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RESUMO

As vitaminas A e E sdo reconhecidamente importantes nos estagios iniciais de vida,
sendo os recém-nascidos dependentes da adequac&o nutricional do leite materno
para suprir suas necessidades. Estas vitaminas compartilham vias de transporte
para os tecidos e possiveis efeitos antagénicos tém sido observados em animais
apos a suplementacdo com vitamina A. Este trabalho teve como objetivo verificar o
efeito da suplementacdo materna com megadose de vitamina A (200.000 Ul) no pos-
parto imediato sobre a concentracdo de alfa-tocoferol no colostro. Parturientes
saudaveis atendidas em uma maternidade publica natalense foram recrutadas para
o estudo e divididas em dois grupos: controle (n = 37) e suplementado (n = 36).
Amostras de sangue e leite colostro foram coletadas até 12 horas pos-parto. Neste
momento, nas mulheres do grupo suplementado foi administrada a capsula de
vitamina A. Decorrido 24 horas ap0s a primeira coleta foi obtida a 22 amostra de
colostro nos dois grupos para analise de retinol e alfa-tocoferol no leite. A
concentracdo média de retinol de 50,7 + 14,4 pg/dL (Media + Desvio Padréo) e de
alfa-tocoferol de 1217,4 + 959 ug/dL no soro das mulheres indicaram estado
nutricional adequado nas vitaminas A e E. A suplementagdo com retinol palmitato
resultou em aumento ndo somente na concentracdo do retinol no leite colostro do
grupo suplementado (p= 0,002), mas também na concentracédo do alfa-tocoferol (p =
0,04), alterando de 1456,6 + 1095,8 ug/dL para 1804,3 + 1432,0 ug/dL (leite O e 24
respectivamente) em relacdo aos valores no grupo controle, 984,6 £ 750,0 pg/dL e
1175,0 + 730,8 pg/dL. As parturientes apresentaram diferentes respostas a
suplementacao, influenciadas pelos niveis basais de retinol no colostro. Aquelas com
niveis prévios baixos de retinol no colostro (< 60 pg/dL) apresentaram aumento na
concentracdo de alfa-tocoferol no leite, enquanto que, as que tinham niveis
adequados (> 60 pg/dL), apresentaram reducdo apO6s a suplementacdo. A
suplementacdo com retinol palmitato € uma medida importante na prevencédo da
deficiéncia de vitamina A, porém somente quando considerada a real necessidade
de suplementacdo materna, visto que 0 excesso de vitamina pode propiciar

interacOes desfavoraveis entre nutrientes essenciais para o grupo materno-infantil.

Palavras-chave: retinol, a-tocoferol, suplementacéo, colostro.



ABSTRACT

The vitamins A and E are recognizably important in the initial stages of life and the
newborn depends on nutritional adequacy of breast milk to meet their needs. These
vitamins share routes of transport to the tissues and antagonistic effects have been
observed in animals after supplementation with vitamin A. This study aimed to verify
the effect of maternal supplementation with vitamin A megadose (200,000 Ul) in the
immediate post-partum on the concentration of alpha-tocopherol in colostrum.
Healthy parturient women attended at a public maternity natalensis were recruited for
the study and divided into two groups: control (n = 37) and supplemented (n = 36).
Blood samples of colostrum and milk were collected until 12 hours after delivery. The
women of the supplemented group was administered a retynil palmitate capsule and
24 hours after the first collection was obtained the 2" sample of colostrum in two
groups for analysis of retinol and alpha-tocopherol in milk. The mean retinol
concentration of 50,7 + 14,4 ug/dL (Mean * standard deviation) and alpha-tocopherol
of 1217.4 £+ 959 mg/dL in the serum indicate the nutritional status biochemical
appropriate. Supplementation with retynil palmitate resulted in increase not only
retinol levels in the colostrum of the supplemented group (p = 0.002), but also the
concentration of alpha-tocopherol (p = 0.04), changing from 1456.6 + 1095.8 mg/dL
to 1804.3 + 1432.0 mg/dL (milk 0 and 24 respectively) compared to values in the
control group, 984.6 + 750.0 mg/dL and 1175.0 + 730.8 mg/dL. The women had
different responses to supplementation, influenced by baseline levels of retinol in
colostrum. Those with previous by low levels of retinol in colostrum (<60 mg/dL) had
increased the concentration of alpha-tocopherol in milk, whereas those with
adequate levels (> 60 mg/dL), showed a reduction after supplementation.
Supplementation with retinol palmitate is an important intervention in situations of
high risk for vitamin A deficiency, when considering the need to maternal
supplementation, since the excess vitamin can offer unfavorable interactions

between nutrients essential for the mother-child group.

Key words: retinol, alpha-tocopherol, supplementation, colostrum.
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1. INTRODUCAO

1.1. Vitamina E

1.1.1. Estrutura quimica, fungcdes e fontes alimentares

A vitamina E € um termo utilizado para designar oito diferentes compostos

lipossoluveis denominados tocoferdis e tocotriendis encontrados nos alimentos

(Figura 1). Derivam do 6-cromanol, possuem uma cadeia isoprendide na sua

constituicdo, o que confere caracteristica lipossoluvel, diferindo entre si pela
presenca de insaturacdes nos tocotriendis (AZZI, 2000a; HERRERA, 2001).
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Figura 1.

Formas naturalmente encontradas de

tocoferdis e tocotriendis (Fonte: Adaptado de BIESALSKI,
2007).

Ligia Rejane S. Garcia

Programa de P&s-Graduago em Bioquimica / UFRN
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O alfa-tocoferol é o composto mais ativo biologicamente (Figura 1). E
encontrado nos alimentos, acompanhado de pequenas quantidades de beta, gama e
delta-tocoferol, que diferem pelo nimero e posicbes dos grupos metil ligados ao
anel. Essas diferencas estruturais representam uma reducdo na atividade em
relacdo a forma alfa de 50% para a forma beta, 90% para a gama e 97% para a
delta (BJORNEBOE, 1990; BIESALSKI, 2007).

O alfa-tocoferol natural possui trés centros quirais, nos quais 0s grupos metil
estdo em configuracdo —R, por isso recebe oficialmente a denominacdo de RRR-
alfa-tocoferol. Possui uma ramificacdo na posicdo 2 que facilita sua retencdo nas
membranas biolégicas (BIESALSKI, 2007). A forma artificial da vitamina E,
designada de dl-alfa-tocoferol ou all-rac-alfa-tocoferol, é constituida de uma mistura
de oito estereoisbmeros, sendo apenas um destes idéntico ao natural (BURTON,
1998).

A vitamina E atua como antioxidante e modulador da sinalizacao celular.
Todas as células expostas ao oxigénio molecular sdo susceptiveis aos danos
causados pelos radicais livres. A funcdo antioxidante da vitamina E ocorre pelo
blogueio da peroxidacao lipidica. Esta € uma reacdo em cadeia iniciada pela perda
de um atomo de hidrogénio do acido graxo (RH), levando a um desemparelhamento
de elétrons do atomo de carbono (R¢). Esse radical lipidico formado pode reagir com
moléculas derivadas de oxigénio para formar o radical peréxido de lipidio (ROOQe),
altamente reativo e continuar a reacdo em cadeia. A vitamina E (Vit E-OH) pode
terminar essa reacao de diferentes maneiras: ao reagir com ROO-+ pode formar um
radical tocoferoxila (Vit E-O¢) menos reativo, devido a possibilidade de ressonancia
do elétron desemparelhado pela cadeia aromatica; o radical Vit E-O« formado pode
sofrer reducéo pelo acido ascorbico (AH) ou reagir com outro radical para formar um
produto ndo reativo (BJORNEBOE, 1990; BRAMLEY, 2000; TRABER, 2006). O
esquema resumido da atuagéo da vitamina E é ilustrado abaixo:

Na auséncia de vitamina E:
ROO- + RH — ROOH + Re
Re + O, — ROO-

Na presenca de vitamina E:
ROQ- + Vit E-OH — ROOH + Vit E-O-
Vit E-O« + AH — Vit E-OH + A

Ligia Rejane S. Garcia Programa de P&s-Graduaggo em Bioquimica / UFRN
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Quando os radicais livres ndo sao inativados, sua reatividade quimica pode
danificar varias macromoléculas celulares, dentre elas os lipidios da membrana e as
lipoproteinas plasmaticas. Seu efeito destrutivo tem sido estudado, sugerindo-se que
a acao sobre proteinas pode ter um papel chave no desenvolvimento da catarata,
sobre o DNA pode causar céncer e seu efeito sobre o LDL colesterol pode estar
relacionado com doencas cardiovasculares (BAGCHI, 1998). Embora ndo seja
consenso na literatura, evidéncias clinicas e estudos epidemiologicos sugerem que
uma alta ingestdo de vitamina E pode estar relacionada a um menor risco de
desenvolvimento de doencgas como diabetes, algumas formas de cancer e doencas
cardiovasculares (HEINONEN, 1998; SALONEN, 2000; HODIS, 2002; DEVARAJ,
2002; LONN, 2002; KIRSH, 2006).

Outras fungdes da vitamina E tem sido investigadas. Ao alfa-tocoferol tem
sido atribuida a atividade de modulagcédo de vias de sinalizacao celular, através da
inibicdo da proteina cinase C, levando a diversas respostas biologicas em diferentes
tipos celulares, tais como inibicdo da agregacao plaquetaria, inibicdo da producao de
oxido nitrico pelas células endoteliais e de superéxido pelos neutréfilos e
macréfagos (AZZI, 2000b; AZZI, 2002).

As melhores fontes alimentares de vitamina E sao os 6leos vegetais, germe
de trigo, sementes oleaginosas, vegetais folhosos verde escuros e produtos
derivados. Também é encontrada, em menor quantidade, em alimentos de origem
animal, como ovos e figado. Estes alimentos contem os homoélogos (alfa, beta, gama

e delta-tocoferol) em variadas proporc¢des (BIESALSKI, 2007).

1.1.2. Absorcéo, transporte, excrecao e biodisponibilidade

As formas esterificadas da vitamina E provenientes da dieta sado hidrolisadas
no intestino por enzimas pancreaticas e intestinais, sendo igualmente absorvidas no
intestino (CLIFFOR, 2006). Sob a forma alcodlica, a vitamina é transportada para o
interior do enterécito por difusdo passiva e incorporada ao quilomicron para ser
liberada no sistema linfatico (TRABER, 1992; BRAMLEY 2000).

Ao contrario de outras vitaminas lipossoluveis, a vitamina E € transportada
inespecificamente por todas as lipoproteinas plasmaticas. O tocoferol também pode
ser transportado na circulagédo associado a eritrécitos (TRABER, 1992).

Ligia Rejane S. Garcia Programa de P&s-Graduaggo em Bioquimica / UFRN
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Por ser lipossoluvel e transportada em lipoproteinas, a vitamina E compartilha
vias pelas quais os lipidios séo transferidos para os tecidos. Entre os mecanismos
de transferéncia identificados, destaca-se o dependente da acdo da lipase
lipoprotéica (LPL) durante o catabolismo de lipoproteinas ricas em triglicerideos,bem
como a via do receptor LDL, que permite a ligagdo de lipoproteinas contendo apo-B
e apo-E, principais transportadoras do alfa-tocoferol para o meio intracelular
(TRABER, 1985; DEBIER, 2005) (Figura 2).

Na circulacdo, os triglicerideos contidos nos quilomicrons séo hidrolisados
pela LPL ligada ao endotélio, resultando na transferéncia de lipidios e vitamina E
para os tecidos periféricos (TRABER, 1985). Os quilomicrons remanescentes
resultantes, contendo todas as formas de vitamina E, chegam ao figado, onde ha
discriminacao entre as diferentes formas de vitamina E pela proteina transportadora
de alfa-tocoferol (a-TTP) hepatica, que incorpora preferencialmente RRR-alfa-
tocoferol ao VLDL nascente (BRAMLEY, 2000). A afinidade da a-TTP hepética varia
de acordo com a estrutura do analogo, consistindo em 100% para alfa-tocoferol,
38% para o beta-tocoferol, 9% para o gama-tocoferol e 2% para o acetato de alfa-
tocoferol. Dessa maneira, o alfa-tocoferol & retido no organismo, enquanto
quantidade consideravel das outras formas de vitamina E sdo excretadas através da
bile (HOSOMI, 1997).

A seletividade da a-TTP explica porque mesmo em dietas como a norte-
americana, na qual a concentracdo é dez vezes maior em gama-tocoferol, o nivel
encontrado deste no sangue é cinco a dez vezes menor que o alfa-tocoferol
(TRABER, 1999). Esse tipo de proteina também foi encontrado em outros tecidos
além do figado, como cérebro e placenta de mamiferos (COPP, 1999; KAEMPF-
ROTZOLL, 2003).

A VLDL circulante é catabolizada pela LPL formando VLDL remanescentes
(IDL), dos quais 50% retornam ao figado, enquanto o restante € convertido a LDL,
importante carreador de vitamina E para os tecidos periféricos. Através da acdo da
LPL ocorre transferéncia do tocoferol para tecidos e para a HDL, que por sua vez
pode transferi-lo para quaisquer lipoproteinas circulantes e componentes celulares
como leucécitos e eritrocitos (KAYDEN & TRABER, 1993; LODGE, 2005).

O alfa-tocoferol pode se acumular em tecidos como figado, tecido adiposo e
musculos. Embora o tecido adiposo concentre grande quantidade desta vitamina,

Ligia Rejane S. Garcia Programa de P&s-Graduaggo em Bioquimica / UFRN
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em caso de deficiéncia dietética sua mobilizacdo é muito lenta (TRABER &
KAYDEN, 1987).

Os mecanismos relacionados ao transporte da vitamina para a placenta e
tecido mamario envolvem receptores de lipoproteinas (receptor LDL, receptor VLDL,
SR-BIl), além da lipase lipoprotéica (LANDSCHULZ,1996; MONKS, 2001,
MARTINEZ, 2002). A presenca da a-TTP na placenta sugere sua influéncia na
seletividade pelo transporte da forma RRR-alfa-tocoferol através da barreira
placentaria. Isso poderia explicar a maior concentracdo de alfa-tocoferol encontrado
no sangue de recém-nascidos em relacdo as demais formas da vitamina (KAEMPF-
ROTZOLL, 2003).

A principal forma de excrecdo desta vitamina € através das fezes,
contribuindo também a excrecdo pela bile e secrecdo pelas células mucosas
(KAYDEN & TRABER 1993; BRAMLEY, 2000). A urina representa uma importante
via de excregcdo para o metabolito carboxietil-hidroxicromano (CEHC) no caso de

suplementacdo com doses excessivas de vitamina E (SCHULTZ, 1997).
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Figura 2. Metabolismo da vitamina E. (Fonte: Adaptado de GAGNE, 2008).
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Entre os fatores que podem influenciar a biodisponibilidade das vitaminas,
alguns estdo associados ao individuo (estado nutricional, idade e estilo de vida) e
outros estdo relacionados ao alimento (forma quimica, quantidade consumida,
quantidade de gordura e matriz alimentar) (VAN DEN BERG, 2001; BOREL, 2003).
Cerca de 20 a 40% da vitamina E ingerida € absorvida. Essa absor¢éo pode ser
influenciada pela ingestdo concomitante de pequena quantidade de gordura na dieta
(JEANES, 2004; HERRERO-BARBUDO, 2006).

Em sua revisdo, BJORNEBOE (1990) mencionou que ndo apenas a
quantidade, mas o tipo de gordura pode ser importante na absorcdo, e que, o
consumo elevado de acidos graxos polinsaturados pode aumentar a necessidade
dessa vitamina, devido a susceptibilidade das insaturacdes a acdo dos radicais
livres.

O alcool exerce efeito negativo sobre a concentracédo de a-tocoferol no soro.
Um possivel mecanismo é o0 aumento da peroxidacdo lipidica causada pelo
consumo de etanol (BJORNEBOE, 1998).

Apesar dos mecanismos serem desconhecidos, estudos com animais
sugerem que ingestao elevada de vitamina A diminue o aproveitamento da vitamina
E (SCHELLING, 1995; ZINN, 1996). Uma possivel explicacdo seria a competicdo
entre retinol e tocoferol por enzimas ou mecanismos de transporte celular (EICHER,
1997; AMETAJ 2000).

A absorcdo de vitamina E no recém-nascido € variavel, podendo ser
influenciada pelos diversos fatores supracitados, sendo 0os mais importantes a idade

gestacional e os componentes da dieta (EUCLYDES, 1997).

1.1.3. Deficiéncia de vitamina E

Estudos sugerem que um bom estado antioxidante durante a gestacéo exerce
efeito protetor sobre o binbmio mée-filho, aumentando o crescimento intra-uterino e
peso ao nascer, evitando assim o dano oxidativo causado ao DNA, proteinas e
lipidios, que pode estar associado a complicacbes gestacionais como parto pré-
termo e pré-eclampsia (CHAPPELL, 1999; SCHOLL, 2001; SCHOLL, 2005).

A deficiéncia de vitamina E pode ocorrer por diferentes causas, dentre estas

estdo: os defeitos genéticos que comprometem a sintese da proteina transportadora
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de alfa-tocoferol (a-TTP), defeitos genéticos que comprometem a sintese de
lipoproteinas; pode ainda ser secundaria a absorcdo deficiente de gorduras e
também tem sido observada em criancas desnutridas, por estas terem uma dieta
limitante tanto na propria vitamina quanto em proteinas necessarias para a sintese
de a-TTP (OUAHCHI, 1995; TRABER, 2007).

Essa deficiéncia é mais encontrada em criangas e tem sido associada a
anemia hemolitica, que ocorre tipicamente no segundo més de vida em criancas
com baixo peso ao nascer. Outros sintomas como disfuncdes neuroldgicas, displasia
broncopulmonar, enterocolite necrosante e hemorragia intracranial também sao
observados (WILFOND, 1994; ROGERS, 2000). O lactente prematuro com
deficiéncia de vitamina E apresenta baixos niveis de hemoglobina para a idade (<
9,28 pmol/L), alteragbes morfolégicas (anisocitose, eritrécitos fragmentados),
resposta reticulocitaria, aumento do numero de plaquetas e hiperbilirrubinemia
(CORRALES, 1981). Tais criangas se incluem no principal grupo de risco para
desenvolvimento da deficiéncia, pois necessitam de um maior aporte de nutrientes
antioxidantes pela exposicdo ao estresse oxidativo causado por infeccdes, oxigénio,
ventilagdo mecanica e nutrigdo intravenosa (BUONOCORE, 2002).

Mulheres durante gestacdo sem complicacbes apresentam aumento nos
niveis plasmaticos de vitamina E, enquanto que, as gestantes com complicacdes
fetais ou risco materno tém menor concentracdo desta vitamina (ROXBOROUGH et
al, 1998). Devido a limitada transferéncia placentaria, a vitamina E encontra-se
reduzida no soro de recém-nascidos, que dependem da adequac¢do nutricional do
leite materno, especialmente o colostro, para restabelecer sua capacidade
antioxidante (BAYDAS, 2002; BOERSMA, 1991).

1.1.4. Vitamina E no leite materno

A ingestdo de vitamina E através do leite materno representa uma importante
forma de suprir o recém-nascido com uma essencial defesa antioxidante e estimular
0 desenvolvimento do sistema imune (DEBIER & LARONDELE, 2005a). Apesar da
importancia desta vitamina nos estagios iniciais da vida, os mecanismos bioquimicos
envolvidos na transferéncia de tal nutriente para o leite materno ainda nédo foram
completamente elucidados (DEBIER, 2005b).
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Sabe-se que os niveis de vitaminas lipossollveis sdo maiores no leite dos
primeiros dias pods-parto e decrescem com a progressdo da lactacdo
(SCHWEIGERT, 2004). A variacdo na concentracdo de vitaminas ndo é proporcional
a secrecdo de lipidios no leite. Ao contrario das vitaminas, os lipidios totais
inicialmente em menor concentracdo no colostro aumentam no leite maduro. O
aumento no didmetro do glébulo de gordura do leite pode ter efeito desfavoravel
sobre constituintes da membrana, como a vitamina E (BARBAS & HERRERA, 1998).
Na Tabela 1 pode-se observar a tendéncia decrescente na concentracao da vitamina
E com a mudanca do estdgio da lactacdo em estudos realizados em diversas

localidades.

Tabela 1. Concentracao de alfa-tocoferol no leite materno em diferentes fases
da lactacao

Vitamina E no leite (ug/dL) Método
Referéncia Local de
Colostro Maduro andlise

Santa
Boersma et al., 1991 | Lucia/Caribe | 2192,3 + 1391,2 801,1 + 460,9 HPLC

Ortega et al., 1998 Espanha N&o determinado 187,8 £ 65,9 HPLC
Macias et al., 2001 Cuba 1180 + 630 270+ 110 HPLC
Schweigert et al.,

2004 Alemanha 2200,9+13395| 5685 +219,7 HPLC

Ahmed et al., 2004 Bangladesh 919,1 + 364,8 | Nao determinado | HPLC

Campos et al., 2005 Brasil (PE) 1313,9 £ 798,7 | Nao determinado | HPLC

Azeredo et al., 2008 Brasil (RJ) | N&ao determinado 116,3 £ 77,5* HPLC

* Estudo realizado com adolescentes

A modulacéo do transporte do alfa-tocoferol durante a gestacéo e lactacéo foi
reconhecida em experimentos com mamiferos, com destaque para o papel da lipase
lipoprotéica na glandula maméaria. Animais gestantes e lactantes apresentaram
maior atividade desta enzima na glandula mamaria que o grupo nao-gestante. Apés
suplementacdo com vitamina E, a concentracédo de alfa-tocoferol no tecido adiposo
se manteve a mesma entre 0S grupos, enquanto a concentracdo na glandula
mamaria foi aumentada no grupo de gestantes e lactantes (MARTINEZ, 2002).
Outros pesquisadores observaram um rapido aumento na expressao do RNAm e

atividade da lipase lipoprotéica na glandula mamaéaria logo apds o parto, enquanto a
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atividade da enzima no tecido adiposo nao houve alteracdo (Ramirez, 1983; Ramos,
1999). SCHWEIGGERT (1990) sugeriu que, além do efeito da LPL, outros
mecanismos de transporte envolvendo receptores LDL seriam responsaveis pelo

aumento na concentracao da vitamina E no colostro.

1.2. Vitamina A

1.2.1. Estrutura quimica, funcdes e fontes alimentares

O termo vitamina A é usado para todos os derivados da B-ionona que
possuam atividade biologica de retinol todo-trans. Suas formas metabolicamente
ativas incluem o retinal e o &cido retindico (Figura 3). Enquanto a designacdo
retindides corresponde ao retinol, seus derivados naturais ou sintéticos e
metabdlitos, que ndo apresentam, necessariamente, a mesma atividade do retinol,
embora apresentem semelhanca na estrutura quimica (IOM, 2001).

A forma natural da vitamina A sdo os ésteres de retinila de cadeia longa
(GOMES, 2005). A principal forma de vitamina A pré-formada disponivel nos
alimentos € o retinol; um alcool primario, lipossolavel, de formula molecular C,oH3z00
(PENTEADO, 2003).

N0

Retinol

RN N X X X~ COOH

- CHD F4 - - .
Retinal Acido retindico

Figura 3. Estruturas quimicas de alguns retinéides com agédo de vitamina A.
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A vitamina A desempenha importantes fun¢gdes no organismo, é necessaria
na visdo para transducdo do estimulo luminoso em sinal neural, para manter a
diferenciacdo normal de membranas, a integridade do epitélio, atua na expressao
génica de proteinas especificas, no desenvolvimento embrionario e manutencédo do
sistema imune (IOM, 2001).

A vitamina A pode ser encontrada em alimentos de origem animal na sua
forma livre (retinol) ou esterificada. As melhores fontes animais da vitamina A s&o:
figados de peixes marinhos e de mamiferos, ovos, leite e derivados. Em vegetais
amarelos alaranjados e verdes escuros, sdo encontrados os carotendides,
precursores da vitamina A, que contribuem de forma expressiva para atingir as
necessidades nutricionais da vitamina, principalmente em populacdes carentes
(PENTEADO, 2003).

1.2.2. Absorgéo, transporte, excrecao e biodisponibilidade

As formas esterificadas do retinol ao atingirem o lUumen intestinal s&o
hidrolisadas pela esterase pancreatica bem como por outras enzimas intestinais. Na
forma alcodlica, o retinol é absorvido pelo enterécito por difusdo facilitada
(BLOMHOFF,1991).

No entérocito, o retinol é reesterificado pelas enzimas lecitina retinol
aciltransferase (LRAT) e acil CoA:retinol aciltransferase (ACAT). Dessa forma é
incorporado aos quilomicrons e liberado no sistema linfatico (BLOMHOFF,1991). Ao
atingirem a circulacéo geral, sofrem a acdo da LPL que degrada parcialmente os
quilomicrons, transferindo algumas moléculas de ésteres de retinila para os tecidos
periféricos. Os quilomicrons remanescentes chegam ao figado, onde os ésteres séo
hidrolisados. O retinol é transferido para o reticulo endoplasmatico e se liga a
proteina transportadora de retinol (RBP). Dessa forma, pode ser liberado na
circulacdo ou transferido para as células estelares, onde serdo reesterificados para
estocagem (BLOMHOFF,1994). O transporte de retinol para os tecidos pode ocorrer
de diferentes formas: por difuséo passiva, através da ligacao ao receptor para a RBP
e pela acéo da LPL sobre os quilomicrons (BLOMHOFF,1991; BLOMHOFF,1994).

A absorcao da vitamina A pré-formada é geralmente eficiente, em torno de 70
a 90% do total ingerido (OLSON, 1996). A concentracdo da vitamina A hepatica

varia de acordo com a ingestao dietética (IOM, 2001). A integridade da mucosa e o
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estado nutricional do individuo podem influenciar a biodisponibilidade da vitamina A.
Proteinas, gorduras, vitamina E e zinco presentes nos alimentos também podem
afetar a biodisponibilidade dessa vitamina (MACHLIN, 1990).

Segundo BLOMHOFF (1991) a gordura da dieta pode influenciar a absorcéo
do retinol, j& que é veiculo de transporte e estimulador do fluxo biliar. Dessa forma, a
biodisponibilidade da vitamina pode ser favorecida pela associacdo desta com a

gordura presente no leite materno.

1.2.3. Deficiéncia de vitamina A e estratégias de intervencao

A deficiéncia de vitamina A constitui um dos principais problemas nutricionais
de populacbes de paises em desenvolvimento. E considerada um importante fator
de risco para mortalidade infantil (BLACK, 2008). No Brasil, € considerado um
problema de saude publica, afetando principalmente criancas em idade pré-escolar,
recém-nascidos, mulheres gravidas e nutrizes (BRASIL, 2009).

O sintoma inicial da deficiéncia € a ma adaptacdo ao escuro (cegueira
noturna), seguido por ceratinizacado de epitélios, que afeta o trato gastrointestinal,
respiratério e aparelho geniturinario, aumentando a susceptibilidade a infec¢des. A
xeroftalmia (cornea opaca e necrética) € um sintoma tipico de deficiéncia avancada,
podendo progredir para cegueira, se ndo tratada (BIESALSKI, 2007).

O Brasil foi enquadrado entre os paises que apresentam deficiéncia de base
em vitamina A quando considerado indicadores como retinol sérico, citologia de
impressao da conjuntiva e xeroftalmia (WEST JR, 2002). A regido nordeste, o Vale
da Ribeira em S&o Paulo e o Vale do Jequitinhonha, do Mucurici e 0 norte do estado
de Minas Gerais sao consideradas areas de risco de deficiéncia (BRASIL, 2004).

Como estratégia de combate a deficiéncia, varios paises tem adotado
programas de suplementacdo com distribuicdo de doses macicas da vitamina entre
0S grupos que apresentam maior risco de desenvolvimento da deficiéncia, como
criangas em idade pré-escolar e parturientes. Outras medidas indicadas para o
combate a deficiéncia séao: a fortificacdo de alimentos, estimulo a producédo e
consumo de alimentos fontes e o incentivo ao aleitamento materno (DINIZ, 2001;
BRASIL, 2009).

No Brasil, a suplementacdo com vitamina A é realizada ha 25 anos. Em 1994,

foi implantado o Programa Nacional de Controle das Deficiéncias de Vitamina A,
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com aumento expressivo na distribuicdo de capsulas de 100.000 Ul para crian¢as de
6 meses de idade e de 200.000Ul para criangcas entre 1 a 5 anos de idade
residentes nas areas consideradas de risco de deficiéncia acima citadas. Em 2001, o
programa foi ampliado para puérperas no pés-parto imediato, com administracao de
dose Unica de 200.000UlI via oral (BRASIL, 2009).

As capsulas fornecidas pelo Ministério da Saude contém em sua composi¢ao
vitamina E na forma sintética (49,4 mg) com funcdo de protecdo antioxidante dos

compostos lipidicos.

1.2.4. Vitamina A no leite materno

Ao nascerem, as criancas apresentam baixas reservas hepaticas de vitamina
A. O leite materno é capaz de transferir para a crianca até 60 vezes mais vitamina A
que a placenta. Por esse motivo o0 leite materno, especialmente o colostro,
representa uma importante fonte deste micronutriente, contribuindo para
restabelecer as reservas do recém-nascido (STOLTZFUS & UNDERWOOD, 1995).

Os mecanismos fisiolégicos de transporte da vitamina A para o tecido
mamario ndo foram completamente esclarecidos. Sabe-se que quilomicrons e a
RBP (proteina transportadora de retinol) contribuem para a secrecdo de vitamina A
no leite (GREEN, 2001). ROSS et al. (2004) reportaram que o metabolismo na
glandula mamaria do retinol ligado ao quilomicrom requer ligacdo a LPL e ativa
lipdlise local, com aumento proporcional a dose da vitamina recebida (Figura 4). A
vitamina A dietética pode ser transportada diretamente do enterécito para a glandula
mamaria, antes do quilomicrom ser metabolizado no figado (DAVILA et al., 1985)

O complexo RBP-retinol no sangue é transferido para a glandula mamaria
mediado por receptor, onde o retinol é reesterificado nos microssomos e secretado
no leite na forma de éster de retinila (ROSS, 1982; HASKELL, 1999). Quando o
estado nutricional materno em vitamina A € adequado, a contribuicdo do transporte
do retinol ligado a RBP para a glandula mamaria é relativamente constante (ROSS,
2004).

O teor da vitamina no leite € dependente da ingestdo e reservas da mae.
Assim, o risco de deplecdo para a crianga aumenta com a deficiéncia materna
(ALLEN, 1994). Fatores como habitos alimentares, acesso aos alimentos e método

de preparo podem influenciar na disponibilidade do nutriente. Isso explica as
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variacbes encontradas nos teores de vitamina A entre regides e populacdes, como
apontam estudos realizados em diversas regibes (CANFIELD, 2003; RIBEIRO,
2004; MENESES, 2005).

Por fornecer informacdes relacionadas tanto ao estado nutricional materno
quanto ao infantil, a concentracdo de vitamina A no leite humano é um indicador
importante e tem sido utilizado para investigacoes sobre deficiéncia de vitamina A
subclinica no grupo materno-infantil (STOLTZFUS & UNDERWOOD, 1995).

Dieta

Vitamina A
conteudo variavel

Glandula mamaria

P Tl
P b
¢ CM -2
' | -— —> RE I__.T$ RE LEITE
\RE. TG esterificacéo Concentragdo varia
\ ,' /— com ingestédo dietética
e de vitamina A

Plasm'a Retinol -RBP

Concentracdo ~ constante

Figura 4. Transporte da vitamina A para a glandula mamaria
(Fonte: Adaptado de ROSS, 2004).

1.3. Relacéo entre a vitamina A e vitamina E

Alguns efeitos antagonicos tém sido evidenciados entre as vitaminas A e E.
Em estudo desenvolvido com mamiferos, foi observado que no grupo controle a
concentracéo de alfa-tocoferol plasmatico permaneceu maior que o valor encontrado
no grupo suplementado, durante as 7 semanas em que foi administrado o palmitato
de retinila (NONNECKE, 1999).

Ametaj (2000), verificou que quanto maior a dosagem administrada de
vitamina A, menor a concentracdo encontrada de alfa-tocoferol plasmatico. Esse
efeito ndo foi observado quando analisado outra forma de vitamina E, como o gama-

tocoferol. Resultados semelhantes foram obtidos por Schelling (1995), que observou

Ligia Rejane S. Garcia Programa de P&s-Graduaggo em Bioquimica / UFRN




INTRODUCAO 27

decréscimo na concentragdo de vitamina E, ndo somente no plasma como também
no leite, proporcional ao aumento da dosagem administrada de vitamina A através
da suplementacéao.

Em diversos paises, foi avaliado o efeito dos programas de suplementacao
materna com vitamina A sobre o estado nutricional materno-infantil da vitamina, bem
como o impacto desta medida sobre a morbimortalidade infantil (RICE, 1999;
BHASKARAM, 2000; VINUTHA, 2000; DARBOE, 2007; DIMENSTEIN, 2007). No
entanto, estudos sobre o efeito que tal megadose pode exercer sobre outros
nutrientes, como a vitamina E séo escassos. Estas vitaminas compartilham algumas
vias de transporte e distribuicdo para os tecidos. Portanto, o estudo da vitamina E no
leite materno se torna relevante para confirmar a seguranca da suplementacdo com
vitamina A, bem como para conhecer realidades regionais do estado nutricional

materno-infantil em vitamina E.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Investigar a influéncia da suplementacdo materna de palmitato retinila no
periodo pés-parto sobre a concentracdo de retinol e alfa-tocoferol no leite materno

de lactantes atendidas na Maternidade Escola Januario Cicco, Natal — RN.

2.2. Objetivos Especificos

» Caracterizar as puérperas envolvidas no estudo;

= Estabelecer o estado nutricional em vitamina A e E das lactantes, antes da
suplementacdo com vitamina A, através da analise do retinol e alfa-tocoferol no
sangue e no leite;

» Investigar o efeito da suplementacdo com vitamina A sobre os niveis das
vitaminas A e E no colostro;

= Avaliar a influéncia de caracteristicas das lactantes, como estado nutricional,

idade e paridade sobre os niveis de vitamina E, apds suplementacao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Sujeitos

O estudo foi um ensaio clinico aleatorizado, conduzido na Maternidade Escola
Januario Cicco (MEJC), localizada na cidade de Natal/RN. O protocolo (CAAE
0004.0.51.000-08) obteve aprovacdo no Comité de Etica em Pesquisa da UFRN
(Apéndice A). As parturientes recrutadas foram esclarecidas sobre os objetivos da
pesquisa e autorizaram sua inclusdo no estudo ao assinarem o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndices B e C).

O calculo da amostra foi feito através de método inferencial, sendo usados
valores médios e medidas de dispersao de estudos anteriores. Foi adotado que o
desvio-padrao do alfa-tocoferol no colostro nédo seria maior que 300 pg/dL (Ahmed et
al., 2004; Campos, 2005), conseqiientemente seria necessario recrutar 30 mulheres
em cada grupo para detectar uma diferenca de 250 pg/dL, com poder de 80% e
confianca de 95%. A amostragem foi obtida de acordo com os seguintes critérios de
exclusdo: mulheres residentes em outros municipios, gestacdo multipla, ma-
formacdo do neonato, uso de suplementos vitaminicos (contendo vitamina A e E)
durante a gestacdo, portadoras de infeccbes ou doencas crbnicas (diabetes,
hipertenséo) e mais de 12 horas poés-parto.

As mulheres (n=73) foram divididas em grupo controle (n=37) e grupo
suplementado (n=36). Cada grupo foi composto por mulheres adolescentes e
adultas, com distribuicdo percentual de acordo com incidéncia encontrada no local
de coleta (MEJC). As mesmas etapas foram realizadas com os dois grupos, exceto a

suplementacao no grupo controle, que foi realizada apés a ultima coleta de leite.

3.2. Coleta de dados

Dados sobre as caracteristicas obstétricas, maternas e do neonato, como
idade, estado nutricional, paridade, uso de suplemento contendo vitaminas A e E,
peso ao nhascer, tipo de amamentacdo (exclusiva, mista) foram obtidos do
prontuario, do cartdo de acompanhamento do pré-natal e através de questionario

aplicado pelos pesquisadores (Anexo D).
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O estado nutricional antropométrico durante a gestacao foi obtido através do
indice de Massa Corporal (IMC) gestacional, considerando as informacdes de peso
e altura da ultima consulta de pré-natal, contidas no cartdo de acompanhamento da
gestante. A classificacdo do estado nutricional foi realizado de acordo com o gréafico
de Atalah et al. (1997).

Apés as coletas de dados e material biolégico, as nutrizes receberam
orientacbes e folder explicativo sobre as fontes de vitamina A, importancia do

aleitamento materno e doacdo ao Banco de Leite Humano (Anexos E e F).

3.3. Coleta de material biolégico

ApoOs jejum noturno, foram coletados pelo corpo de enfermagem do hospital
5mL de sangue, que foi armazenado em tubo de polipropileno protegido da luz com
papel aluminio. As amostras de leite foram coletadas por expressdo manual de Unica
mama ndo sugada previamente, desprezando os primeiros jatos e obtendo-se 2mL
de um pool de leite do inicio e final da mamada, para evitar flutuacbes nas
concentracfes de vitaminas. Das maes incluidas na pesquisa, foram coletadas 2
amostras de leite colostro, no 1° e 2° dia pos-parto (Figura 5). Logo apos a 12 coleta
foi administrado nas mulheres do grupo suplementado uma dose de 200.000UI de
palmitato retinila. No grupo controle esse suplemento foi administrado apds a ultima

coleta.

Parturientes

Grupo controle Grupo suplementado
| |
Coleta de sangue Coleta de sangue
e leite (0 hora) e leite (0 hora)

| < 200.000 Ul retinol

Coleta do leite (24 horas) palmitato
Coleta do leite (24 horas)

Suplementacao com 200.000UlI
retinol palmitato

Figura 5. Esquema ilustrativo das coletas de material biolégico dos grupos

controle e suplementado.
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As amostras biolégicas foram transportadas sob refrigeracdo ao Laboratério
de Bioquimica da Nutricdo, Departamento de Bioquimica - Centro de Biociéncias
(UFRN). O sangue foi centrifugado (500xg) por cinco minutos para separacao e
remog&o do soro. Em seguida, as amostras de soro e leite foram quantificadas e

armazenadas sob nitrogénio a -20°C até o momento da analise.

3.4. Procedimento de extracao das vitaminas

3.4.1. Extracéao do retinol no leite

A extragdo de retinol nas amostras de leite foi realizada de acordo com o
método adaptado de Giuliano et al. (1992). Ao tubo contendo 0,5 mL de leite, foram
adicionados 0,5 mL de etanol 95% (Merck) para precipitacdo protéica e 1 mL de
KOH 50% (Vetec) para hidrolisar os ésteres de retinol. Esse tubo foi agitado por 1
minuto e levado a banho-maria a 45°C, onde permaneceu por duas horas. Decorrido
o tempo, foi iniciada a extracdo da fase lipidica da amostra com adicdo de 2 ml de
hexano pa (Merck), seguido por agitacdo em Vortex por 1 minuto e centrifugacéo
(4000 rpm) durante 10 minutos. Essa etapa foi repetida trés vezes, sendo
recuperado em cada etapa o sobrenadante contendo o extrato hexanico, que foi
colocado em tubo a parte. Deste ultimo, foi retirado uma aliquota de 2mL para
evaporacdo em banho-maria a 37°C, sob atmosfera de nitrogénio. Esse extrato
evaporado foi redissolvido em 500 uL de etanol 99,3% (Vetec), agitado por 1 minuto

e analisado em cromatografo de alta eficiéncia (Figura 6).
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A

Amostra de leite + KOH
50% + Etanol 95%

Agitacdo por 1 min.
v Banho-maria a 45°C/ 2 h

Agitacao por 1 min.
Centrifugacédo por 10 min.

y

Precipitado

Hexano

y

Precipitado

Y

Sobrenadante
(12 recuperacgao)

Agitagdo por 1 min.

Centrifugacgéo por 10 min.

Sobrenadante
(22 recuperacéo)

Somatorio dos

Hex

Agitacdo por 1 min.
Centrifugagéo por 10 min.

A

y

Precipitado

\ 4

Sobrenadante
(3@ recuperacao)

»| sobrenadantes

!

Evaporacéo
em N,

!

Ressuspenséo
em 500 pL de
etanol

!

Andalise em CLAE

Figura 6. Esquema ilustrativo do processo de extragéo de retinol nas amostras

de leite materno

3.4.2. Extracdo do alfa-tocoferol no leite

A técnica extrativa para alfa-tocoferol no leite foi adaptada de Ortega et al.

(1998). Uma amostra de 500 pL de leite foi tratada com etanol 95% (Merck), seguida

por 2 etapas de extracdo com 2 mL de hexano (Merck) cada, evaporagdo de uma
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aliquota de 2 mL, que no momento da andlise foi redissolvida em 250 pL de etanol
absoluto e aplicado 20 pL no CLAE.

3.4.3. Extracao do retinol e alfa-tocoferol no soro

A concentracdo de alfa-tocoferol e retinol nas amostras de soro foi
determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de acordo com
adaptacdo do método utilizado por Ortega et al (1998). Para 1 mL de soro, foi
utilizado 1 mL de etanol 95% (Merck) para precipitacdo das proteinas, seguida por
extragdo com 6 mL de hexano (Merck) e evaporacdo do extrato sob atmosfera de
nitrogénio, em banho-maria a 37°C. No momento da andlise, o extrato foi
redissolvido em 500 pL de Etanol absoluto (Vetec) e 20 pyL foram aplicados no
aparelho CLAE.

3.5. Condicdes cromatogréficas

A concentracdo de retinol e a-tocoferol no soro e leite materno foram
determinados em cromatégrafo da marca Shimadzu, constituido de bomba LC-20 AT
Shimadzu, acoplado a um Detector SPD-20A Shimadzu UV-VIS, Coluna Shim-pack
CLC-ODS (M) 4,6 mm x 15 cm e computador com programa “LC solution” (Shimadzu
Corporation) para processamento dos dados.

A fase movel utilizada para a andlise de retinol nas amostras de leite foi
metanol 100%, em sistema isocratico com fluxo de 1ImL/min e tempo de retencao de
3,2 minutos. O comprimento de onda adotado para monitoramento da absorbancia
foi de 325nm. Para a andlise de a-tocoferol no leite, foi utilizado um comprimento de
onda de 292nm a um fluxo de 1,5mL/min de metanol:agua (97:3), obtendo-se um
tempo de retencdo de 8,2 minutos.

A deteccgéao do retinol e alfa-tocoferol no soro foi realizada na mesma corrida,
com mudancga programada no comprimento de onda, de 325nm para 292nm, com 5
minutos de eluicdo da amostra em metanol 100% e fluxo de 1mL/min.

A identificacdo e quantificacdo do retinol e alfa-tocoferol nas amostras foram
estabelecidas por comparacdo das respectivas areas dos picos obtidos no
cromatograma com as areas dos respectivos padrdes de todo-trans retinol e alfa-

tocoferol — SIGMA (Figuras 7 e 8). As concentracdes dos padrdes foram confirmadas
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pelo coeficiente de extingdo especifico para retinol (e 1%, 1cm = 1850 a 325nm) e a-
tocoferol (e 1%, 1cm = 75,8 a 292nm) em etanol absoluto (Vetec) (Nierenberg e
Nann, 1992).

ChlLabSalutions\D ata\Project1iLIG LAZS070S HOWA CURWA RETINOLOOZ. |ed
mh
] DetA Chi
W
7.5
A 5.0
2.5+
0.0 T 4
T T T T T T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 20 25 3.0 3.5 4.0 45
min
mh
754 g Cet.A Chi
5.0
2.5+
8§ 8
kil -+
1 L 1
D.D—E—/—“_\/";_t i T
T T T T T T T T T
0.0 0.5 1.0 1.8 2.0 2.5 2.0 2.5 4.0 4.5
min

Figura 7. Cromatogramas de retinol. Padrdo externo (A) e amostra de leite materno
(B), com tempo de retenc¢do de 3,2 minutos.
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Figura 8. Cromatogramas de alfa-tocoferol. Padrao externo (A) e amostra de leite

materno (B), com tempo de retencéo de 8,2 minutos.

3.6. Linearidade, exatidao e precisao dos métodos

A linearidade do método foi verificada através de curvas de calibracdo

periodicas estabelecidas com solucdes padroes de concentracdes crescentes de

cada vitamina. As curvas de calibracéo (Figura 9) foram construidas por regressao

linear (concentracbes dos padrbes x é&rea dos padrdes) e serviram para

quantificacdo das concentragcbes nas amostras através da conversdo das areas

obtidas.

A exatiddo dos meétodos empregados foi avaliada através do teste de

recuperacdo da extracdo. Esse meétodo consiste em adicionar padréo interno com

uma concentragdo conhecida em aliquotas da amostra teste, que foi submetida a
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todas as etapas da extracdo e posterior aplicacdo em CLAE para determinar a
porcentagem de recuperacdo do padrao interno. Os testes foram realizados com
aliquotas de um pool de leite materno e um de soro. Para o teste do retinol no leite,
foram utilizadas 6 aliquotas e acetato de retinol (Sigma) como padrédo interno,
obtendo-se uma recuperacdo de 99%. No teste do alfa-tocoferol no leite foram
utilizadas 8 aliquotas do pool de leite e acetato de tocoferol (Sigma) como padrao
interno, obtendo-se uma recuperacdo de 96%. No soro, os mesmos padrbes
internos foram utilizados, com uma recuperacéao de 96%.

A precisdo dos métodos foi avaliada atraves do teste de repetitividade, com
utilizacéo de 6 aliquotas de uma mesma amostra, que passaram pelos processos de
extracdo citados anteriormente e foram redissolvidas em etanol absoluto, seguidas
da aplicacdo em CLAE em 3 dias alternados. O coeficiente de variacdo foi inferior a

4% para todos os métodos.

Curva de calibragio
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Figura 9. Curvas de calibracdo dos padrbes

retinol e alfa-tocoferol. A e B representam as curvas de
calibracdo com equacdo da reta e coeficiente de regressao
linear dos padr6es retinol e alfa-tocoferol, respectivamente.
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3.7. Valores de referéncia

Para identificacdo de deficiéncia marginal em vitamina A foi adotado o ponto
de corte de 30 pg/dL de retinol sérico (Haskell, 1999). No colostro, foram
considerados indicativo de baixa concentracdo de retinol valores menores que 60
pg/dL (Macias e Schuweigert, 2001).

Valores de alfa-tocoferol sérico materno menor que 11,6 pumol/L (499,6 ug/dL)
sao indicativos de deficiéncia de vitamina E, entre 11,6 a 16,2 umol/L (499,6 a 697,7
pg/dL) valores de risco e acima de 16,2 pumol/L (697,7 pg/dL) foram considerados
como aceitaveis (Sauberlich, 1974).

3.8. Andlise estatistica

Para andlise estatistica foi utilizado o software Statistica 7. Os dados das
concentracfes de vitaminas no soro e leite foram apresentados em média + desvio-
padrdo. As diferencas entre as médias dos dados numéricos paramétricos foram
tratadas utilizando o teste t de student para dados dependentes e independentes. O
teste do Qui-quadrado foi utilizado para varidveis categoricas. A relacdo entre os
dados bioquimicos e as caracteristicas maternas foi avaliada pela correlacdo de

Pearson. As diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacédo das puérperas

As puérperas incluidas no estudo (n=73) tinham entre 13 e 31 anos. Das
mulheres inseridas no grupo controle, 97% estavam amamentando exclusivamente
seus filhos, enquanto no grupo suplementado 92% destas estavam amamentando
exclusivamente. O restante das maes ndo amamentavam ou amamentavam de
forma mista. Um total de 40 maes foram categorizadas como primiparas, das quais
22 eram do grupo controle e 18 do suplementado. Apenas 60% tinham dados do
acompanhamento nutricional gestacional. A maioria (54%) apresentou peso acima
do adequado durante a gestacdo, considerando a classificacdo de sobrepeso e
obesidade. As caracteristicas das puérperas (Tabela 2) foram semelhantes entre os
grupos (p>0,05).

Tabela 2. Caracteristicas gerais das puérperas incluidas no estudo.

o Grupo Grupo Total
Caracteristicas controle suplementado (n=73)
(n=37) (n=36)
Adolescentes (n) 7 10 17
Adultas (n) 30 26 56
Paridade (numero de filhos) 1,9+12° 1,8+0,9 18+1,0

Peso do recém-nascido (Kg) | 3329,9 +576,8 | 3142,9 + 669,8 | 3241,7 + 624,9
Estado nutricional

Baixo peso [n(%)] 3 (13) 2 (10) 5(11)
Peso adequado [n(%)] 7 (29) 8 (40) 15 (34)
Sobrepeso [n(%)] 7 (29) 5 (25) 12 (27)
Obesidade [n(%)] 7 (29) 5 (25) 12 (27)

& Média + desvio-padrio

4.2. Estado nutricional em vitamina A

O estado nutricional em vitamina A das puérperas (n= 73) segundo o retinol
sérico foi avaliado, obtendo-se uma concentracdo média de 50,7 + 14,4 ug/dL, que
corresponde a valores normais. Uma prevaléncia de deficiéncia subclinica de 7% foi
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encontrada no grupo total. Nas adolescentes (n=17), a concentracdo de retinol
sérico foi 44,6 £ 13,7 pg/dL, menor que a média das puérperas adultas (n= 56) de
52,5 + 14,2 pg/dL (p=0,046).

A concentracdo média de retinol no leite colostro (zero hora) foi adequada
(72,4 = 60,3 pg/dL), considerando o ponto de corte de 60 pg/dL, com grandes
variagdes entre as amostras. No entanto, foi encontrada uma porcentagem de 52%
das mulheres com concentracdo de retinol no colostro abaixo da normalidade. N&o
houve diferenca significativa (p=0,74) entre os valores no leite de puérperas adultas
(73,8 £ 63,7 pg/dL) e adolescentes (68,1 + 49,1 pg/dL).

4.3. Estado nutricional em vitamina E

O estado nutricional em vitamina E foi avaliado de acordo com 0s niveis
séricos de alfa-tocoferol, obtendo-se uma concentracdo média de 1326,8 + 278,1
Mg/dL, considerado aceitavel de acordo com o ponto de corte adotado (> 697,7
pg/dL). Apenas uma mae do grupo suplementado apresentou valor (691 ug/dL)
inserido na faixa de risco de deficiéncia de acordo com esse indicador. Entre as
concentragbes médias de adultas e adolescentes ndo houve diferenga significativa,
1358,0 £ 282,9 ug/dL e 1224,0 £ 241,8 ug/dL, respectivamente.

A concentracdo média de alfa-tocoferol no colostro foi de 1217,4 + 959,9
pg/dL. Nao havendo diferenga (p=0,30) entre os valores das puérperas adolescentes
e adultas, 1431,3 £ 963,5 ug/dL e 1152,4 £ 958,0 ug/dL, respectivamente.

Ao avaliar a relacdo entre as caracteristicas do grupo e as concentragdes de
vitaminas, foi encontrada correlacdo positiva entre os valores de retinol e alfa-
tocoferol no leite O hora (p=0,00), bem como entre a concentragao de retinol no leite

0 hora e a paridade (p=0,04).
4.4. Avaliacédo da suplementacao com retinol palmitato

A concentracéo de retinol no colostro aumentou significativamente no grupo
suplementado (p = 0,002) apds a administracdo da megadose com retinol palmitato,

0 mesmo hao acontecendo para o grupo controle (p = 0,9), como ja era esperado
(Tabela 3).
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Os dados na Tabela 3 mostram um aumento significativo na concentracdo de
alfa-tocoferol no leite materno apds a suplementacédo com retinol palmitato no grupo
suplementado (p = 0,04). Essa significancia néo foi observada no grupo controle (p =
0,1).

Tabela 3. Efeito da suplementacdo com retinol palmitato sobre a concentracao
de retinol e alfa-tocoferol no leite materno.

Retinol (ug/dL)

Grupo controle Grupo suplementado
Leite O hora Leite 24 horas Leite O hora Leite 24 horas
75,0 + 53,0° 76,0 + 71,42 69,6 + 67,72 122,0 + 100,0°
Alfa-tocoferol (ug/dL)
Grupo controle Grupo suplementado
Leite O hora Leite 24 horas Leite 0 hora Leite 24 horas
984,6 + 750,0% 1175 + 730,8% 1456,6 + 1095,8° | 1804,3 + 1432,0°

3| etras sobre-escritas diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05).

Ao avaliar a influéncia das caracteristicas do grupo sobre a variacdo na
concentracdo de alfa-tocoferol no colostro, apdés a suplementacdo materna, foi
observado que as mulheres que apresentaram baixos niveis de retinol no leite 0
hora (<60 pg/dL) tiverem aumento consideravel na concentracao de alfa-tocoferol no
leite 24 apds suplementacdo (Figura 10). Enquanto que as mulheres com teores
aceitaveis de retinol no leite antes da suplementacdo (>60 pg/dL) apresentaram
reducd@o na concentracdo de alfa-tocoferol no leite apds a suplementacgéo (p= 0,04).
Esse efeito também foi observado ao agrupar mulheres de acordo com a adequacao
nos niveis das duas vitaminas analisadas no leite 0 hora (Figura 11). As mulheres
com niveis aceitaveis apresentaram reducdo na concentragdo de alfa-tocoferol apos
suplementacdo. Enquanto que, aquelas com niveis baixos nas duas vitaminas se
beneficiaram com aumento na concentracao de alfa-tocoferol apos a suplementacao
com retinol palmitato. Outras caracteristicas como idade, paridade e peso ao nascer

nao apresentaram influéncia sobre este parametro.
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Figura 10. Variacdo na concentracdo de alfa-tocoferol no colostro apo6s a
suplementagdo com retinol palmitato de acordo com os niveis de retinol no leite
antes da suplementacéo.
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Figura 11. Variacdo na concentracdo de alfa-tocoferol no colostro apdés a
suplementacdo com retinol palmitato de acordo com a adequacdo nos niveis de
vitaminas A e E no leite antes da suplementacéo.
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5. DISCUSSAO

As lactantes constituem um grupo biologicamente vulneravel, uma vez que a
lactacdo € o periodo do ciclo reprodutivo do ser humano de maior demanda
energética. O estado nutricional materno constitui um determinante critico do
resultado da gravidez, tanto para a mae como para o concepto. O monitoramento de
caréncias e excessos nutricionais diminui consideravelmente os riscos de
complicacBes gestacionais (Brasil, 2003). Os dados disponiveis sobre o estado
nutricional gestacional neste estudo mostraram uma porcentagem elevada de
mulheres com peso acima do adequado. Resultados semelhantes foram obtidos
com estudos em diversos paises (Walsh, 2007), mostrando uma tendéncia mundial
na elevacdo do peso no decorrer da gestacdo, o que pode aumentar o risco de
complicagBes como pré-eclampsia, baixo peso ao nascer, entre outras.

A caréncia de nutrientes essenciais, como as vitaminas E e A, pode levar a
sérios problemas de salde para a crianca durante o desenvolvimento fetal e apds o
nascimento (Henriksen, 2006). Para evitar as consequéncias de tais deficiéncias, o
leite materno precisa fornecer um suporte adequado para garantir a formacéao de
reservas e fortalecer as defesas do recém-nascido contra os efeitos da caréncia de
vitamina A e a toxicidade do oxigénio (Boersma, 1991; Macias, 2001; Schweigert,
2004).

O estado nutricional bioquimico em vitamina A das mulheres incluidas no
estudo foi adequado, estando de acordo com valores de retinol sérico encontrado
em mulheres tailandesas (Panpanich, 2002), alemas (Schweigert, 2004) e suicas
(Soderlund, 2005), superior aos niveis de mulheres do Nepal (Yamini, 2001) e
inferiores aos da regido sudeste do Brasil (Meneses e Trugo, 2005). A prevaléncia
de 7% de inadequacdo quando comparada a encontrada em outras regides
brasileiras como Rio de Janeiro (22 - 24%) e Recife (25%), indica um baixo risco de
desenvolvimento de deficiéncia no grupo estudado, de acordo com esse indicador
(Saunders, 2005; Ramalho, 2006; Lopes, 2006).

A concentracao de retinol no leite materno tem sido proposta como indicador
do estado nutricional em vitamina A no grupo materno-infantil (Haskell,1999). Nesse
estudo foi encontrado valor superior ao de parturientes em Bangladesh (Ahmed,
2004), e inferior ao de mulheres de paises desenvolvidos (Macias, 2001; Ross,

2003; Schulz, 2007). Uma elevada porcentagem de mulheres com baixos niveis de
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retinol no colostro (52%) foi observada, o que demanda maior atencao para esse
grupo de risco, visto que o recém-nascido apresenta ao nascimento baixas
concentracfes plasmaticas de tal vitamina, dependendo do leite materno para o
restabelecimento desses niveis e das reservas hepéticas.

As parturientes apresentaram um adequado estado nutricional em vitamina E
segundo o alfa-tocoferol no plasma. Resultado semelhante foi encontrado por Mayne
(1998), e inferiores foram obtidos por Lee (2003) e Yamini (2001). Ao comparar o
resultado encontrado para alfa-tocoferol no colostro (1217,4 pumol/L) com resultados
de outros estudos (Figura 12), € possivel observar valores semelhantes em estudos
conduzidos em Pernambuco / Brasil e em Cuba. Alguns autores (Ostrea, 1986;
Babinsky,1991) sugeriram que um adequado aporte de vitamina E ao nascimento
protege ndo somente da toxicidade do oxigénio, como também estimula o

desenvolvimento do sistema imunolégico.
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Figura 12. Concentracdo de alfa-tocoferol no colostro em relacdo a outros
estudos.
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As gestantes adolescentes sdo especialmente vulneraveis em termos
nutricionais devido & demanda aumentada de nutrientes relacionada tanto ao
crescimento e desenvolvimento proprio, quanto ao crescimento e desenvolvimento
fetal (Spear, 1996). Neste estudo foi observada menor concentracdo de retinol sérico
em puérperas adolescentes em relacdo as adultas. Em estudos realizados por outro
grupo de pesquisadores brasileiros, com mulheres em diferentes estagios de vida,
foram verificados valores menores, embora nao-significativos para adolescentes em
relacdo a mulheres adultas (Meneses e Trugo, 2005; Azeredo e Trugo, 2008). A
idade ndo exerceu influéncia para as vitaminas no colostro. Resultados semelhantes
foram encontrados por Vitolo e colaboradores (1999) ao trabalhar com leite maduro.

Correlacdo positiva foi observada entre retinol e alfa-tocoferol no leite, como
encontrado em estudo com mulheres brasileiras ao analisar leite maduro (Azeredo e
Trugo, 2008). O retinol e alfa-tocoferol plasmaticos ndo foram relacionados as suas
concentracbes no leite, provavelmente por haver mecanismos de transporte
alternativos destas vitaminas para a glandula mamaria que independem da
concentracdo plasmatica (Li, 2000; Azeredo e Trugo, 2008).

A suplementacdo materna de vitamina A no pos-parto imediato vem sendo
uma intervencao bastante utilizada em areas de risco para deficiéncia de vitamina A,
e varios estudos indicam que essa medida resulta no aumento de retinol no leite
materno (Stoltzfus,1993; Bahl, 2002; Rice, 2000; Dimenstein, 2007; Bhaskaram,
2000). A megadose de vitamina A aumentou os niveis de retinol no leite 24 horas
apos a suplementacdo, confirmando a importancia e eficacia dessa estratégia no
combate a deficiéncia de vitamina A no grupo materno infantil.

Nesse estudo a megadose de vitamina A também aumentou os niveis de alfa-
tocoferol no colostro do grupo suplementado. Na capsula de vitamina A é adicionado
49,4 mg de all-rac-alfa-tocoferol (forma sintética de vitamina E composta de 8
diastereoisomeros) com funcédo de protecao antioxidante. A partir dessa informacéo
e dos resultados do presente estudo, duas hipéteses podem ser sugeridas: a
vitamina E adicionada a capsula contribuiu para o aumento do alfa-tocoferol no leite
materno e/ou a suplementacdo com vitamina A aumentou a retencéo da vitamina E
na glandula mamaria.

Roxborough et al (1998) ao avaliarem o efeito da suplementacdo sobre a
concentragdo plasmética de vitamina E em estudo utilizando uma dosagem de 75

mg ds-RRR-alfa-tocoferol, observaram aumento variavel entre os participantes.
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Brigelius-Flohé et al. (2009) sugeriram que tais diferencas em resposta a
suplementacdo podem resultar de variacbes individuais em diversos fatores
regulatorios, como atividade da alfa-TTP, taxa metabdlica, conteddo e composicao
de lipidios, estado de outros micronutrientes que reciclam a vitamina E, além de
condi¢cdes ambientais. Neste sentido, 0 momento pds-parto pode ter favorecido o
melhor aproveitamento da vitamina E presente na capsula.

Sabe-se que a captacdo de alfa-tocoferol pelos tecidos ocorre por diversas
vias, destacando-se a via da lipase lipoprotéica (LPL) e a de receptores de
lipoproteinas (Debier, 2005a). Na glandula maméria, essa captacdo depende da
atividade da LPL, que est4 aumentada durante a lactacdo, aumentando a eficiéncia
de captacédo do alfa-tocoferol (Green, 2001).

Em situacdes de suplementacdo, a transferéncia da vitamina A a glandula
mamaria também ocorre via quilomicrons (cerca de 60%) e depende do sitio de
ligacdo dos quilomicrons e lipGlise dos triacilglicerdis, via acdo da LPL (Green,
2001). Provavelmente, esse aumento de quilomicrons circulantes, com o aumento
da atividade da LPL na glandula mamaria, favoreceu também a captacédo do alfa-
tocoferol presente na capsula de vitamina A ou do tocoferol dietético, por aumentar
sua biodisponibilidade (Martinez, 2002).

Na literatura tem sido discutida a presenca de competicdo negativa entre as
vitaminas A e E. Ametaj et al(2000) afirmaram que a ingestdo de altas quantidades
de vitamina A reduzia em até 39% os niveis plasmaticos de tocoferol. Os autores
sugeriram que o0s isdmeros de &cido retindico, presentes no plasma apés
suplementacdo, podem modular negativamente a producdo da proteina
transportadora de alfa-tocoferol (alfa-TTP), importante na manutencédo do tocoferol
plasmatico. Existem evidéncias que esses isbmeros também poderiam reduzir a
expressao hepatica de RNAmM da apoliproteina A-l presente na lipoproteina de alta
densidade (HDL), um importante transportador de alfa-tocoferol plasmatico para os
tecidos (Zolfaghari, 1994).

Schelling et al (1995), avaliaram o efeito da suplementagcdo com megadoses
de vitamina A sobre os niveis de tocoferol no plasma e leite de ruminantes, e
verificaram que houve reducdo significativa de alfa-tocoferol no leite apenas quando
os mamiferos foram suplementados com quantidade de vitamina A acima de 675
000 Ul. No presente estudo, a suplementagcdo com megadose de 200.000Ul de

vitamina A aumentou os niveis médios de alfa-tocoferol no leite, provavelmente por
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existrem mecanismos de transporte e captacdo para a glandula maméria
independentes do HDL, quando comparados ao transporte de alfa-tocoferol no
plasma e sua transferéncia para outros tecidos.

A analise mais detalhada dos resultados mostrou que esse efeito da
suplementacdo sobre o alfa-tocoferol no leite variou de acordo com o estado
nutricional nas vitaminas A e E no colostro antes da suplementacao (Figuras 10 e
11). As mulheres com baixos niveis das vitaminas no leite O hora se beneficiaram
com a suplementacao pelo aumento na concentracdo do alfa-tocoferol no colostro.
Ja as mulheres com estado nutricional adequado nas vitaminas, que supostamente
nao necessitariam de suplementacdo contendo vitaminas A e E, apresentaram
reducdo na concentracdo de alfa-tocoferol no leite 24 horas. Estes resultados
mostram uma possivel interacdo entre tais nutrientes, que provavelmente pode estar
relacionada a competicdo por mecanismos de transportes, saturacao de receptores
de lipoproteinas transportadoras, associados a maior demanda de nutrientes no
periodo pos-parto.

A suplementacdo com megadose de vitamina A € uma medida de intervencéo
importante no combate a deficiéncia de vitamina A e os resultados desse estudo
trazem evidéncias de sua eficacia em aumentar a biodisponibilidade da vitamina E
no leite em mulheres com baixos niveis de retinol no colostro. No entanto, deve-se
avaliar a real necessidade de suplementar mulheres com niveis adequados de
vitaminas, visto que 0 excesso de vitamina A pode resultar em interacdes

desfavoraveis entre nutrientes essenciais para o grupo materno-infantil.
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6. CONCLUSOES

= As puérperas envolvidas no estudo eram, na maioria, adultas, primiparas,
com peso acima do adequado durante a gestacdo e amamentavam de forma

exclusiva.

»= A concentracdo de retinol e alfa-tocoferol, no plasma e colostro, mostrou que

o estado nutricional nas vitaminas A e E das lactantes estava adequado.

= Apenas o retinol sérico foi menor em adolescentes comparando-se com as

mulheres adultas.

» A suplementacdo com retinol palmitato implicou no aumento das
concentracdes de retinol e alfa-tocoferol no leite colostro de mulheres com

niveis baixos destas vitaminas antes da suplementacao.
» As caracteristicas maternas como estado nutricional, idade e paridade, ndo

exerceram efeito sobre a concentracdo de alfa-tocoferol apdés a

suplementacdo materna com retinol palmitato.
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APENDICE A

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE - UFRN
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP

PARECER N° 037/2008
(Final)
Prot. n° 004/08 — CEP/UFRN
CAAE 0004.0.051.000-08
Projeto de Pesquisa Avaliacdo da suplementacdo materna com megadose de

vitamina A sobre os niveis de retinol e a - tocoferol no leite
humano de mulheres adolescentes e adultas.

Area de Conhecimento Ciéncias da Saude — Grupo Il
Pesquisador Responsavel Roberto Dimenstein
Instituicao Onde Sera Realizado UFRN - Centro de Biociéncias
Departamento de Bioquimica
Instituicao Sediadora Maternidade Escola Januario Cicco (MEJC)
Finalidade Dissertagao de Mestrado
Periodo de Realizacao Arrolamento dos sujeitos Inicio: fevereiro/08
Término: junho/08
Revisdo Etica em 07 de margo de 2008
RELATO

Considerando que as pendéncias expostas por este Comité, foram adequadamente cumpridas,
o Protocolo de Pesquisa em pauta enquadra-se na categoria de APROVADO.

Orientacdes ao Pesquisador: em conformidade com a Comissao Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP) através do Manual Operacional para Comités de Etica em Pesquisa (Brasilia, 2002) e
Resol. 196/96 — CNS o pesquisador responsavel deve:

1. Entregar ao sujeito da pesquisa uma cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), na integra, por ele assinada (Resol. 196/96 CNS — item IV.2d),

2. Desenvolver a pesquisa conforme foi delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apos a analise das razdes da descontinuidade pelo CEP/UFRN (Resol.
196/96 — CNS — item IIl.3z);

3. Apresentar ao CEP/UFRN eventuais emendas ou extensdes ao protocolo original, com
justificativa (Manual Operacional para Comités de Etica em Pesquisa — CONEP — Brasilia —
2002 — p.41);

4. Apresentar ao CEP/UFRN relatdrio final apos conclusdo da pesquisa (Manual Operacional
para Comités de Etica em Pesquisa — CONEP — Brasilia — 2002 — p.65);

Os formularios para os Relatorios Parciais e Final estdo disponiveis na pagina do CEP/UFRN
(www.etica.ufrn.br).

Natal, 11 de marco de 2008.

A i
/ )’ 4
Uiilee //mz,‘f-«'—

ulce Aimeida
Vice-Coordenadora do CEP-UFRN
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APENDICE B

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE N°___
CENTRO DE BIOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA
LABORATORIO DE BIOQUIMICA DOS ALIMENTOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA O REPRESENTANTE LEGAL DA
MAE ADOLESCENTE
CAAE 0004.0.51.000-08
Justificativa: As mées que estdo amamentando podem ficar deficientes em uma vitamina chamada de vitamina
A. Ela é fundamental & salde da mde e também ao crescimento e desenvolvimento normal de seu bebé, que
muitas vezes, adquire esta vitamina apenas do leite materno. Uma vez que a mée esteja deficiente nesta vitamina,
seu leite também podera estar. Pensando nisso, o Ministério da Salde criou um projeto para fornecer as méaes
gue amamentam, altas quantidades da vitamina A: a suplementacdo. Porém ndo se sabe se essa quantidade
administrada de vitamina A interfere no aproveitamento no leite materno de outra vitamina também importante
para o0 bebé, chamada de vitamina E. A falta de informagdes sobre esse efeito contribui para a realizago deste
trabalho.
Objetivo: Avaliacdo da suplementacdo materna com megadose de vitamina A sobre os niveis de retinol e a-
tocoferol no leite humano de mulheres adolescentes e adultas
Pesquisador responsavel: Prof Dr.Roberto Dimenstein (Endereco: Av. Praia de Genipabu, 2100, Ponta Negra.
Fone: (84) 3219-3559
Comité de Etica — UFRN: Praca do Campus Universitario, Lagoa Nova. Caixa Postal 1666, CEP 59072-970
Natal/RN. Telefone/Fax (84)3215-3135

Este formulédrio que vocé devera assinar foi elaborado de acordo com a Resolucdo CNS 196-96, que
orienta procedimentos referentes as pesquisas que requer experiéncias com humanos. Nesta pesquisa, a
adolescente sob sua responsabilidade serd submetida aos procedimentos enumerados a seguir:

1. Informacdo sobre o endereco residencial

2. Dados sobre a consulta pré-natal (Data da Gltima menstruagdo, paridade, uso de medicamentos ou
vitaminas, exames realizados: hemograma e parasitoldgico de fezes, altura e peso)

3. Dados sobre o parto (data, horario, tipo de parto, peso e idade gestacional do recém nascido)

4. Coleta de material bioldgico (04 mL de leite materno, fracionado em 2 coletas) e uma coleta de 05 mL
de sangue )

5. Suplementagdo com vitamina A (200.000Ul). Para evitar possiveis efeitos tdxicos, é recomendado
ndo consumir em excesso, nos 3 dias apds a suplementacdo, alimentos ricos em vitamina A, como
figado, visceras e 6leo de dendé.

Para seu esclarecimento informamos que:

1. Serdo garantidos esclarecimentos, antes e durante o curso da pesquisa, sobre a metodologia;

2. Os sujeitos poderdo se recusar a participar ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da
pesquisa, por quaisquer motivos sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado. Também
podem optar por nao responder a todas as perguntas do questionario;

3. Os resultados obtidos em analise serdo arquivados e mantidos eticamente em absoluto sigilo;

4. Declaramos que caso ocorra algum eventual dano ao participante decorrente da sua inclusdo na
pesquisa, a instituicdo (UFRN) indenizard o mesmo de acordo com a Resolucéo 196/96 CNS.

5. As despesas causadas aos participantes advindas da pesquisa serdo ressarcidas.

Consentimento:
Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacdo na pesquisa e concordo em
participar.

Assinatura da Adolescente Assinatura do Representante Legal da Adolescente

Assinatura do Pesquisador
Natal, de de 20

Ligia Rejane S. Garcia Programa de P&s-Graduaggo em Bioquimica / UFRN




APENDICES 64

APENDICE C

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE  N°
CENTRO DE BIOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA
LABORATORIO DE BIOQUIMICA DOS ALIMENTOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
CAAE 0004.0.51.000-08

Justificativa: As maes que estdo amamentando podem ficar deficientes em uma vitamina chamada de vitamina
A. Ela é fundamental a salde da mde e também ao crescimento e desenvolvimento normal de seu bebé, que
muitas vezes, adquire esta vitamina apenas do leite materno. Uma vez que a mée esteja deficiente nesta vitamina,
seu leite também podera estar. Pensando nisso, o Ministério da Salde criou um projeto para fornecer as maes
gue amamentam, altas quantidades da vitamina A: a suplementacdo. Porém ndo se sabe se essa quantidade
administrada de vitamina A interfere no aproveitamento no leite materno de outra vitamina também importante
para o bebé, chamada de vitamina E. A falta de informacfes sobre esse efeito contribui para a realizacdo deste
trabalho.

Objetivo: Avaliagdo da suplementacdo materna com megadose de vitamina A sobre os niveis de retinol e o-
tocoferol no leite humano de mulheres adolescentes e adultas

Pesquisador responsavel: Prof Dr.Roberto Dimenstein (Endereco: Av. Praia de Genipabu, 2100, Ponta Negra.
Fone: (84) 3219-3559

Comité de Etica — UFRN: Praca do Campus Universitario, Lagoa Nova. Caixa Postal 1666, CEP 59072-970
Natal/RN. Telefone/Fax (84)3215-3135

Este formulédrio que vocé devera assinar foi elaborado de acordo com a Resolugdo CNS 196-96, que
orienta procedimentos referentes as pesquisas que requer experiéncias com humanos. Nesta pesquisa, a senhora
serd submetida aos procedimentos enumerados a seguir:

6. Enderego residencial

7. Dados sobre a consulta pré-natal (Data da Gltima menstruagdo, paridade, uso de medicamentos ou
vitaminas, exames realizados: hemograma e parasitologico de fezes, altura e peso)

8. Dados sobre o parto (data, horario, tipo de parto, peso e idade gestacional do recém nascido)

9. Coleta de material biolégico (04 mL de leite materno (fracionado em 2 coletas) e uma coleta de 05
mL de sangue )

10. Suplementacdo com vitamina A (200.000UI). Para evitar possiveis efeitos toxicos, é recomendado nos
3 dias ap0s a suplementacéo ndo consumir em excesso alimentos ricos em vitamina A, como figado,
visceras e 6leo de dendé. E possivel ocorréncia de nauseas no dia da suplementacao.

Para seu esclarecimento informamos que:

6. Serdo garantidos esclarecimentos, antes e durante o curso da pesquisa, sobre a metodologia;

7. Os sujeitos poderdo se recusar a participar ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da
pesquisa, por quaisquer motivos sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado. Também
podem optar por nao responder a todas as perguntas do questionario;

8.  Os resultados obtidos em analise serdo arquivados e mantidos eticamente em absoluto sigilo;

9. Declaramos que caso ocorra algum eventual dano ao participante decorrente da sua inclusdo na
pesquisa, a instituicdo (UFRN) indenizara o mesmo de acordo com a Resolucéo 196/96 CNS.

10. As despesas causadas aos participantes advindas da pesquisa seréo ressarcidas.

Consentimento:
Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacdo na pesquisa e concordo em
participar.

Assinatura do Pesquisador Assinatura da Participante

Natal, de de 20
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APENDICE D
INQUERITO P/ MAES No:
Dados pessoais
Nome:
Endereco:
Telefone: Data de Nascimento: Idade:

Dados da consulta (Pré-Natal / Cartéo da gestante)

D.U.M.: / / Paridade:
Altura: Peso: Data: / / IG:
Estado Nutricional Materno: ] Baixo peso 1 Normal 1 Sobrepeso

Usou algum medicamento ou vitamina? 1Sim [1Nao Qual:
Amamentou durante a gestagdo? [ Sim [1N&o Freqiiéncia:

Apresentou algum episddio de diarréia durante a gestacdo? 1 Sim 1 Nao
Fuma? 71 Sim "1 Nao OBS.:

EXAME VALOR DATA
Hemacias
Hemoglobina

Hematocrito

Parasitoldgico de fezes

Dados sobre o parto (prontuario)

Data/parto: / / Hora/parto: Tipo/parto:
Peso do RN: IG/ RN: Aleitamento: [] Sim 1 Nao
Mae foi suplementada com vitamina A? 1 Sim [1Nao  Hora:

Menarca (adolescentes):

EXAME VALOR DATA

Proteinas totais

Albumina

Hemoglobina

Hematocrito

Coleta da amostra

Hora da coleta de sangue: Hora da coleta de leite: 1° Data:
Data: 2° Data:
3° Data:
Andlise Laboratorial
SANGUE LEITE
TIPO DE 12COLETA | 12COLETA 22 COLETA 3% COLETA
ANALISE
ROH
Lipideos Totais XXXXXXXXXXX
DATA: / / Responsavel:

Ligia Rejane S. Garcia Programa de P&s-Graduaggo em Bioquimica / UFRN




66

APENDICES

A

APENDICE E

8002 - TVLVN

V VNINVLIA

34 TVNLVN 31NO4

ON¥ILVIN 311371

VOIN]NDOIg
3d OLNINVLHVd3d

SVIONZIOO0Ig9 3d O41N3D

JIJON OQ FaNVIO O Og

19°uLn‘q@bap
Z1z/S0Z:1ewey 9LpE'SLZE
104D4U0D

N34N ¥Q vd0o11Q3
‘NYdn - 09219 olpnuop
D|02S3 2PDPIUJ24DW
:0p5pJ40qD|0)

DWI 2P 2SO0 SO[JID)
Ul24suawiq 044290y
'0p2A2ZY SUlLJIDVY DJUDYDW 2|[214qDo
‘ofnpJy 2p DS0LI24 UII2Y4D)
‘od12q1y 'S Dp A|[21upq DjuD)
‘DI24Dg DU12nbig 2uDlay DIbI
:0yovd0davIa

WNI-TVLYN ‘02210 OTIVNNY L
¥102S3 3QVQAINIILYW VN
SYQIQN3LY S31N32S370QV SYJ3ddand
YdYd SIVNOIDIYLNN SI0IV.LINIIYO.

:0Dsu24x2 2p o42foud op oppjnNdUIA oyjogD. |

.V DUIWDLIA 2P [DUNDN 24u0d,
‘ONY3LYW 31131

V2IWINOOIE 3Q OLNIWY.LIV43Q
OYSN3LX3 3Q VIYOLIII OAd
31JON 0Q 3ANVY9 O1d

0Q Tvy3Q34 3QvAISIIAINN

‘oppj2bu0d 2412| 2p 0ISDUS OP 2WN|OA O
242|dwod 2 (soinuiw G Jod op1AI2 S 2 odwi| 0JpIA
2p NO) [2AD4JDIS2p 0d0D WN W2 2112| SIDW DY|0D
‘2412| 2p 0doupq o pupd Jvop Jasinb 25 ‘9

“0UJOW JDJ!§ 24D DIUDW-0YuDq
W2 2|26U02S2p ‘D5UDIID D J2724240 DJDY ‘G

*242G N2s 0 DJDd 0[-222.240 U0} 25 'SDUOY 2 24D
Jod DJI2pD|2b DU 2AU25U0D 2 0-2Y22} ‘DYU2pJ0
D JDUIWJ2} SodY "0ISDUL OU 2412 0 DY|0D ¥

*‘DWI2 pJpd DUNLI2GD
D W02 DS2W b 24qos bdwpy 0 2nbojod 2 (soLnuiw
GI Jod OpIAJ2) 2 OPDAD| 24uaWbiA24d) 03SDJS
0 puqy ‘oipl sodiauiiud so 2L4p252Q b

*2412| 0 JIDS 24D O[IWIDW O
2}u2dy "0du02 0D 0D5241p W2 SDJ4 buDd 2uundw2
2 SOpap SO W1 "0XI0GD SOp2p SoJrawiid siop
S0 2 0]IwDW op pwidD Job2jod 0 2nbojon ‘2

"0]IWDW
0D 25Dq Dp ‘0125 0 0PO4 2P JOP2J 0D S2JD|NJJID
SOJU2WIAOW WO0D SDWDW SD 2126Dssoy T

¢o41ad op a412) 0
JDJI}ad 0W0)

Programa de P&s-Graduago em Bioquimica / UFRN

Ligia Rejane S. Garcia




67

APENDICES

A

APENDICE F

‘S2DW DNS Jod SOPDLUWDWD JU2S
wapod opu anb s292q DUDd DLSIUOIDIILNU NO
021p2u op op31uasa4d qos Jingluisip siodap
pJod ‘0pOOP ouUJ24DW 2412] Op 2pDpIjPNb 2p
2]|0J4U0D 2 04UaWDSS220.d 'D42]0D DZI|DIY -

"0UJ2LDUWl 04U2WD4I3|D OD OAILUZDU!
oj2d |2Apsuodsad ‘|1 uDjul-ouJa40W |Dridsoy
WN D OpPDJNJUIA OPDZI|DI22dS2 0J4LU22 WN 3 -

(H1g) ouownl 2412 2p odupg

00t2+¥80080 :aNO4373L
‘4113730 OONY4d
O vdvd 3n911°311373Q O¥Sv0Q NO/3
31137 0Q YAVIILIY 'OYIVLINIWYWY
¥ 3”90S SYAIANG WVYLSIX3 OSVD

"S2DW SDNS Jod SOPDLU2WDWD 0DS ODU
2nb s2qg2q sop ppiA 2p 2popipnb bp DJOY[PW
D pJDd INQIJ4UOD OUJI2LDW 2412| Op 0D5DOP

«wJOWY 3Q O1VY WN,

ON31¥W 3113173Q OyIv0Q

"0Y[14 2 2DW 21U SO5D| 202|440
2 0YUJJDD ’JOWD 24IWSUD.L JDLUDWDWD 2P 04D O -

*SIDUWI NO SOUD 2 SO 24D 0UJ2JDW
2412] O OPU2JUDW ‘SOLU2WID SOJLNO [DNPDJE
2 D4U2| DW.I0} 2P D52u240 ‘S252W § SO J14dDd V/ -

"opojJ2d 2S52U SOLUBWI[D SOJLNO
2 snpbuiw ‘sooNs ‘spyd ‘DIDA 2p 2413] ‘DNbD JDp
01JDSS222U 2 ODN ‘DPIA 2P S252W 9 SoJiauiiud sou
0UJ24DW 2413] WOD Sbu2dd oy|i) Nas LUy -

‘04u0d-sod
ou 2nbups ap ppuad D ZNpaJ 0P5DLUBWDWD -

‘DJ24
200A 2112| SIDW JDWDW 224 N2S SIDW 0LuDny) -

‘0125 044N0 0 DI2U240
‘2412| SIDW 2p 2}I1SS2J2uU 292q O OSD) ‘012
OWIS2W 0p 2}12| 0 0POL DI2U2}0 JDLUWDWD Oy -

"DpDU
DISND 0DU 2 SD5uU20p DJ4U0D oyji} nas 2ba4oud
‘012|dWod 0LUBWNID WN 2 OUJBIDW 2413] O -

7

wnwuap OO Znosny

Seinosa
sedl|eloH

- LI

Y DUIWDAIA W2 SODIJ SOLUWI|Y

,OUJ21DW 2112] OP SPADULD 2q2q Nas
Op D 2 2pNDS DNS D J24UDW DJDd \/ DUIWDLIA
2p WDs1224d Wpiuawowp 2nb sauayjnw sy,

*0dwpJDS 2 DI2JJDIP

0Wo2 $29522jul SDP 2pDPIADJL D INUIWIQ -
"DJI12N622 D OPUDLIA2

SOY|0O SOP 2 ODSIA DP 2pNDS D W2JUD\y -
"SD5UDIUD SDP 0LUZWIA|OAUBS2P

2 0JuaWIdsaJ4d 0 puod |DiUBWDPUNY 3 -

:/ DUIWDLIA V/

¢V DUIWDLIA
2p wosioa4d 2q2q nhas 2 220A anb Jog

Programa de P&s-Graduago em Bioquimica / UFRN

Ligia Rejane S. Garcia




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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