L) 1,97+0,65 (0,46-3,86) 2,10+0,80 (1,04-4.17) 0,482

X +DP = Médiatdesvio padréo; Min = minimo; Max = méaximo.
*Significancia estatistica (P<0,05); *Teste de Mann-Whitney, ®Teste T Student.
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A Unica correlacdo significativa identificada entre o leite humano e
plasma materno, considerando-se a amostra total de nutrizes, foi entre o y-
tocoferol (r=0,331, P=0,010). Ambos os fluidos apresentaram correlagoes
positivas da luteina+zeaxantina com retinol, tocoferdis e B-caroteno, e do a-
tocoferol com y-tocoferol, retinol e [(-caroteno. O retinol também se
correlacionou com y-tocoferol no leite humano, distintamente do plasma, no
qual se correlacionou com [-caroteno. Houve correlagéo significativa entre y-
tocoferol e B-caroteno somente no plasma, enquanto o a-tocoferol associou-se
com a-caroteno no leite. Todos os carotenoides do plasma se correlacionaram
entre si. A ingestao dietética de vitamina A, pelos dois inquéritos alimentares,
esteve associada positivamente com as concentracdes plasméticas de retinol,
assim como para B-caroteno e luteina+zeaxantina. Nenhuma correlacdo
significativa foi encontrada entre o leite humano e o consumo das nutrizes.

Tabela 4 - CorrelagBes significativas entre os nutrientes do leite e do plasma de nutrizes do
municipio de Vigosa-MG, 2013.

Nutrientes (umol/L) r P
Leite Humano vs Plasma
y-tocoferol 0,331 0,010
Leite Humano
Retinol vs a-tocoferol 0,544 <0,001
Retinol vs y-tocoferol 0,448 <0,001
Retinol vs Luteina+zeaxantina 0,334 0,009
a-tocoferol vs y-tocoferol 0,786 <0,001
a-tocoferol vs (3-caroteno 0,529 <0,001
a-tocoferol vs Luteina+zeaxantina 0,743 <0,001
y-tocoferol vs B-caroteno 0,278 0,033
y-tocoferol vs Luteina+zeaxantina 0,647 <0,001
B-caroteno vs Luteina+zeaxantina 0,472 <0,001
Plasma
Retinol vs a-tocoferol 0,534 <0,001
Retinol vs 3-caroteno 0,414 0,001
Retinol vs Luteina+zeaxantina 0,468 <0,001
a-tocoferol vs y-tocoferol 0,511 <0,001
a-tocoferol vs a-caroteno 0,380 0,003
a-tocoferol vs B-caroteno 0,457 <0,001
a-tocoferol vs Luteina+zeaxantina 0,648 <0,001
y-tocoferol vs Luteina+zeaxantina 0,271 0,036
a-caroteno vs [3-caroteno 0,721 <0,001
a-caroteno vs Luteina+zeaxantina 0,469 <0,001
B-caroteno vs Luteina+zeaxantina 0,537 <0,001
Plasma vs Ingestao Dietética
Retinol (R24H) 0,274° 0,034
Retinol (QFCA) 0,341 0,008
-caroteno (R24H) 0,285 0,027
B-caroteno (QFCA) 0,276 0,033
Luteina+zeaxantina (R24H) 0,423 0,001
Luteina+zeaxantina (QFCA) 0,408 0,001

R24H = Recordatério alimentar de 24 horas; QFCA = Questionario de frequéncia de consumo
alimentar.
Correlacéo de Pearson, Correlacdo de Spearman para as demais.
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Discusséao

Os requerimentos nutricionais durante o periodo de lactagdo aumentam
pela intensa atividade metabdlica, com o intuito de garantir o adequado
crescimento e desenvolvimento do lactente, bem como a integridade da saude
da nutriz®**“°. Em adolescentes, este aumento é ainda mais expressivo pelo
somatdrio das demandas referentes ao crescimento da mae e do bebé'®*%*,

As elevadas prevaléncias de ingestdes inadequadas das vitaminas A e E
instigam maiores cuidados com o grupo estudado, por sua vulnerabilidade
bioldgica e pelas consequéncias da deficiéncia desses micronutrientes para a
saude materno infantil*®4%4%,

Pela avaliacdo da dieta recente, baixas ingestdes médias das vitaminas
A e E de nutrizes adolescentes e adultas, também foram relatadas por autores
nacionais'”?'*2. Os valores médios de ingest&o habitual dessas vitaminas sdo
concordantes com outros estudos envolvendo nutrizes?**,

N&o foi possivel classificar a ingestdo de carotenoides pela auséncia de
recomendacdes pelas DRI's*®. A partir da avaliacdo de ambos os inquéritos
dietéticos, a ingestdo diaria de carotenoides foi inferior ao encontrado em
outros estudos com nutrizes***. A ingestdo de carotenoides pode ser muito

variavel®

e as diferencas entre os estudos podem estar associadas aos habitos
alimentares caracteristicos de cada regiao.

Houve diferenca estatisticamente significativa entre o consumo de
vitamina, a- caroteno e B-caroteno entre nutrizes adultas e adolescentes. A
ingestao inferior de micronutrientes por nutrizes adolescentes é um possivel
reflexo dos héabitos alimentares inadequados deste grupo, com baixa
frequéncia de consumo de produtos lacteos, frutas e hortaligasls"‘z. A falta de
conhecimento sobre habitos alimentares saudaveis, monotonia alimentar,
restricbes alimentares em virtude da busca por padrdes estéticos corporais,
auséncia de apoio durante a gestacdo e pos-parto, e condigbes
socioeconbmicas precarias também podem favorecer a ingestdo deficiente de

1415 0 aconselhamento dietético faz-se

nutrientes do grupo em questéao
necessario para garantir a ingestdo adequada e melhoria do estado nutricional
dessas nutrizes™.

As concentracdes médias de retinol do leite maduro e plasma de
nutrizes adolescentes e adultas foram similares ao encontrado em estudos

18,20,21,46-51 29,44,45,52-55

brasileiros e internacionais
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A concentracdo de retinol no leite materno pode ser utilizada como um
excelente indicador de DVA, capaz de fornecer informacfes sobre o estado
nutricional em relagdo a vitamina A tanto da mae quanto do bebé que esta
sendo amamentado®®®’. Os recém-nascidos dependem do contetido desta
vitamina no leite para manter sua reserva e acumular estoques hepaticos até o
momento em que a alimentagdo complementar ir4 fornecer quantidades
adicionais do nutriente®**’,

O percentual de DVA encontrado no presente estudo, segundo o
conteudo do leite humano, indica um grave problema de saude publica,
independente do tamanho amostral®®. Estudo semelhante, com nutrizes
adolescentes no Rio de Janeiro, identificou percentual ainda mais elevado de
DVA (87%)'. Outros estudos nacionais com adultas e adolescentes
encontraram prevaléncias inferiores, entre 20,5 e 49,6%""°.

A OMS reavaliou os critérios de interpretacdo das concentracdes
plasmaticas de retinol para possibilitar a detec¢cao dos casos de DVA ainda em
estagio subclinico ou marginal, adotando-se o ponto de corte <1,05umol/L*".
Portanto, pesquisas que utilizam valores inferiores a 0,7umol/L podem
apresentar prevaléncias subestimadas de DVA em suas populagdes.

O percentual inferior de DVA dado pela concentracdo plasmatica pelo
presente estudo corrobora com estudos brasileiros envolvendo nutrizes
adolescentes e adultas'®*"°%%° A dosagem de retinol no sangue reflete as
reservas corporais primordialmente quando o corpo encontra-se em situacdes
extremas (estoques muito baixos ou muito altos). Por esse motivo a
concentracéo sérica/plasmética ndo é o melhor indicador para diagnostico da
DVA em individuos, e sim a concentracéo do leite®®.

As concentragbes médias de carotenoides no leite humano e plasma
apresentaram comportamento distinto ao encontrado por outros autores. No
leite materno, a concentragcédo de a-caroteno assemelhou-se ao quantificado em
lactantes cubanas® e americanas®, e as concentragdes de B-caroteno e
luteina+zeaxantina foram superiores ao dosado em outros estudos®0:44:455461
No plasma, valores similares aos de a-caroteno e [-caroteno foram

29,54

encontrados em estudos realizados nos Estados Unidos , €, assim, como no

leite, a concentracdo de luteinatzeaxantina foi superior ao de outras

29,44,54

pesquisas Estudos nacionais identificaram quantidades inferiores de

carotenoides no leite humano e de luteina+zeaxantina no plasma, em nutrizes
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adolescentes e adultas'®*’. Os dados do presente estudo foram superiores aos
de um estudo multinacional (Australia, Reino Unido, Canada, Chile, China,
Japdo, México, Filipinas, e Estados Unidos) desenvolvido com o objetivo
investigar os principais carotenoides do leite humano de mulheres saudaveis,
exceto para a concentracdo de a-caroteno, que se apresentou inferior ao de
todos os paises envolvidos®®. Assim como descrito por outros autores, a
proporcdo de luteinatzeaxantina nos fluidos analisados foi mais elevada em
relacdo aos demais carotenoides®?°°*%2,

InvestigacBes em diferentes paises sobre as concentragdes de a-
tocoferol e y-tocoferol, no leite e plasma materno, identificaram resultados

2945525563 y/glores inferiores foram

analogos aos do presente estudo
encontrados em estudo nacional, exceto para y-tocoferol do plasma, o qual
apresentou similaridade'®. Elevado risco de caréncia de a-tocoferol, segundo
concentracdo plasmatica, também foi encontrado em nutrizes brasileiras*®®*.

Embora o papel das vitaminas e carotenoides para a saude materno

|6,7,39

infantil seja incontestave , 0S mecanismos envolvidos na transferéncia

destas moléculas a partir do plasma sanguineo para a glandula mamaria ainda
ndo estdo bem estabelecidos'®%%>%7,

N&o houve diferenca entre as concentragdes de retinol, carotenoides e
tocoferdis no leite humano entre nutrizes adolescentes e adultas. No Brasil foi
identificado apenas um estudo comparando diretamente as concentracdes de
vitamina A no leite maduro, segundo faixa etaria e nivel socioecondmico®’.
Outro estudo teve como objetivo avaliar as concentracdes de a-tocoferol no
colostro de nutrizes adolescentes e adultas'®. Assim como no presente estudo,
nenhum dos estudos identificou diferencga estatisticamente significativa entre os
dois grupos™”*.

Os resultados sugerem que, independente da faixa etaria da nutriz, os
mecanismos de mobilizacdo e transferéncia das vitaminas e carotenoides para
o leite materno ndo sofrem alteracdes significativas*’. Tais achados reforcam a
ideia de prioridade na mobilizacdo de nutrientes para o leite a fim de favorecer
a nutricdo do lactente, independente da faixa etaria materna.

Mulheres com idade ginecoldgica inferior a dois anos tém maiores
chances de complicacBes fisiologicas, ao passo que aquelas com idade
superior apresentam comportamento semelhante a adultas'*®’. Observacdes

em adolescentes americanas indicaram um declinio na idade de maturacéo das
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adolescentes e na idade média da menarca, fato que pode estar associado a
melhorias na satde e nutricdo®"®. A média da idade ginecoldgica identificada
no presente estudo para as adolescentes, 5,2+1,9 anos, pode estar associada
a este padrdo de maturacdo precoce, favorecendo o corpo da mulher no
momento na concepcdo e reduzindo possiveis interferéncias na producao
adequada do leite materno.

Apesar de a literatura discorrer sobre a influéncia da alimentagéo
materna sobre as concentracdes de retinol, carotenoides e tocoferéis do leite

3940 os resultados ainda s&o conflitantes*”*>'8%". No presente estudo

humano
nao foi identificada nenhuma associagdo significativa entre a ingestao dietética
e as concentragcfes dos analitos no leite. Esse resultado corrobora com a
hipétese de que, mesmo a nutricAo materna estando comprometida, as
concentracbes de nutrientes no leite sdo bem protegidas e podem ser
provenientes de reservas ou tecidos corporais maternos®*®":%°,

Também nao foram encontradas correlacdes entre os nutrientes do leite
e plasma materno, exceto para o y-tocoferol, semelhante a outros estudos®%.
Esta auséncia de correlacdo pode indicar diferentes mecanismos de transporte
para os fluidos biolégicos. Azeredo e Trugo®® sugeriram que os mecanismos de
transporte de retinol e a-tocoferol para o epitélio mamario ndo dependem
diretamente das concentracdes plasmaticas, e ocorre devido a presenca de
receptores de membranas e proteinas de ligacdo intracelulares.

O transporte para a glandula mamaria ocorre de maneira distinta
dependendo do nutriente. O retinol € transportado principalmente pela Proteina
Ligante de Retinol (Retinol Binding Protein — RBP), enquanto os carotenoides e
tocoferéis pelas lipoproteinas plasmaticas'®214261.65,

Acredita-se que, em estado de jejum, aproximadamente 95% da
vitamina A circulante encontra-se ligada a RBP, e é captada pela glandula
mamaria  por mecanismos mediados por receptores  celulares

especificos>+%>7°.

Outra forma de mobilizacdo dessa vitamina da-se por
intermédio dos quilomicrons pds prandiais, que captam os ésteres de retinil nos
enterocitos e os transportam até o tecido mamario, onde, pela acédo da lipase
lipoprotéica, ocorre a liberacdo dos esteres®>"°,

Os carotenoides geralmente sao absorvidos passivamente e podem ser
transportados em sua forma integra, convertidos a acido carotenoico ou

clivados & retinal, pelas lipoproteinas plasmaéticas para os tecidos® ", As

105



diferentes propor¢cdes encontradas entre os carotenoides no leite e plasma
podem ser atribuidas ao comportamento distinto das moléculas. Estudos tém
demonstrado que os carotenoides com menor polaridade, como a-caroteno e
B-caroteno, estdo mais associados a LDL-c, ao passo que 0s mais polares,
como luteina e zeaxantina, sdo transportados por HDL-c e, em menor
proporcdo, por lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL-c) e LDL-
ClO,35|66,71.

Os tocoferdis sdo encontrados em todas as lipoproteinas’. O
componente da vitamina E mais abundante no plasma e nos tecidos € o a-
tocoferol, decorrente do direcionamento preferencial desse composto para as
VLDL-c oriundas do figado, através de Proteina de Transferéncia de Tocoferol
(Tocopherol-Transfer Protein — TTP)"*2. Assim como os demais tecidos extra-
hepaticos, a glandula mamaria pode absorver a vitamina E através da hidrolise
e liberacdo dos tocoferdis pela acdo da lipases lipoprotéicas sobre as
lipoproteinas, ou por meio das lipoproteinas captadas pelos receptores de
superficie celular especificos, principalmente LDL-c”*%2,

As diversas correlagdes encontradas entre o retinol, carotenoides e
tocoferdis no leite e plasma podem ser explicadas pelas vias semelhantes de
transporte e metabolismo. Correlagées entre estes nutrientes estdo descritas
na literatura’®?*®2. No leite, as vitaminas lipossollveis e os carotenoides sdo

excretados como constituintes dos glébulos de gorduras®®’.

Apesar das
caracteristicas distintas de transporte no plasma entre retinol e tocoferéis, as
correlagbes podem ser justificadas por se tratar de nutrientes lipidio-

7

relacionados e, a biodisponibilidade e absorcdo de um é influenciado pela
concentracado plasmaética do outro®” ",

Diferentemente do encontrado para o leite humano, o consumo recente
e habitual de retinol, B-caroteno e luteina+zeaxantina estiveram associados
com as concentracdes plasmaticas das nutrizes, concordando com estudos
anteriores que descreveram a dieta materna como variavel de grande influéncia
sobre as concentracdes de retinol e carotenoides no sangue’?%%%. A
auséncia de associacdo entre os tocoferdis pode estar relacionada a
capacidade limitada do plasma em aumentar as concentragcdes de a-tocoferol,
possivelmente porque o a-tocoferol absorvido substitui o anterior nas

lipoproteinas plasmaticas’>"3.
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N&o foram encontrados dados na literatura que elucidassem claramente
a diferenga entre as concentragdes plasmaticas de retinol, a-tocoferol e (-
caroteno entre nutrizes adolescentes e adultas, como encontrado neste estudo.
Entretanto, o consumo inferior de vitamina A e carotenoides pelas adolescentes
pode ser uma possivel explicacdo para tal diferenca. Além de, fisiologicamente,
serem esperados menores valores no perfil lipidico de criancas e adolescentes,

7

na puberdade é esperada uma queda das concentracfes sanguineas de
colesterol total, LDL-c e HDL-c, atribuida as influéncias da maturacdo sexual**,
portanto, os valores inferiores de (-caroteno e a-tocoferol também podem ser
reflexo da menor concentracdo de lipoproteinas identificada nas nutrizes
adolescentes.

A ingestdo inferior de lipidios pelas nutrizes adolescentes (P=0,032)
também pode ter contribuido para o perfil plasmatico identificado, uma vez que
0 consumo deste macronutriente € outro fator capaz de interferir na
biodisponibilidade e absorcéo das vitaminas A e E, e carotenoides®’.

Este € um dos estudos pioneiros sobre a investigacdo de possiveis
diferencas entre as concentraces de micronutrientes no leite humano e
plasma de nutrizes adolescentes e adultas. Mais estudos se fazem necessérios
para elucidar melhor o transporte de vitaminas e carotenoides para o leite

humano e os fatores interferentes.

Concluséo

Concluiu-se que as concentracdes de retinol, carotenoides e tocoferois
do leite humano de nutrizes adolescentes e adultas foram iguais e ndo se
associaram com a ingestdo alimentar e concentracdes plasméticas, exceto
para as concentracdes de y-tocoferol no leite e sangue.

As concentragbes mais baixas de retinol, B-caroteno e a-tocoferol
plasmaticas podem ser atribuidos ao consumo inferior dos mesmos pelas
adolescentes. O baixo consumo de micronutrientes pelas nutrizes, aliado as
elevadas prevaléncias de deficiéncias de vitaminas, instigam maiores cuidados
com 0 grupo em questado, principalmente por se tratar de uma fase em que os

requerimentos sao mais elevados.
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5.2. Artigo Original 2

Caracteristicas socioeconémicas, bioquimicas e nutricionais de nutrizes
adolescentes e adultas, e sua influéncia na composicéo de retinol, carotenoides

e tocoferois no leite humano

Resumo

Vitaminas lipossoluveis e carotenoides compdem uma fragcdo muito variavel do
leite, dependendo das caracteristicas de cada nutriz. Diante disso, o objetivo do
presente estudo foi caracterizar as condigcdes socioeconémicas e nutricionais
de nutrizes adolescentes e adultas e sua influéncia sobre as concentracdes de
retinol, carotenoides e tocoferéis no leite humano. O estudo foi do tipo
transversal realizado no municipio de Vicosa, Minas Gerais, com 60 nutrizes
adolescentes (n=30) e adultas (n=30). Foi realizada aplicacdo de questionario
estruturado e inquéritos dietéticos, avaliagdo antropométrica e de composicao
corporal, e analises bioquimicas do leite humano e plasma materno. As
concentragcdes encontradas de retinol, a-caroteno, B-caroteno, a-tocoferol e y-
tocoferol no leite ndo diferiram entre as nutrizes adolescentes e adultas. As
andlises do grupo de adolescentes indicaram que a escolaridade e as
concentracfes de hemoglobina influenciaram negativamente as concentracdes
de pB-caroteno (P=0,019) e tocoferdis (P=0,015), respectivamente, e o
percentual de gordura corporal afetou de maneira positiva a concentracao de
retinol (P=0,020). Para as adultas, a concentracdo de hemoglobina interferiu
positivamente na concentracao de retinol do leite (P=0,024). Pode-se concluir
que a concentracdo de nutrientes do leite humano independe de fatores
socioeconbmicos, alimentares e de saude, de maneira isolada, e seja,

provavelmente, multifatorial.

Palavras-chave: Leite humano; retinol; tocoferdis, carotenoides; caracteristicas

maternas.
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Socioeconomic, nutritional and biochemical characteristics of lactating
adolescents and adults, and its influence on the composition of retinol,
carotenoids and tocopherols in human milk

Abstract

Fat-soluble vitamins and carotenoids compose a highly variable fraction ef in
milk, depending on the characteristics of each mother. Therefore, the aim of this
study was to characterize the socioeconomic and nutritional conditions of
lactating adolescents and adults and their influence on concentrations of retinol,
carotenoids and tocopherols in human milk. The study was cross-sectional
conducted in Vigosa, Minas Gerais, with 60 lactating adolescents (n = 30) and
adult (n = 30). The assessment included a structured questionnaire and dietary
surveys, anthropometric and body composition, and biochemical analyzes of
human milk and maternal plasma. Statistically, there was no difference in the
concentrations found in milk retinol, a-carotene, (-carotene, a-tocopherol and y-
tocopherol between the groups. The analysis of the group of adolescents
indicated that level of education and hemoglobin concentrations negatively
influenced the concentrations of p-carotene (P=0.019) and tocopherols
(P=0.015), respectively, and the percentage of body fat positively affected the
conentrarion of retinol (P=0.020). For adult, hemoglobin concentration only
positively interfered in the retinol concentrations of milk (P=0.024). It can be
concluded that the concentration of nutrients in human milk is independent of
socioeconomic, dietary and health factors, in isolation, and is probably

multifactorial.

Keywords: Human milk; retinol; tocopherols; carotenoids; maternal

characteristics.
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Introducéo

O leite humano é um fluido bioldgico altamente complexo, constituido
por uma fase aquosa (87%), emulsbes de globulos de gordura (4%),
dispersdes coloidais de moléculas de caseina (0,3%), membranas de globulos
de gordura e células vivas'?. As vitaminas A e E, e carotenoides estdo
presentes globulos de gordura e desempenham importante papel no processo
de crescimento e desenvolvimento do lactente®?,

A vitamina A esta envolvida nos processos de reproducéao, ciclo visual e
proliferacdo e diferenciacdo celular, além de ser um potente antioxidante e
proporcionar a integridade do sistema imunolégico*®. A concentracéo de retinol
no leite materno pode ser utilizada como um excelente indicador de deficiéncia
de vitamina A (DVA), por fornecer informacdes sobre o estado nutricional tanto
da mae quanto do bebé®.

Os carotenoides tém se destacado como potencializadores do sistema
imunolégico e protecdo contra o estresse oxidativo**’. Os caracterizados como
pré-vitaminicos A sdo potenciais fontes de vitamina A para o leite materno®>.

A vitamina E é o principal antioxidante da membrana celular, capaz de
inibir a acdo dos radicais livres e prevenir a peroxidacdo lipidica*®. Tém-se
atribuido outras fungdes a esta vitamina, como inibicdo da proliferagédo celular,
agregacdo plaquetaria e ades&o de mondcitos*>*.

O conteudo de vitaminas e carotenoides do leite humano pode ser
afetado por diversos fatores e o conhecimento sobre as condi¢cdes que podem
modular os nutrientes pode direcionar medidas preventivas de deficiéncias na
nutriz e no lactente®.

Variagbes na composicdo nutricional do leite dependem do estagio de
lactacéo, fracéo do leite, idade gestacional, horario do dia em que € secretado
e caracteristicas maternas®>'°. A ingestdo materna e o estado nutricional em
relacdo a vitamina s&o considerados os fatores modificaveis mais importantes?.
Estudos tém demonstrado correlacdo entre a concentragdo de vitaminas
lipossollveis e variaveis como a paridade'!, indice de massa corporal (IMC)®

pré-gestacional e estado nutricional™®.

A gravidez na adolescéncia é considerada um grande problema de
saude publica e sua origem estéa relacionada a aspectos bioldgicos, familiares,
sociais, psicologicos e contraceptivos®®. Habitos alimentares inadequados

durante a gestacdo e puerpério, comuns neste grupo, aumentam 0S riscos
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nutricionais e podem trazer consequéncias negativas para o binbmio mae-
filho®23. A idade materna também pode ser capaz de alterar as concentracées
de nutrientes no leite humano?®*.

O objetivo do presente estudo foi caracterizar as condi¢cdes
socioeconémicas e nutricionais de nutrizes adolescentes e adultas e sua
influéncia sobre as concentragdes de retinol, carotenoides e tocoferoéis no leite

humano.

Materiais e métodos
Sujeitos

Trata-se de um estudo de carater transversal realizado com nutrizes
residentes no municipio de Vicosa, Minas Gerais (MG), contactadas por
telefonema e/ou endereco residencial, fornecido pelo Hospital S0 Sebastido
ou pelas Estratégias de Saude da Familia do municipio. As adolescentes (10-
19 anos) foram recrutadas de acordo com os critérios de inclusédo: auséncia de
enfermidade crénica ou processos infecciosos atualmente ou durante a
gestacdo, ndo ingestdo anterior ou atual de suplementos que contivessem
vitamina A, vitamina E ou carotenoides, idade gestacional entre 37 e 42
semanas, residentes no municipio de Vicosa e lactentes em aleitamento
materno exclusivo ou predominante durante os seis primeiros meses de vida.
Foram excluidas nutrizes fumantes e etilistas, e aquelas cujos recém-nascidos
permaneceram retidos na Unidade de Terapia Intensiva Neonatal, portadores
de anomalias congénitas e/ou baixo peso ao nascer (< 2500 gramas).

Posteriormente, nutrizes adultas (= 20 anos) que atenderam aos critérios
citados anteriormente foram selecionadas e pareadas com as adolescentes
segundo o tempo pés-parto e nivel socioecondémico.

Para identificacdo dos dados gerais das nutrizes foi aplicado um
questionario estruturado que contemplava dados sobre a idade cronoldgica e
da menarca, condigcbes socioecondmicas, escolaridade, condigcbes da
habitacdo, dados obstétricos, uso de suplementos e dados gestacionais.
Utilizou-se o Ciritério de Classificagdo Econdmica proposto pela Associacao
Brasileira de Empresas de Pesquisa® para determinar o nivel socioeconémico
das nutrizes, as quais foram agrupadas em quatro categorias (A, B, C e D/E).
Foram consideradas com baixo nivel de instru¢do, nutrizes com até oito anos

completos de estudo®
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O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da Universidade Federal de Vigosa (UFV), sob Protocolo
n°030/2012, e todas as participantes assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). No caso de adolescentes com idade inferior a 18

anos a assinatura do TCLE por um responsavel foi solicitada.

Avaliacdo Antropométrica

O peso foi aferido com balanca portatil, digital e eletrénica (Welmy®), e a
estatura com antropdmetro portatil (Alturaexata®), seguindo protocolo descrito
por Jelliffe’®. O estado nutricional foi classificado segundo os valores de IMC
propostos pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)**!. O percentual de
gordura corporal (%GC) foi determinado por meio de bioimpedéancia elétrica
tetrapolar (Biodynamics®, modelo 310). Um compasso (Lange®) foi utilizado
para aferir dobras cutaneas em quatros pontos anatdomicos, dobra cutanea
bicipital (DCB), tricipital (DCT), subescapular (DCSE) e suprailiaca (DCSI). O
percentil 90 foi utilizado para classificacdo de nutrizes com excesso de gordura

corporal, pela auséncia de valores de referéncia para esse grupo.

Avaliacdo Dietética

A ingestdo dietética foi avaliada utilizando-se trés Recordatérios
Alimentares de 24 horas (R24H) de dias ndo consecutivos, sendo dois
referentes a dias de semana e um referente ao final de semana®®.

A analise da ingestdo de nutrientes foi realizada utilizado o software
Dietpro®, versdo 5.5i e os dados foram ajustados pela variabilidade®’. A partir
dos dados de ingestdo das vitaminas foram calculadas as prevaléncias de

ingestdes inadequadas™’.

Coleta e preparo das amostras

A coleta de leite humano e sangue materno foi realizada ap6s 12 horas de
jejum. As amostras de sangue (20 mL) foram coletadas por puncdo venosa em
tubos polipropileno contendo etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Aliquotas
foram encaminhadas para determinacdo imediata de hematocrito e da
hemoglobina. Em seguida, o plasma, contido nos tubos de EDTA, foi
centrifugado (Excelsa® 1, modelo 206-BL) a 678 g por 15 minutos e

acondicionado em eppendorfs.
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O leite foi retirado observando as técnicas preconizadas pela Rede
Nacional de Bancos de Leite Humano®, com bomba elétrica (Matern Milk®), na
mama ndo succionada pelo lactente no dia da coleta. As amostras foram
coletadas em potes plasticos esterilizados e imediatamente transferidas para
eppendorfs.

As aliquotas de plasma e leite foram armazenadas a -80°C até o
momento da andlise, protegidos da luz natural e artificial com papel aluminio

para minimizar perdas de nutrientes.

Andlises bioquimicas

Hematdcrito e hemoglobina foram determinados segundo protocolo do
Laboratério de Andlises Clinicas da Divisdo de Saude da UFV por meio de
impedancia elétrica. As nutrizes com concentracdo de hemoglobina inferior a
12 g/dL™ foram classificadas como anémicas.

Retinol, carotenoides e tocoferéis foram determinados no Laboratério de
Andlise de Vitaminas da UFV, segundo adaptacdo dos métodos propostos por
Turner e Burri*®, utilizando um sistema de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) (Shimadzu, SCL-10 ATVP, Japéao) equipado com bomba de
alta pressao (Shimadzu, LC-10ATVP, Japéo), amostrador automatico com loop
de 500 pL (Shimadzu, SIL-10AF, Japao), detector de arranjo de diodos (DAD)
(Shimadzu, SPD-M10A, Japao) e sistema de desgaseificacdo da fase movel
com gés hélio (Shimadzu, DGU-2A, Jap&o).

As condicbes cromatograficas utilizadas para a analise incluiram um
sistema de CLAE-DAD, coluna de fase reversa Waters Spherisorb ODS2 (3
pm, 150 mm x 3 mm) equipada com pré-coluna (ODS2, 3y, 20 mm x 3 mm);
volume de injecdo de 40-50 pL e varredura do espectro de 200-450 nm. O
retinol, carotenoides e tocofer6is foram medidos a 325, 450 e 292 nm,
respectivamente. Foi realizada eluigéo isocratica com fase movel composta por
acetonitrila:diclorometano:metanol (70:20:10) e fluxo de 0,5 mL/min.

Os compostos do leite foram extraidos a partir de 100 pL de leite,
previamente aquecidos em banho-maria (Hemoquimica, modelo HM-1003), a
37°C, por 60 minutos, para aumentar a solubilidade dos lipidios do leite, ao
qual foram adicionados 200 pL de padréo interno (d-tocoferol em metanol; 2,5
pL/mL), 20 pL de butilhidroxitolueno (BHT) em etanol (0,1%), 100 pyL de

pirogalol em etanol (10%) e 1 mL de etanol; e homogeneizacdo em vortex
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(Biomixer, modelo QL-901), por 15 segundos. Posteriormente, a mistura foi
saponificada adicionando-se 300 pL de solugdo de hidroxido de potassio 20%,
seguido de aquecimento em banho-maria (45°C, por 30 minutos). Na
sequéncia, 2 mL de hexano e 700 pL de agua ultrapura, produzida em sistema
Millipore Milli-Q®, foram adicionados & mistura, seguida de agitacdo em vértex
por 1 minuto e centrifugacdo (108 g, por 2 minutos). O sobrenadante foi
coletado em tubo de ensaio e 0 processo de extracao repetido utilizando-se 2
mL de hexano. As camadas suspensas foram combinadas e secas em
nitrogénio gasoso.

A partir de 200 pL, previamente descongelados em temperatura
ambiente, as amostras foram adicionadas de 1 mL de padrdo interno (&-
tocoferol em hexano; 0,5 pL/mL), e 1 mL de BHT em etanol (0,1%), e agitadas,
em vortex (Biomixer, modelo QL-901), por 15 segundos. Em seguida, 1 mL de
hexano foi adicionado a mistura e prosseguiu com agitacdo por 1 minuto. Para
etapa de extracdo, foi adicionado 800 pyL de agua ultrapura e realizou nova
agitacao por 1 minuto, e centrifugacao por 2 minutos a 244 g. A fase superior
foi separada e o processo de extracao repetido utilizando-se 2 mL de hexano.
As camadas superiores foram combinadas e secas em nitrogénio gasoso.

As amostras secas de ambos os fluidos foram ressuspensas em 1 mL de
hexano, secas novamente em nitrogénio gasoso e posteriormente
reconstituidas em 100 yL de fase mével. Volumes de 40 uL e 50 pL de plasma
e leite, respectivamente, foram injetados para identificagcdo dos compostos de
interesse. O tempo de corrida foi de 12 minutos e a identificagdo dos
compostos realizada comparando-se o0s tempos de retencdo obtidos das
amostras de retinol, a-caroteno, B-caroteno, luteina+zeaxantina, a-tocoferol e
y-tocoferol com os tempos de retencdo dos padrbes externos. A quantificacéo
deu-se por meio da obtencéo das areas dos picos e equacdes derivadas das
curvas analiticas dos padrdes, preparadas a partir da injecdo de seis diferentes
concentracOes, e expressas em pmol/L.

Foram utilizados os padrdes de retinol (Sigma Aldrich®, Alemanha); a- e
B-caroteno, e luteina+zeaxantina (Sigma Aldrich®, Alemanha); e a-, y- e &-
tocoferéis (Calbiochem®, Estados Unidos). Para o processo de extracdo dos
analitos foram utilizados reagentes com grau de pureza P.A. (Vetec®, Brasil) e

para as andlise reagentes grau de pureza HPLC (Tedia®, Brasil).
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Para verificar a deficiéncia de vitamina A foi utilizado o ponto de corte
proposto pela OMS, para as concentracdes de retinol no leite e plasma, foi
inferior a 1,05pmol/L®. Concentracdes de carotenoides plasmaticos dentro dos
valores de referéncia citados pelo Instituto de Medicina®* foram consideradas
adequadas (a-caroteno: 0,02-0,47 umol/L; B-caroteno: 0,04-2,26 pmol/L;
luteina: 0,10-1,23 umol/L). Para a vitamina E plasmatica, o ponto de corte
utilizado foi inferior a 11,6 pumol/L para concentracdes deficientes e 11,6 — 16,2

umol/L para baixas concentragdes de a-tocoferol®>.

Andlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas no software Statistical Package
for Social Sciences (SPSS), versao 21.0. O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado
para verificar a normalidade das variaveis. Comparacfes entre os dois grupos
foram realizadas por meio do teste T de Student ou teste de Mann-Whitney, e
entre trés grupos independentes através da Analise de Variancia (ANOVA one
way) ou Kruskal-Wallis. Para verificar as correlagbes entre as concentragdes de
leite humano e plasma realizou-se o teste de correlacdo de Spearman. O nivel
de rejeicdo para a hipétese de nulidade, para todos os testes aplicados, foi de
5% (P<0,05).

Resultados

Participaram do presente estudo um total de 60 nutrizes, com idade
entre 13 e 40 anos, mediana de 18,0 anos para as adolescentes e de 26,5
anos para as adultas (P<0,001). As medianas de anos de estudo e renda per
capita foram inferiores entre as adolescentes (P<0,001 e P=0,010,
respectivamente) (Tabela 1).

Em comparagdo com o grupo de adultas, as nutrizes adolescentes
apresentaram menor idade ginecolégica (P<0,001), numero de filhos
(P<0,001), numero de consultas no pré-natal (P=0,029) e IMC pré-gestacional
(P=0,005).

Do total de nutrizes solteiras da amostra as adolescentes foram as
principais representantes (66,7%), contrariamente ao grupo das casadas ou em
relacdo estavel, no qual as adultas representavam 57,1% do total. Quanto a
etnia, a maioria das nutrizes adolescentes auto declararam-se pardas (56,7%),

ao passo que, dentre as adultas, houve igualdade entre as representantes das
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racas branca e negra (36,7%). A classe econdmica C foi a mais prevalente,
com cerca de 60% e 57% de adolescentes e adultas pertencentes a ela,
respectivamente. Do total de nutrizes enquadradas na classe B, 64,3% eram
adultas, em oposicao a classe D/E, com 63,6% de adolescentes. Do total de
nutrizes primiparas, a maior parte delas era adolescente (70,3%).

Quanto aos parametros antropométricos, as nutrizes adultas
apresentaram valores médios superiores de IMC (P=0,001), %GC (P=0,002),
DCT (P=0,011), DCSE (P=0,005), DCSI (P=0,02) e gordura central (P=0,009)
(Tabela 1).

Cerca de 19% do total das nutrizes apresentaram quadro de anemia,
distribuidas proporcionalmente entre adolescentes (20%) e adultas (17,2%). As
concentracdes plasmaticas de retinol, a-tocoferol e B-caroteno foram inferiores
para 0 grupo de nutrizes adolescentes (P=0,025, P=0,008 e P=0,029,
respectivamente) (Tabela 1).

Pela andlise dietética, as nutrizes adolescentes apresentaram ingestao
diaria inferior de lipidios totais, vitamina A, a-caroteno e B-caroteno (P=0,032,
P=0,008, P=0,015, P=0,001, respectivamente) (Tabela 1). Os valores de
consumo identificados para as vitaminas A e E estavam abaixo da
recomendacdo diaria para ambos os grupos, segundo as DRIs (Dietary
Reference Intakes).

Foram encontradas prevaléncias de aproximadamente 100% de
inadequacao da ingestdo das vitaminas, para ambos os grupos. Nada se pode
afirmar sobre a inadequacdo da ingestdo de carotenoides pela auséncia de
recomendacdes para ingestao.

Pela avaliagdo da concentracao de retinol no leite materno, 53,3% das
adolescentes e a mesma proporcao para adultas, apresentavam deficiéncia de
vitamina A. Ao passo que, pela analise do plasma, o percentual encontrado foi
de 13,3% e 10%, para adolescentes e adultas, respectivamente. As
concentracbes plasmaticas de a-tocoferol indicaram 33,3% e 10% de
deficiéncia de vitamina E entre adolescentes e adultas, respectivamente (<11,6
pumol/L). As concentragcGes de B-caroteno e luteina+zeaxantina estavam dentro
da faixa de referéncia segundo o Instituto de Medicina para ambos os grupos,
poréem 16,7% e 10,0% das adolescentes e adultas, respectivamente,

apresentaram concentragao inferior ao de referéncia para o a-caroteno.
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Tabela 1 - Caracteristicas gerais das nutrizes e dos recém-nascidos, do municipio de Vigosa-MG, 2013.

Nutrizes
L Adolescentes Adultas
Variaveis = Mediana = Mediana P
X +DP (Min-Méx) X +DP (Min-Méax)
Caracteristicas socioecondmicas
+ 18,0 26,5 *
Idade materna (anos) 17,5+1,5 (13.0-19,0) 27,4+5,0 (20,0-40,0) <0,001
. 1 8,0 1110 *
Escolaridade materna (anos) 8,017 (5.0-11,0) 10,6+3,0 (6,0-18,0) <0,001
- . + 216,7 311,0 "
Renda familiar per capita (R$) 246,6+115,1 (100,0-518,3) 442,6+375,3 (78,8-2000,0) 0,010
Parametros antropomeétricos
2t 22,3 25,4 "
IMC (kg/m"?) 22,5+3,2 (16,3-31,3) 26,1+4,8 (18,7-40,2) 0,001
ot 27,6 30,7 .
GC (%) 27,244,1 (16,7-35,3) 31,145,2 (22,0-43,3) 0,002
1 10,5 11,5
DCB (mm) 11,3+5,1 (4.0-23.5) 11,445,1 (3.0-23,0) 0,939
1 23,8 28,5 «
DCT (mm) 23,0+7,5 (7.0-37,0) 27,9+7,1 (12,5-42.0) 0,011
t 14,0 18,0 "
DCSE (mm) 13,8+4,5 (6,0-22,0) 17,946,2 (6,0-30,5) 0,005
t 15,0 20,0 .
DCSI (mm) 16,746,6 (5,0-30,0) 21,08,2 (6,0-43,0) 0,028
gz s :t 35,0 4015
Gordura periférica (mm) 34,3+10,5 (4,0-57,0) 39,3+10,9 (15,5-58,0) 0,075
1 30,8 36,8 "
Gordura central (mm) 30,5+10,0 (12,0-49,0) 38,9+13,6 (17,0-73,5) 0,009
Parametros bioquimicos
. " 12,7 12,8
Hemoglobina (g/dL) 12,6+0,9 (10.3-13,9) 13,0+0,9 (11.4-14,6) 0,095
f i rond 40,2 40,9
Hematdcrito (%) 40,1+2,8 (32,3-44,0) 41,1427 (37,0-46,2) 0,140
. t 1,31 1,57 .
Retinol (umol/L) 1,34+0,31 (0,49-1,90) 1,56+0,43 (0,68-2,57) 0,025
) + 0,03 0,05
a-caroteno (umol/L) 0,04+0,03 (0,01-0,13) 0,05+0,03 (0,01-0,13) 0,337
] + 0,24 0,33 *
-caroteno (umol/L) 0,27+0,17 (0,08-0,92) 0,42+0,31 (0,09-1,37) 0,029
. . + 0,68 0,76
Luteina+zeaxantina (umol/L) 0,71+0,20 (0,40-1,23) 0,87+0,41 (0,45-2,18) 0,188
a-tocoferol (pmoI/L)Jr 14,01+3,79 (9,01;;31,37) 17,16+4,95 (8,5116:5’36,77) 0,008*
3 1 1,89 2,09
y-tocoferol (umol/L) 1,97+0,65 (0,46-3,86) 2,10+0,80 (1,04-4,17) 0,482
Ingestédo Dietética
. . 242,3 248,4
Carboidratos (g/dia) 245,3+39,5 (159,2-330,3) 235,8+26,4 (210,6-298,9) 0,330
Proteinas (g/dia)i 65,4+17,7 (31’2_21’33’5) 68,6+16,1 (40’8?1'(1)9’1) 0,465
- Nt 48,2 58,3 "
Lipidios (g/dia) 49,4+17,5 (18,4-80,6) 59,2+17,1 (18,0-100,5) 0,032
N ot 403,5 483,0 *
Vitamina A (ug/dia) 413,8+87,0 (242,3-626,4) 486,4+105,2 (265,1-699,2) 0,008
o .\t 4,1 4.4
Vitamina E (mg/dia) 4,2+1,0 (2,9:6.3) 4,5+0,8 (2,9:6.1) 0,143
) ot 35,7 343,3 .
a-caroteno (ug/dia) 196,9+260,6 (0,0-942,4) 466,8+480,4 (0,0-1728,6) 0,015
i 1 1050,2+553, 1201,5 2076,6+£1467 1691,9 .
B-caroteno (ug/dia) I 6 (78.5-2088,3) 6 ©3.3-5422,3) 0001
Luteina+zeaxantina (pg/dia) 720 8+483.1 700,4 971,1+695.9 843,9 0.279

(66,1-1697,6)

(89,4-2449,3)

(Continua)
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Tabela 1 - Caracteristicas gerais das nutrizes e dos recém-nascidos, do municipio de Vigosa-MG, 2013.

Nutrizes
L, Adolescentes Adultas
Variavel - - P
X +DP Mediana X +DP Mediana
X+ (Min-Méx) * (Min-Méx)
Leite Humano (umol/L)
. 1,03 1,00
Retinol 1,31+0,96 (0,25.04,14) 1,12+0,56 (0,36-3,19) 0,756
) + 0,001 0,001
a-caroteno 0,002+0,003 (0,001-0,01) 0,003+0,003 (0,001-0,01) 0,108
_ t 0,14 0,14
[B-caroteno 0,16+0,06 (0,11-0.43) 0,16+0,04 (0,11-0,29) 0,941
. ot 0,27 0,24
Luteinatzeaxantina 0,30%0,16 (0,12-0,76) 0,27+0,14 (0,13-0,82) 0,734
] T 3,92 3,40
a-tocoferol 3,80+1,14 (1,96-6,80) 3,65+1,10 (1,95-5.87) 0,564
) t 0,90 0,76
y-tocoferol 1,01+0,42 (0,47-1,76) 0,85+0,45 (0,29-1,67) 0,150

X +DP = Médiatdesvio padrdo; Min = minimo; Max = méaximo; IMC =indice de massa corporal; GC =
Gordura corporal; DCT = Dobra cutanea tricipipital; DCSE = Dobra cutanea subescapular; DCSI = Dobra
cuténea suprailiaca; HDL-c = Lipoproteina de alta densidade de colesterol; LDL-c = Lipoproteina de baixa
densidade de colesterol. GC = Gordura corporal. Gordura periférica = DCB+DCT; gordura central =
DCSE+DCSI.

*Significancia estatistica (P<0,05); "Teste de Mann-Whitney; *Teste T Student.

A influéncia das caracteristicas maternas sobre o contetudo de retinol,
carotenoides e tocoferdis foram estudadas segundo com a faixa etaria das
nutrizes (Tabelas 2-4). Nutrizes adolescentes com baixa escolaridade
apresentaram concentracbes superiores de [B-caroteno (P=0,019). Nenhuma
das demais varidveis socioecondmicas e gestacionais influenciou
significativamente os contetdos dos analitos do leite.

Nutrizes adolescentes com percentual de gordura corporal acima do
percentil 90 apresentaram maior concentracdo de retinol no leite (P=0,020).
Para as demais caracteristicas antropométricas e de composicéo corporal, ndo
foram encontradas diferencas em relagao a nenhum nutriente, independente da
faixa etéria.

Adolescentes anémicas apresentaram maiores concentracbes de
tocoferdis no leite, em oposicdo as adultas, que exibiram menores
concentracdes de retinol.

A ingestdo alimentar dos micronutrientes ndo influenciaram o seu
conteudo no leite. N&o foram encontradas correlagdes entre as concentracdes
de retinol, carotenoides e tocoferois do leite e plasma, exceto para y-tocoferol
(r=0,500, P=0,005) em adultas.
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Tabela 2 - Concentracdes de retinol e carotenoides no leite humano segundo variaveis socioeconémicas,
bioquimicas e nutricionais de nutrizes adolescentes, do municipio de Vicosa-MG, 2013.

Adolescentes

Retinol a-caroteno B-caroteno Luteina+zeaxantina
Variaveis % X ou X ou X ou X ou
Mediana P Mediana P Mediana P Mediana P
(umol/L) (pmol/L) (umol/L) (umol/L)

Etnia
Branca 20,0 0,821 0,001 0,135 0,218
Negra 23,3 1,302 0,229 0,001 0,973 0,147 0,723 0,292 0,267
Parda 56,7 1,018 0,001 0,142 0,282
Classe econdmica’
B 16,7 1,045 0,001 0,118 0,183
C 60,0 1,154 0,529 0,001 0,368 0,144 0,055 0,287 0,683
D/E 23,3 0,852 0,001 0,152 0,245
Escolaridade?
< 8 anos 66,7 1,141 0,001 0,148 * 0,274
> 8 anos 33,3 0,797 0,391 0,001 0.129 0,124 0,019 0,232 0,582
Paridade *
Primiparas 86,7 0,994 0,001 0,141 0,269
Multiparas 13,3 1,650 0211 0,002 0,692 0,163 0,376 0,278 0,647
Estado Nutricional
Pré-gestacional®
Baixo peso 20,7 0,813 0,003 0,136 0,236
Eutrofia 69,0 1,009 0,456 0,001 0,375 0,148 0,821 0,251 0,929
Excesso de peso 10,3 1,291 0,001 0,136 0,301
Estado Nutricional®
Baixo peso 10,0 1,761 0,006 0,137 0,264
Eutrofia 73,3 0,893 0,243 0,001 0,142 0,152 0,354 0,269 0,520
Excesso de peso 16,7 1,073 0,001 0,134 0,179
GC (%) )
< p90 (32,78) 90,0 1,023 " 0,001 0,146 0,282
> p90 (32.78) 10,0 1,857 020" ggor OS5 ghap 0201 g4 0,226
Gordura periférica
(mm)*
< p90 (48,60) 90,0 1,018 0,001 0,143 0,257
> p90 (48.60) 100 1648 0%%  goor 9809 gizg 0917 ez 0744
Gordura central
(mm)*
< p90 (46,25) 90,0 1,018 0,001 0,146 0,257
> p90 (46,25) 10,0 1,648 0.284 0,001 0,557 0,125 0.156 0,282 0,904
Hemoglobina
(9/dL)
<12 20,0 1,154 0,006 0,143 0,323
> 12 go.0 1008 %Y ooor 0097 g4z 0595 g5 0078
Ingestao Dietética*
< mediana - 0,733 0,001 0,146 0,218
> mediana . 1073 9%2 goor 9904 ghug 0415 ghgg 0,054

X = média; GC = Gordura corporal; p90 = percentil 90. Gordura periférica = DCB+DCT; Gordura central =
DCSE+DCSI.
*Significancia estatistica (P<0,05); "Teste de Kruskal-Wallis, *Teste de Mann-Whitney, *Teste T Student.
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Tabela 3 - Concentragfes de retinol e carotenoides no leite humano segundo variaveis socioeconémicas,
bioguimicas e nutricionais de nutrizes adultas, do municipio de Vigosa-MG, 2013.

Adultas
Retinol a-caroteno B-caroteno Luteina+tzeaxantina
Variaveis % X ou X ou X ou X ou
Mediana P Mediana P Mediana P Mediana P
(umol/L) (umol/L) (pmol/L) (umol/L)

Etnia
Branca 36,7 0,913 0,005 0,147 0,234
Negra 36,7 0,897 0,350 0,001 0,744 0,146 0,536 0,282 0,671
Parda 26,7 1,147 0,001 0,136 0,221
Classe econdmica’
B 30,0 1,269 0143 0,001 0,092 0,142 0,209 0,229 0,796
C 56,7 0,848 ' 0,004 0,142 0,244
D/E 13,3 0,880 0,001 0,119 0,251
Escolaridade?
< 8 anos 30,0 1,348 0,167 0,001 0,157 0,136 0,402 0,272 0,378
> 8 anos 70,0 0,897 0,001 0,142 0,228
Paridade*
Primiparas 36,7 1,020 0,747 0,005 0,138 0,142 0,880 0,229 0,983
Multiparas 63,3 0,960 0,001 0,142 0,240
Estado Nutricional
Pré-gestacional®
Eutrofia 64,3 0,997 0,962 0,001 0,292 0,142 0,924 0,231 0,848
Excesso de peso 35,7 1,100 0,003 0,141 0,250
Estado Nutricional®
Eutrofia 43,3 0,796 0250 0,001 0,456 0,142 0,391 0,254 0,722
Excesso de peso 56,7 1,241 ’ 0,003 0,142 0,234
GC (%)
<p90 (32,78) 90,0 0,960 0.809 0,001 0,519 0,142 0,972 0,233 0,863
>p90 (32,78) 10,0 1,241 ' 0,001 0,151 0,281
Gordura periférica
(mm)*
< p90 (48,60) 90,0 0,913 0351 0,001 0,830 0,153 0,468 0,240 0,388
> p90 (48,60) 10,0 1,241 ’ 0,001 0,128 0,213
Gordura central
(mm)*
< p90 (46,25) 90,0 1,020 0.704 0,001 0,252 0,142 0,704 0,234 0,863
> p90 (46,25) 10,0 0,960 ' 0,001 0,136 0,272
Hemoglobina
(9/dL)
<12 17,2 0,631 0.024* 0,001 0,834 0,151 0,686 0,281 0,954
=212 82,8 1,163 ’ 0,001 0,141 0,231
Ingestdo Dietética’
< mediana - 0,913 0694 0,005 0,315 0,136 0,576 0,247 0,646
> mediana - 0,990 ' 0,001 0,142 0,228

X = média; GC = Gordura corporal; p90 = percentil 90. Gordura periférica = DCB+DCT,; Gordura central =
DCSE+DCSI.
*Significancia estatistica (P<0,05); "Teste de Kruskal-Wallis, *Teste de Mann-Whitney.
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Tabela 4 - ConcentracBes de tocoferdis no leite humano segundo variaveis socioeconémicas, bioquimicas e
nutricionais de nutrizes adolescentes e adultas, do municipio de Vicosa-MG, 2013.

Adolescentes Adultas
a-tocoferol y-tocoferol a-tocoferol y-tocoferol
Variaveis % X ou X ou % X ou X ou
Mediana P Mediana P Mediana P Mediana P
(umol/L) (umol/L) (umol/L) (umol/L)

Etnia®
Branca 20,0 3,427 0.165 0,881" 36,7 3,611 0,750
Negra 23,3 4,501 ' 1,035 0,894 36,7 3,798 0,832 1,030 0,267
Parda 56,7 3,641 0,902 26,7 3,486 0,753
Classe econdmica®
B 16,7 3,449 0.668 1,194 30,0 4,147 0,791"
C 60,0 3,945 ' 1,000 0,603 56,7 3,362 0,225 0,701 0,754
D/E 23,3 3,672 0,927 13,3 3,727 0,933
Escolaridade? )
< 8 anos 66,7 3,873 0,624 0,945 66,7 3,810 1,144
> 8 anos 33,3 3,651 0,858 0.759 33,3 3,114 0.197 0,662 0.108
Paridade . , . :
Primiparas 86,7 3,739 0,471 0,902 86,7 3,520 0,678
Multiparas 13,3 4,190 1,144 0.728 13,3 3,719 0,639 0,791 0,780
Estado Nutricional
Pré-gestacional®
Baixo peso 20,7 4,051 0,968 - - - -
Eutrofia 69,0 3,922 0,704 0,881 0,938 64,3 3,291 0924 0,700 0811
Excesso de peso 10,3 3,689 0,902 35,7 3,518 ' 0,825 '
Estado Nutricional®
Baixo peso 10,0 4,102 1,629 - - - - -
Eutrofia 73,3 3,922 0,163 0,991 0,300 43,3 3,157* 0.691 0,779% 0.436
Excesso de peso 16,7 3,243 0,72 56,7 3,616 ’ 0,910 ’
GC (%) ]
< p90 (32,78) 90,0 4,000 1,013 90,0 3,601 0,515 0,723
> p90 (32.78) 100 3243 0137 o704 09T 450 4047 1381 057
Gordura periférica
(mm)?
< p90 (48,60) 90,0 3,895 0557 0,947 0,886 90,0 3,623% 0,738 0,791 0216
> p90 (48,60) 10,0 4112 ' 0,858 10,0 3,825 0,322 k
Gordura central
(mm)*
< p90 (46,25) 90,0 3,895 0,891 0,886 90,0 3,157 0,791
> p90 (46,25) 10,0 4,081 0,863 1,058 10,0 3,616 0,604 0,701 0,809
Hemoglobina
(9/dL) .
<12 20,0 4,424 N 1,401 « 17,2 4,005 1,072
> 12 80.0 3554 015" o774 001" gog 3eq 0908 i3 0448
Ingestao Dietética . . . .
< mediana - 3,941 1,064 3,371 0,983 0,857
> mediana . 3658 0906 5o57 0498 3,616 0,850 99

X = média; Xi = mediana; GC = Gordura corporal; p90 = percentil 90. Gordura Periférica = DCB+DCT; gordura
periférica = DCSE+DCSI.
*Significancia estatistica (P<0,05); "Teste de Kruskal-Wallis, *Teste de Mann-Whitney, *Teste T Student, ®ANOVA
one way.

Discusséo

Muitas pesquisas envolvendo o aleitamento materno e seus beneficios
tém sido desenvolvidas, entretanto as caracteristicas maternas e sua influéncia
sobre a composicdo do leite humano, principalmente em relacdo a

micronutrientes, ainda s&o controversos®®%°.
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Gravidez e lactacdo compreendem fases de vulnerabilidade nutricional
elevada, na qual necessidades nutricionais aumentam com o intuito de proteger
e promover a saude materna e infantil, sendo estes requerimentos ainda mais
expressivos em adolescentes, pelo somatério com demandas necessarias para
o crescimento na mae?%’,

No presente estudo, as diferengcas entre a escolaridade, idade
ginecologica e numero de filhos era esperada entre as nutrizes adolescentes e
adultas. A insercdo das nutrizes adultas no mercado de trabalho, bem como a
presenca de um companheiro, pode explicar a maior renda deste grupo.

Sabe-se que individuos com condi¢des socioecondmicas desfavoraveis
e baixo grau de instrucdo apresentam, normalmente, pior estado nutricional,
pois tendem a ter conhecimento mais restrito sobre assuntos relacionados a
cuidados com a salde e importancia de escolhas alimentares adequadas®’. A
associacdo destes dois fatores pode ser uma provavel justificativa para o
menor numero de consultas pré-natal realizado pelas adolescentes, assim
como para os valores inferiores identificados pelo IMC pré-gestacional,
parametros antropométricos e de ingestao dietética (Tabela 1).

Além disso, o estado nutricional pré-gestacional das nutrizes
adolescentes, marcado por valores inferiores de IMC quando comparados aos
das adultas, pode ser reflexo da fase em que se encontram, caracterizada por

alteracées na composicdo corporal®®

. H4 um aumento ponderal no periodo que
antecede a adolescéncia, utilizado como reserva para o crescimento, seguido
pela reducdo da velocidade de ganho de gordura corporal, marcada pelo inicio
do estirdo de crescimento®®*°. Os menores valores encontrados pela avaliagéo
antropométrica e de composi¢do corporal também podem estar associados a
essas alteracdes. Independente da adolescéncia, um estudo brasileiro verificou
correlacdo positiva entre IMC e %GC, e a idade materna®..

N&o foram encontrados estudos que esclarecessem a diferenca entre as
concentracbes plasmaticas de retinol, B-caroteno e a-tocoferol entre nutrizes
adolescentes e adultas, como encontrados no presente estudo.

Sabe-se que, fisiologicamente, adolescentes apresentam menores
valores de lipoproteinas plasmaéticas em relacdo aos adultos®, e que, na
puberdade, pode ocorrer uma queda das concentracdes sanguineas de
colesterol total, lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) e lipoproteina de baixa

e alta densidade (HDL-c), associadas a influéncia exercida pela maturacdo
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sexual’®. Esses fatos podem representar uma justificativa plausivel para as
diferencas existentes entre as concentragdes de 3-caroteno e a-tocoferol, visto
que carotenoides e tocoferdis possuem vias semelhantes de transporte e
metabolismo pelas lipoproteinas plasmaticas para os tecidos*®.

A ingestdo dietética inferior de vitamina A e carotenoides € outro
provavel fator para explicar as diferentes concentracbes plasmaticas dos
micronutrientes nas adolescentes, bem como o menor consumo de lipidios,
uma vez que eles podem interferir na biodisponibilidade e absorcdo das
vitaminas lipossoluveis e carotenoides*”.

As baixas ingestdes meédias das vitaminas A e E, por nutrizes
adolescentes e adultas, corroboram com o descrito na literatura por outros
pesquisadores®>3*3* N&o foi possivel classificar o consumo de carotenoides
pela auséncia de recomendacdes pelas DRIs*, mas os valores encontrados

foram inferiores aos calculados em outros estudos®*°.

Possivelmente, a
ingestao inferior de micronutrientes por nutrizes adolescentes pode ser reflexo
dos habitos alimentares inadequados deste grupo, com baixa frequéncia de
consumo de produtos lacteos, frutas e hortalicas>*3*.

As concentragdes de retinol, a-caroteno e tocoferéis no leite humano
foram semelhantes ao encontrado em investigacdes semelhantes®2%3¢:37:3940
ao passo que, as concentracbes de [(-caroteno e luteina+zeaxantina foram
superiores’3%36:37,

N&o foram encontradas diferencas significativas entre as concentracdes
dos nutrientes no leite de adolescentes e adultas. No Brasil foi identificado
apenas um estudo confrontando diretamente as concentracdes de vitamina A
no leite maduro, segundo faixa etaria e nivel socioecondmico®. Outro avaliou
as concentracbes de a-tocoferol no colostro de nutrizes adolescentes e

2638 Estes

adultas®®. Nenhum deles identificou diferenca entre os grupos
resultados sugerem que, independente da faixa etaria da nutriz, os
mecanismos de mobilizagao e transporte de nutrientes para o leite materno néo
sofrem alteraces significativas, priorizando as demandas do lactente?.

Apesar das condi¢cdes socioecondmicas e nutricionais da nutriz serem
apontados como fatores influentes das concentragdes dos nutrientes no leite

2,3,41

humano , a relacdo entre as concentracdes de retinol, carotenoides e

tocoferdis e as variaveis maternas ainda é controversa.
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A escolaridade (< 8 anos) foi a unica variavel socioeconémica que
influenciou um analito do leite, o B-caroteno, entre as adolescentes. Dimenstein
e colaboradores** também relataram resultado semelhante e inesperado, mas
com média mais baixa de retinol em mulheres com escolaridade mais alta.

A concentracdo mais elevada de retinol, em nutrizes adolescentes, com
maior %GC (>p90) pode estar relacionada aos maiores concentracbes de
Proteina Ligante de Retinol (Retinol Binding Protein — RBP), secretada pelos
adipécitos e figado, em individuos obesos™®. A RBP é o principal transportador
de retinol para a glandula mamaria®>.

Maiores concentragdes de retinol foram encontrados em nutrizes adultas
nao anémicas (= 12 mg/dL), em oposi¢cdo aos menores valores de tocoferois
em adolescentes. Em grupos populacionais mais vulneraveis, tém sido
observadas correlagbes entre hemoglobina e retinol sérico/plasmatico,
sustentando a hipotese de que a deficiéncia de ferro altera a distribuicdo de
vitamina A no plasma®.

Semelhante ao presente estudo, outros pesquisadores também nao
encontraram correlacdes entre nutrientes do leite humano e plasmaticos®*2.
Diferentes mecanismos podem estar associados ao transporte de retinol e
tocoferéis para os fluidos, como sugerido por Azeredo e Trugo™.

Nutrizes com baixa ingestdo de vitaminas podem apresentar
concentracfes mais baixos desses compostos no leite e, como consequéncia,
tornar o lactente mais vulneravel a quadros de deficiencias®'®. Embora a
relacdo positiva entre a alimentacdo e as concentracdes de nutrientes tenha
sido demonstrada’?, nenhuma correlacéo foi identificada no presente estudo e
por outros autores*>#°.

Embora alguns autores tenham demonstrado relacdo da paridade® e
IMC pré-gestacional® e estado nutricional**, similarmente aos resultados
encontrados no presente estudo, vérias investigagbes ndo constataram a
interferéncia das caracteristicas maternas sobre a concentracdo de retinol,
carotenoides e tocoferdis no leite humano®34%3,

A pouca influéncia exercida pelas caracteristicas maternas sobre as
concentracbes de nutrientes do leite sugerem a existéncia de um mecanismo
de adaptacdo da glandula maméria para garantir a manutencdo de

concentracdes adequadas para atender as necessidades diarias do lactente*.
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Concluséo

Nutrizes adolescentes apresentaram valores inferiores para as variaveis
socioeconbmicas, obstétricas, gestacionais, antropométricas, bioquimicas e
dietéticas. Nao houve diferenca entre as concentracdes de retinol, carotenoides
e tocoferdis no leite humano entre os grupos estudados.

As analises do grupo de adolescentes indicaram gque a escolaridade e as
concentragbes de hemoglobina influenciaram de maneira negativa as
concentragcbes de [-caroteno e tocoferois, respectivamente, e o percentual de
gordura corporal afetou positivamente o conteudo de retinol. Para as adultas
apenas a concentracdo de hemoglobina interferiu no conteado de retinol do
leite, positivamente.

Possivelmente as concentracbes de nutrientes do leite humano
independem de fatores socioeconémicos, alimentares e de saude de maneira
isolada, e seja, provavelmente, multifatorial. Entretanto, mais estudos
epidemiologicos sdo necessarios para elucidar melhor a influéncia das

caracteristicas maternas sobre a composicdo dos nutrientes neste fluido.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Verificou-se que as nutrizes adolescentes apresentavam ingestao
inferior de lipidios totais, vitamina A, a e B-caroteno em relacdo ao grupo das
adultas. Foram encontradas prevaléncias de aproximadamente 100% de
ingestdes inadequadas das vitaminas, para ambos os grupos.

A comparagdo entre 0S grupos evidenciou menores concentracoes
sanguineas de colesterol total, lipoproteinas de alta densidade, retinol, B-
caroteno e a-tocoferol em nutrizes adolescentes.

Elevada prevaléncia de deficiéncia de vitamina A foi detectada a partir
da analise das concentracdes de retinol no leite humano. As concentracdes de
retinol, carotenoides e tocoferdis do leite humano nédo diferiram entre nutrizes
adolescentes e adultas estudadas.

Varias correlacdes foram identificadas entre as concentracbes dos
nutrientes no leite e no plasma, entretanto nenhuma correlagdo significativa
entre o conteudo dos fluidos entre si, exceto para o y-tocoferol.

O consumo alimentar das vitaminas e carotenoides também n&o se
correlacionou com as concentragdes dos nutrientes do leite, diferentemente do
padrdao encontrado no plasma, contemplando correlagdes positivas entre
retinol, B-caroteno e luteina+zeaxantina.

Em concluséo, o presente estudo demonstrou que o contetdo de retinol,
carotenoides e tocofer6is do leite ndo dependem da faixa etaria, estado
nutricional em relacdo ao nutriente e ingestéo alimentar da nutriz, corroborando

com a hipétese de uma mobilizacdo prioritaria de nutrientes para o lactente.
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7. APENDICES
APENDICE A - Termo de consentimento livre e esclarecido
UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

DEPARTAMENTO DE NUTRICAO E SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIA DA NUTRICAO  nutricao

Nome:
Idade: Data: / /

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Concordo voluntariamente em participar desta pesquisa que tem como objetivo
“comparar as concentragdes dos acidos graxos, retinol, carotenoides e tocoferdis no leite
humano de nutrizes adolescentes e adultas”. Serdo aferidas as medidas antropométricas
da crianca (peso, comprimento e perimetros cefalico e toracico) e da mae (peso, altura e
dobras cutaneas tricipital e subescapular), aplicado questionarios para obtencdo de
informacdes relacionadas a alimentagdo e ao estilo de vida materno e coletado amostras
de leite humano e de sangue da mae. A coleta do leite humano e do sangue ocorrera
entre 30-180 dias pds-parto. Em cada periodo, sera coletado leite humano de acordo
com a disponibilidade materna, no momento e em quantidade que ndo prejudique a
alimentacédo da crianca e 10 mL de sangue venoso. Estou ciente, também, que nao terei
nenhum tipo de vantagem econdmica ou material por participar do estudo, e que poderei
abandonar a pesquisa em qualquer etapa de seu desenvolvimento. Estou em
conformidade que meus resultados obtidos, sejam divulgados no meio cientifico,

sempre resguardando minha individualidade e identificacao.

Nome da participante:
Assinatura:
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APENDICE B - Questionario estruturado (1° e 2° encontros)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
7 DEPARTAMENTO DE NUTRIGAO E SAUDE )
'# PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA DANUTRIGAO v, 7

Al o024
Nﬁ;;i;éo
QUESTIONARIO (1° ENCONTRO)
PROTOCOLO N°: DATA: / /
1. DADOS PESSOAIS
Nome da nutriz:
Endereco:
Bairro:
Referéncia: | Tel:
2. DADOS DO LACTENTE
Nome:
Data de nascimento: / / Sexo: (1) Masculino  (2) Feminino
Idade gestacional: D.U.M.:
Peso ao nascer: Comprimento ao nascer:
Classificacéo do RN segundo PN e IG:
(1) GIG = peso ao nascer > P90 para IG
(2) AIG = peso ao nascer entre P10 e P90 para IG
(3) PIG = peso ao nascer < P10 para IG
indice de Apgar: 1°: 5
A crianca foi internada: (0) Ndo (1) Sim. Se sim, qual(is) motivo(s):
Tempo de internagdo em dias:
A crianca ja fez exame de sangue? (0) Ndo (1) Sim. Se sim, qual(is) exame(s):
Resultado:
A criancga ja fez exame de fezes? (0) Ndo (1) Sim. Resultado:
O cartdo de vacinagéo esta completo? (0) Ndo (1) Sim
3. DADOS SOCIOECONOMICOS:
Estado civil: (1) Solteira (2) Casada (3) Relagdo estavel (4) Outro
Escolaridade materna (anos completos): | Profissdo materna:
Condicdo atual de trabalho da nutriz: (1) emprego formal (2) emprego informal (3) desempregada
Quantas pessoas moram no domicilio? (incluindo a sra.) | Namero de filhos:
O pai mora com a mée da crianga? (0) Ndo (1) Sim
Escolaridade paterna (anos completos): | Profissdo paterna:
Condicdo atual de trabalho do cénjuge: (1) emprego formal (2) emprego informal (3) desempregado
Renda familiar (R$): ‘ Namero de pessoas que dependem da renda:
O imovel é préprio:  (0) Ndo (1) Sim
Na sua casa tem:
QUANTIDADE
ITENS 0 1 2 3 [ 4ou+
Televisdo em cores
Radio
Banheiro
Automovel
Empregada mensalista
Maquina de lavar
Video cassete e/ou DVD
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QUANTIDADE
IS 0 1 2 3 40u+
Geladeira
Freezer (aparelho independente ou parte da geladeira duplex)
Quem a senhora considera como chefe da familia?
Grau de instrucdo do chefe da familia:
NOMENCLATURA ANTIGA NOMENCLATURA ATUAL PONTUACAO
Analfabeto/ Primario incompleto Analfabeto/ Até 3% série fundamental/ Até 32 série 1° grau 0
Primario completo/ Ginasial incompleto Até 42 série ensino fundamental/ até 42 série 1° grau 1
Ginasial completo/ Colegial incompleto Fundamental completo/ 1° grau completo 2
Colegial completo/ Superior incompleto Médio completo/ 2° grau completo 4
Superior completo Superior completo 8

Classificacéo:

4. CONDICOES DE HABITACAO:

Abastecimento de agua: (1) Pablico (2) Pogo (3) Outro

Tratamento de 4gua: (1) Filtracdo (2) Fervura (3) Cloragdo (4) Sem tratamento

Energia elétrica:  (0) Ndo (1) Sim

Destino do lixo: (1) Coleta publ

ica (2) Enterra/ queima (3) Quintal (4) Outro

Destino de dejetos: (1) Esgoto

(2) Fossa (3) Céu aberto (4) Outro

5. DADOS OBSTETRICOS E GESTACIONAIS:

Idade da menarca: | Namero de gestacdes: | Namero de partos:

Amamentou os filhos anteriores?
Se sim, quanto tempo durou o ale

(0) Ndao (1) Sim
itamento materno de cada filho:

Ordem da crianca:

Local:

Assisténcia pré-natal atual:  (0) Ndo (1) Sim Numero de consultas:

Intervalo do altimo parto:

Tipo de parto: (1) Normal (2) Cesarea (3) Férceps

Peso pré-gestacional:

IMC pré-gestacional:

Peso ultima consulta pré- | Data Ultima consulta pré-natal: Ganho de peso na gestagao:
natal:
Intercorréncias na gestacdo? (0) Ndo (1) Sim
Qual? (1) Obstipagdo  (3) Diabetes (5) Hipertensao
(2) Edema (4) Pré-eclampsia (6) Outro

A senhora ficou internada ap6s o parto? (0) Ndo (1) Sim. Se sim, qual o motivo?

Tabagismo?  (0) Ndo (1) Sim
Na gestacdo? (0) Ndo (1) Sim

Ne° cigarros/dia:
N° cigarros/dia:

Faz uso de bebida alcodlica?

(0) Nao (1) Ocasionalmente (2) Semanalmente (3) Todo dia

Fez uso de bebida alcodlica na gestagdo? (0) Ndo (1) Ocasionalmente (2) Semanalmente (3) Todo dia

Uso de medicamentos na | Quais?
gestagdo? Més de inicio:
(0) Nao (1) Sim Duracéo:
Uso de suplemento na | Quais?
gestagdo? Més de inicio:
(0) Nao (1) Sim Posologia:
Duragéo:
Intercorréncia neonatais? (0) | Qual? (1) Sofrimento fetal (2) Ictericia (3) Outro:
Nao (1) Sim
Até que idade pretende amamentar? (0) ndo pretende amamentar

Estd com alguma dificuldade para amamentar? (0) Ndao (1) Sim. Qual?

AfeccBes mamarias? (0) Ndo (1)

Sim. Qual?

Quantas horas (ou minutos) apds o parto a crianga mamou?
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6. DADOS DA NUTRIZ:

Data de nascimento: / / | Idade:

Raca: (1) branca (2) negra (3) parda (4) amarela (5) indigena

A senhora ja ficou internada? (0) Nao (1) Sim. Se sim, qual motivo?

A senhora voltou a trabalhar depois que a crianca nasceu? (0) Ndo (1) Sim

Que idade a crianca tinha quando comecou/voltou a trabalhar? meses dias
Quantos dias por semana a senhora trabalha fora? dias/semana
Quantas horas por dia a senhora fica fora de casa? horas/dia

Utiliza: (1) SUS (2) Particular (3) Plano de saide (4) Convénio intermunicipal

Que unidades de saude utiliza quando necessario: (1) Hospital local (2) PSF
(3) Hospital de outro municipio (4) Posto de satde/Policlinica (5) Outros

Participacdo em programas assistencialistas: (0) Ndo (1) Sim Quais:
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
DEPARTAMENTO DE NUTRICAO E SAUDE .
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA DA NUTRICAO

QUESTIONARIO (2° ENCONTRO)

</

L
s v S

Nuilji;;éo

Nome: Data: / /

AVALIACAO ANTROPOMETRICA E DA COMPOSICAO CORPORAL DA NUTRIZ

30-120 dias pbs-parto

Peso (No pés-parto imediato: )
Estatura
IMC
BIA
CB
CMB
Dobra cuténea bicipital 12 22 3% Média:
Dobra cuténea tricipital 12 22 3% Média:
Dobra cutdnea | 1% 22, 38 Média:
subescapular
Dobra cutanea supra-iliaca | 1% 22; 3 Média:
Suplemento? (0) Ndo (1) Sim | Qual? Posologia:
Medicamento? (0) Nd&o (1) Sim | Qual? Posologia:

AVALIACAO ATUAL DO LACTENTE: ANTROPOMETRIA E DIETETICA
Peso Comprimento:
Perimetro cefalico: Perimetro toracico:
Usa chupeta? (0) Ndo (1) Sim Usa mamadeira? (0) Ndo (1) Sim
Suplemento? (0) Ndao (1) Sim Qual? Posologia: Duracéo:
Medicamento? (0) Ndo (1) Sim | Qual? Posologia: Duracéo:
A crianga j& consome? (S/N)
() Agua ()Cha () Suco de frutas ( ) Mingau ( ) Bebidas lacteas ()
Acucar
() Leite de vaca (in natura ou em po) ( ) Férmula infantil. Qual?
( ) Engrossante (maizena, neston, farinha lactea, fuba...) () Frutas () Carne () Arroz
() Feijao (caldo?) ( ) Ovo (gema?) ( ) Legumes ( ) Verduras (folhas) () Péo
() Bolo, broa (amassados?) ( ) Biscoito (esfarelado?) () Café () Balas, doces, chocolates ()
Refrigerante
Tipo de aleitamento (ndo perguntar): (1) Exclusivo  (2) Predominante (3) Misto (4) Complementado

ORDENHA DO LEITE HUMANO

Horério da Ultima mamada:

Ordenha do leite na mama succionada? (0) Ndo (1) Sim
Ordenha do leite em quantas mamas? (1) Uma (2) Duas
Outras observacdes:
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APENDICE C — Recordatério alimentar de 24 horas

RECORDATORIO 24 HORAS (1° ENCONTRO)

Nome: Data: [/
N OBSERVACOES
REFEICAO ALIMENTOS MEDIDA CASEIRA (Modo de
preparo)

Café da manha
Horério:

Local:

Lanche (manha)
Horério:

Local:

Almoco
Horério:

Local:

Lanche (tarde)
Horério:

Local:

Jantar

Horério:

Local:

Ceia
Horario:

Local:
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APENDICE D - Questionario de frequéncia de consumo alimentar

Nome:

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

DEPARTAMENTO DE NUTRICAO E SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA DA NUTRICAO

Data: /

Nul?ri};éo

QUESTIONARIO DE FREQUENCIA DE CONSUMO ALIMENTAR (1° ENCONTRO)

Alimento

Consumo

Diario

Semanal

Ix | 2x

1x

2X

3x

4x

5x

Bx Quinzenal

Mensal

N&o consome ou
raramente

Quantidade (medida
caseira)

Abacate

Abo6bora Moranga

Abobrinha

Agrido

Amendoim

Apresuntado/ presunto/
mortadela

Azeite de oliva

Bacon

Banha

Batata doce

Caqui

Carne bovina costela

Carne bovina moida

Carne bovina musculo

Carne de frango com pele

Carne de frango sem pele

Carne suina costela

Carne suina pernil/ lombo
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Alimento

Consumo

Diario

Semanal

Quinzenal

Mensal

N&o consome ou
raramente

Quantidade
(medida caseira)

1x

2X

1x

2X

3x

4x

5x

6Xx

Castanhas

Cenoura

Coco

Couve Crua

Couve Refogada (quanto de
6leo)

Creme de leite

Figado de boi

Figado de galinha

Gordura vegetal

logurte

Leite cru

Leite desnatado

Leite em p6 desnatado

Leite em po integral

Leite integral

Linguica

Maionese

Manga

Manteiga

Margarina

Meldo

Nozes

Oleo (especificar:
quanto dura 1L.:

Oleo (especificar:
quanto dura 1L.:

Ovo
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Alimento

Consumo

Diario

Semanal

Ix | 2x

1x

2X

3X | 4x

5x

ox Quinzenal

Mensal

N&o consome ou
raramente

Quantidade (medida
caseira)

Peixe

Péssego (in  natura

conserva)

ou

Pimentdo vermelho

Queijo cheddar

Queijo cottage

Queijo minas

Queijo mussarela

Queijo parmesao

Queijo prato

Queijo provolone

Requeijao

Ricota

Sardinha/ atum

Sementes
(girasol, gergelim)

oleaginosas

Suco artificial (marca)

Suco natural (de:

Tangerina ou mexerica

Tomate

145




APENDICE E - Perfis cromatograficos
A. B.
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Figura 1: Perfis cromatograficos do retinol no leite humano (A) e plasma materno (B), e padrdo de retinol (C), por cromatografia liquida de alta

eficiéncia.
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APENDICE E - Perfis cromatograficos
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Figura 2: Perfis cromatograficos dos carotenoides no leite humano (A) e plasma materno (B), e padrao de luteina (C), por cromatografia liquida de alta

eficiéncia.
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APENDICE E - Perfis cromatograficos
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Figura 3: Perfis cromatogréficos do padrao de a-caroteno (A) e padrdo de B-caroteno (B), por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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APENDICE E - Perfis cromatograficos

8 -
3 100
H a0 8 0
8 80 S
g 3 25
g
o - X
3 4
] s 8 20
3 60 3 o 2
S k) 2 =
s ] g
3 o 3
K] § g 3
3 g ]
< s 3 s @
8 8 3 0 « 3
g & 2 B B H
g 3 £ _ 8 g
N o8 " s 3
< 3 2 -]
E g <
b E H 10
N <

Y-tocoferol

Minutes Minutes

159016

D-toc 5.865

00 25 50 75

o 1 2 3 4 s 6 7 8 9 10 1
Minutes

Figura 4: Perfis cromatogréficos dos tocoferéis no leite humano (A) e plasma materno (B), e padrao de d-tocoferol (C), por cromatografia liquida de

alta eficiéncia.
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APENDICE E - Perfis cromatograficos
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Figura 5: Perfis cromatogréaficos do padrao de a-tocoferol (A) e padrdo de y-tocoferol (B), por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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APENDICE F - Folhetos de orientagdo para as nutrizes

ORIENTACOES PARA NUTRIZES

IMPORTANCIA DA AMAMENTACAO

Por que garantir a amamentagdo é importante?

O leite humano € o Unico alimento capaz de oferecer todos os nutrientes na
quantidade exata de que o bebé precisa. Ele garante o melhor crescimento e
desenvolvimento, ndo existindo nenhum outro alimento capaz de substitui-lo.
Nos primeiros seis meses, o leite materno é suficiente. Depois de seis
meses, continue amamentando até os dois anos ou mais e oferega,

gradualmente, outros alimentos sauddveis.

O que mais o bebé ganha mamando no peito?

Protegdo contra infecgdes desde os primeiros dias de vida, estabelecimento
de vinculo afetivo entre mde e filho, promove desenvolvimento nheuro-
psicomotor e cognitivo infantis, é de fdcil digestdo, contém nutrientes
essenciais, desenvolve as mandibulas da crianga pelo ato da sucgdo, é rico
em anticorpos e melhora o padrdo cardiorrespiratdrio.

Além disso, protege contra diarreia e previne enterocolite, doenga de
Crohn, doenga celiaca, leucemia, alergias, diabetes e infecgdo respiratoéria e

urindria.

Que vantagens a amamentagdo traz para a mde?
O sangramento pods-parto diminui, assim como as chances de desenvolver
anemia, cancer de mama e diabetes. A mulher que amamenta perde mais

rapidamente o peso que ganhou durante a gravidez.
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A mulher que amamenta precisa do apoio de todos: familia, vizinhos, amigos,

colegas de trabalho.

PRATICAS CORRETAS DE AMAMENTACAO

Dicas (teis para uma boa amamentagdo:
A FORCA!

* A cor do leite pode variar, mas ele nunca é fraco.

- Evite bebidas alcodlicas, fumo e drogas.

+ A mde deve dar o peito a seu filho sempre que ele pedir.

O bebé ndo tem hordrio para mamar, tem seu proprio ritmo, que deve ser

respeitado.

- E importante que o bebé esvazie bem uma mama antes de vocé passa-lo

para outra. O leite do fim da mamada tem mais gordura e, por isso, mata a

fome do bebé e faz com que ele ganhe mais peso.

Ndo se esquega:

* As mamadeiras e chupetas modificam a maneira de mamar e muitos bebés
passam a ndo querer mais o peito. Além disso, podem causar problemas na
denticdo, na fala e aumentar o risco de infec¢des.

+ Os bebés costumam mamar com muita frequéncia, principalmente nos
primeiros meses. Isso é normal.

* Nem todo choro do bebé é fome. O seu filho pode chorar porque estd com
frio ou calor, célicas, sentindo algum desconforto, fraldas sujas ou
precisando de aconchego, de "colinho".

* A mde que tiver excesso de leite pode dod-lo a um banco de leite humano e
ajudar outros bebés que precisam.

* Ndo se esquega: existem leis que protegem a amamentagdo.
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Comentarios errados sobre amamentagdo:
- Amamentar ddi;

* Meu leite é fraco;

* Meu leite ndo ¢ suficiente para o bebg;

* Quando o peito é pequeno ele produz pouco

leite e ndo consegue sustentar o bebé;
+ Amamentar vai deixar o peito caido.

HABITOS ALIMENTARES SAUDAVEIS PARA

NUTRIZES

Dicas para mdes que estdo amamentando:
- Escolha refeigdes saudadveis e coloridas;
* Beba bastante dgua entre as refeigdes;
+ Realize suas refeigdes em um ambiente calmo,
relaxante e de preferéncia em companhia de mais
pessoas;
* Fazer uma alimentagdo fracionada em 6 vezes/dia, para garantir niveis
glicémicos constantes e nutrientes;
* Ingerir de 3 a 4 litros de dgua/dia;
* Aumentar a ingestdo de verduras, legumes e frutas;
+ Consumir alimentos fonte de ferro (carne e vegetais folhosos verde-
escuro), alimentos fonte de cdlcio (sardinha, salmdo, brécolis, couve,
semente de gergelim, améndoa), e fonte de dcido félico (peixes, brécolis,
tomate, acelga, couve, ricula);
+ Consumir cereais integrais;
+ Ndo consumir bebidas alcoélicas, nem fumar;
« Evitar o consumo de alimentos estimulantes, como café e alguns tipos de
cha;
* Ndo consumir adogante;

153



* Faga caminhadas regulares.

ORIENTACAO ALIMENTAR PARA CRIANCAS DE 06
A 24 MESES EM ALEITAMENTO MATERNO

e Aos 6 meses de idade deve-se infroduzir, aos pouco,
novos alimentos, porém o aleitamento deve ser mantido até os 02 anos.

e A primeira refeigdo que deve ser introduzida € a papinha salgada no
hordrio do almogo. Essa papinha pode ser igual a refeigdo da familia,

porém com a consisténcia adequada para a idade.

Composigdo da papinha salgada:

Arroz ou macarrdo ou tubérculos (batata, mandioca, inhame, baroa) + feijdo
(amassado e coado) + carne bem cozida (até desmanchar) + legumes

variados.

e Comecar introduzindo alimentos bem cozidos e amassados, e ir

aumentando a consisténcia aos poucos.

Idade Consisténcia da alimentagdo
6 a 8 meses semi-sélida (papa)
9 a 11 meses semi-sélida (triturar, picar, desfiar)
12 4 24 meses sélida (alimentagdo da familia)

e A papinha de frutas ndo supre as necessidades de nutrientes do bebg,
além de prejudicar a aceitagdo da papinha salgada, devido a melhor
aceitagdo do paladar doce. Por isso, a papinha de fruta nunca deve ser
oferecida como refei¢do, mas sim como sobremesa.

e A crianga tfem a capacidade de auto-regulagdo do apetite, por isso pode
dar o quanto ela quiser do alimento.
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e Evitar papinha industrializada.

e Utilizar o sal com moderacdo.

e Evitar suco em excesso (hdo mais de 240ml| de suco/dia).

e Evitar mamadeira (leite) ou danoninho/toddynho/iogurtes juntamente

com as refeigdes de sal.

Alimentos que devem ser evitados até 1 ano:

Figado, manteiga, cereais integrais, espinafre, leite de vaca, agtcar, chocolate, carne
de porco, café, salgadinho (chips), conservas, frituras, condimentos, industrializados,

refrigerantes, chds, casca de feijdo.

Alimentos que devem ser evitados até os 2 anos:

Mel e clara de ovo.

Alimentos que devem ser evitados até os 3 anos:

Peixe, amendoim, nozes.

e Aumentar o nimero de refeigdes aos poucos.

6 a 8 meses 2 a 3 refeigcoes/dia

(almogo, lanche da tarde, jantar)

9 a 23 meses 3 a 4 refeigoes/dia

(lanche da manhd, almogo, lanche da tarde, jantar)

Composigdo da papinha do lanche da manhd ou da tarde:

Fruta (mamdo ou banana) + cereal (aveia ou neston ou farinha lactea).

e A papinha salgada do jantar deve ser introduzida aos 8 meses.

LUIZA MELLO DE AZEREDO KARLA VANESSA DO NASCIMENTO SILVA
Nutricionista - CRN4 06101303 Nutricionista
(31) 9456-8785 (31) 8734-0004
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8. ANEXOS

ANEXO A — Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos

MINISTERIO DA EDUCAGCAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS-CEPH

Campus Universitdrio — Divisdo de Satide -Vigosa, MG - 36570-000 - Telefone: (31 ) 3899-3783

Of. Ref. N° 030/2012/CEPH

Vigosa, 16 de abril de 2012

Prezada Professora:

Cientificamos V. S°. de que o Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos, em sua 1* Reunido de 2012 (segunda sessdo), realizada
nesta data, analisou e aprovou, sob 0 aspecto ético, o projeto intitulado Leite
humano de nutrizes adolescentes e adultas: hd diferenga na composicdo de
dcidos graxos e antioxidante?

Atenciosamente,

¥ e ) ( \( 5 \
= UKL | AL }.Q«'*—K.A b S
Professora %trfg; STairdlia Del Nero

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos-CEPH

Presidente

A Professora
Juliana Farias de Novaes Barros
Departamento de Nutrigdo e Saude - DNS

/rhs.
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ANEXO B - Critério de Classificagdo Econdmica

£

L CRITERIO ABEP

DE CLASSIFICACAD ECONOMICA
)) l.z "\ S I L muecagds boaslers de smrein de prigaes

Alteragdes na aplicagdo do Critério Brasil, validas a partir de 01/01/2013

A dindmica da economia brasileira, com variagdes importantes nos niveis de renda e na posse de
bers nos domicilios, representa um desafio importante para a estabilidade temporal dos critérios
de dassificago socicecondmica. Em relag3o 30 CCEB, o8 usudrios tém apresentado dificuldades na
manutencio de amostras em painel para estudos longitudinais. As dificuldades sio maiores na
amostragem dos estratos de pontuagdo mais baixa.

A ABEP vem trabalhandeo intensamente na avaliagio e construgdo de um critério que sejs fruto da
nova realidade do pais. Porém, para que os estudos produzidos pelos usudrios do Critério Brasil
continuem sendo dteis a0 mercado & mantenham o rigor metodoldgico necessirio, s seguintes
recomendagdes s5o propostas ds empresas que tenham estudos continuos, com amostras em
peinel:
. A reclassificacdo de domicilios entre as dasse C2 ¢ D deve respeitar uma regiio de
tolerdncia de 1 ponto, conforme descrito abaixo:

o Domicilios classificados, no momento inical do estudo, como dasse D —> slo
reclessificados como C2, apenas no momento em que stingirem 15 pontos;

© Domidilios classificadas, no momento inidal do estudo, como dasse 2 —> <lo
reclassificados como D, apenas no momento em que atingirem 12 pontos;

& O momento inicial de estudes desenvolvidos a partic de amostra mestra é o da
realizacio da amostra mestra;

o O momento inicial de estudes desenvolidos sem amostra mestra é o da primeira

medic3o (onda) do estudo.

IMPORTANTE: A« alteragDes descritas acima s30 apenas para os estudos Qe usem amostras
continuas em painéis. Estudos ad hoc e estudos continuos, com amastras independentes, deven
continuar a aplicar o Critério Brasil regularmente.

Outra mudanga importante no CCEB & vilida para todos os estudos que utilizem o Critério Brasil.
As dasses D e E deven ser unidas para 3 estimativa e construgio de amostras. A justificativa para
esta dedsio é o tamanho reduzido da dasse €, que inviabiliza a leitura de resultados obtidos
através de smostras probabilisticas ou por cotas, que respeitem os tamanhos dos estratos.

A partir de 2013 a ABEP deixa de divulgar os tamanhos separados destes dois estratos.

ASEP - Amociechc Srasiors S Drgreses ov Fasgies - 2010 - s s 0y - soepebap oty 1
Dwtcn comm e o Laverrartn Socks Ecordiesco 201 1 - 180PE
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Fimalmente, am funclo do tarmanho reduzids da Oasse A1 a renda métdia deste estrato deica de
g divulgada. Assim, a estimativa de renda média & feita para o conjunto da Clasce 8.

10 Crivério de Classificacdo Econdmica Brasil, enfatiza sua funglo de estimar o poder de compra das
peiioas e familias wrbanas, abandonando a pretensio de classilicar a populagio em termos de
“elassed sociais”. A& divisdo de mercado definida ababio & de chasses econdmicas.

SISTEMA DE PONTOS
Posse de itens
Ouantidade de Hens
1] i 2 3 dous

Televisdo em cares a 1 2 3 4
LR a 1 2 3 4
Hanheiro: a 4 5 ks 3
Barbamadwel a 4 7 g &
Empregada mensalista a 3 4 4 4
MAdquina de lavar a 1 2 2 2
Videocassete efow OVD: a 2 2 2 z
Geladera a 4 i 4 4
freezer [aparelho independente ocu parte da geladeira duphes) a 2 2 2 x

Grau de Instrugio do chele de familia

Nomendatura Amtiga Meomienclatura Atual

Analfabeto) Primans incormplets Aralfabeto) Fundamental 1 Incompleto
[Primadirio cornpletn) Ginasial incomple o Fursdamental | Completo § Fundamental 2 oomplets 1
Ginasial compleboy’ Colegial ncomplets Fursdamental 3 Completo) Médio Incomphebo 2
cnugm-:mww e ity Mo Completay Suprion Incompl b 4
SUpErior Comiple o Suipsrion Do phein
LCORTES M) CRITERIO ERASIL

Al 42 - 45

A2 3541

Bl 9-34

B2 3-28

1l 15-22

o 14-17

o £-13

E -7
= - o priacic Sramiers de Crprosss de Mesous s — 207 2 - weee mbec. orp — sbepDebep g 4

wcio Coem Deme ro Levvaniarmenin Sooa Econdesco 210011 - 180
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PROCEDIMENTO NA COLETA DOS ITENS

£ importante e necessieio que o critério seja aplicado
de forma uniforme e precisa. Para tanto, ¢
fundamental atender integralmente as definigles ¢
procedimentos citadas 3 segur.

Para apareihos domésticos em geral devemos:

Corciderar o6 seguintes casos

Bem alugado em cardter permanente

Bem emgrestado de outro domicilio hd maks de 6
mews

Sem guetvado hd menos de & meses

Nio considerar of seguintes casos

Sem emgrestado para outro domiclio ha mais de &
meses

Bem guetvado hd mais de 6 meses

Bem alugado em cardter eventual

Bem de propriedade de empreRados OuU pendionistas

Televisores

Considerar apenas os televisores em cores.
Televisores de uso de empregados domésticos
(dedaraclio espontinea) s6 devem ser consderados
cao tenha(m) sido adquiridods) pela famiia
emgregadona.

Radio

Corciderar qualguer tipo de radio no domiciko,
mesmo gue esteja iIncorparado 3 cutro equipamento
de som ou televisor. Rédios tipo walkman, congunto 3
em I ou microsystems devem sor considerados,
desde que possam dntonizar as emissoras de radio
convendicnais. NSo pode ser considerado o radio de
autombvel,

Banheiro

O que define 0 banheiro ¢ a exésténcia de vaso
sanitirio. Congiderar todos o5 banheiros ¢ lavabos
oM vaso sanitdrio, induindo os de empregada, o
localizados fora de casa ¢ o6 dafs) suiteds). Para ser
considerado, o banheiro tem gue ser privativo do

Nio considerar tixis, vans ou pick ups usados para
fretes, ou QUAQUEr WO LSado Para athvidades
profissionais. Vieiodos de uso misto |lazer e
profizionall nSo devem wr consideradas.

ASER - Amociechc Srasives o Engresem ow Fasgien - 2012 - wwvw sbng . o - wpbap oy
Owden corn Dase e Laver@rrertt S0k Ecordiosco 201 1 - I800C

Empregado doméstico

Considerar apenas os empregados mensalistas, o &,
aqueies que tradalham pelo menos 5 &as por
semana, durmam ou N30 no emprego. N3O esquecer
de inclur babds, motoristas, cozinheiras, copeias,
arrumadeiras, considerando semgre 05 mensalistas.
Note bem: o termo empregados mensalistas se refere
205 emgregados que tradbalham no domicio de
forma permanente efou continda, peio menos S dias
por semana, ¢ nio 30 regime de pagamento do
wlario.

Miguina de Lavar

Considerar maguna de lavar roupa, somente as

Verificar presenga de qualguer tipo de video cassete
ou apareho de DVD.

Geladeira e Freezer

No quadro de pontuaglo ha duas linhas
independentes para assinalar a posse de geladeina ¢
freczer respectivamente. A pontuagio serd aplicada
de forma independente:

Havendo geladeira no domiclio, independente da
quantidade, serdo atribuidos o5 pontos (&)
correspondentes 3 posse de geladeina;

Se a geladeira tiver um freezer incorporado - 2°.
porta - ou houver no domicilio um freezer
independente serlo atribuides os pontos {2)
correspondentes ao freezer.

As possibiidades Sloc

N0 posaud geladeia nem freezer opt
Possui geladeira simples (nfio duplex] e ndo  &ps
possui freezer

 Possui geladeira de duas portas e nlo. Gpts
possui freezer ; ¢

Possul geladeira de duas portas ¢ froezer 6pts
Possui freezer mas ndo geladeina (casoraro 2pt
mas aceitivel)
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OBSERVACOES IMPORTANTES

Este critério foi conatnuido para definir grandes
classes gue atendam 3 necessidades de segmentacio
(por poder aguisitivo] da grande maionia das
emgresas. N30 pode, entretanto, Como qualguer
outro criténio, satistazer 10dos O3 wdrios em todas
as circunstdncias. Certamente hd muitos cases em
Que 0 UNiverso a ser pesquisado ¢ de pessoas,
digamos, com renda pessoal mensal acima de USS
30.000. Em casos como esse, O pesquisador deve
procurar outros critérios de selfecio que ndo o CCES.

A outra observacho ¢ que o CCEB, como 05 seus
antecessores, foi construido com a utilizagdo de
tecnicas estatisticas que, como ¢ sabe, sempre se
baseiam em coletivos. Emn uma determinada amostra,
de determinado tamanho, temos uma determinada
probabikdade de dassificacSo correta, [que,
esperamos, seja alta) e uma probabiidade de erro de
classificacio {que, esperamas, seja bata). O que
esperamos ¢ Que 0% Casos Incormetamente
classificados selam pouco numerasos, de modo a nio
distorcer signficativamente 0s resuitados de nossa

investigacio.

Nenhum critério, entretanto, tem validade s0b uma
anakze individuad. Afirmagdes freglentes do tipo ..
CONDECO LM Sujeito que ¢ obwiamente dosse D, mas

pelo critédrio é chasse B..." ndo invalidam o critério
que & feito para funcicnar estatisticamente. Servem
porém, para nos alertar, quando trabalhamas na
andlise indvidual, ou guase individuaal, de
COMPOrtamentos ¢ atitudes (entrevistas em
profundidade e discussBes em grupo
respectivamente). Numa discussBo em grupo um
Unico caso de ma cassficacso pode pdr 3 perder
todo 0 grupo. No caso de entrevista em profundidade
0% prejuizos 530 ainda mais dbvios. Além diszo, numa
pesquisa qualtativa, raramente uma definiclo de
dasse exdushvaments econdmica serd atisfatdria.

Portanto, ¢ de fundamental importinda que tode 0
mercado tenha cincia de que o CCEB, ou qualguer
outro writério econdmico, no ¢ sufidente para uma
boa classificacho em pesguisas gualitativas. Nesses
casos deve e obter além do CCES, o maximo de
InfermagBes (possivel, videsd, razodved) sobve o
respondentes, induindo entlio seus comportamentos
de compra, preferdncias ¢ interesses, lazer ¢ hobbies
€ atd caracteristicas de personalidade.

Uma comprovagio adicional da conversdnga do
Critério de Cassificagio Econdmica Bragil ¢ 23
discriminagio efetiva do poder de compra entre as
diversas regides brasileiras, revelando importantes
diferenas entre elas

Informagdes referentes ao LSE 2011

9 RMs - IBOPE Midia
Classes Ronda média bruta

familiar no més em RS
Classe A 5.263
Classe B1 5241
Classe B2 2654
Classe C1 1685
Classe C2 1147
ASER - e octads Brmisre @ Ergranm e Peasss - 2012 - www g 75 - @ep@ieg oy 4
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