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RESUMO

Maes com bom estado nutricional em vitamina A na gestacdo e lacta¢do terdo melhores
condi¢des em nutrir e proteger o neonato através do leite materno. Nossa hipdtese ¢ que as
mulheres com mais retinol no soro possuirdo mais retinol e imunoglobulina A secretora no
colostro. Foram recrutadas 190 puérperas sauddveis em uma maternidade publica brasileira,
que foram divididas segundo o ponto de corte para retinol sérico (30 pg/dL). 118 delas foram
suplementadas com uma dose de 200000 UI (60 mg) de palmitato de retinila no pds-parto
imediato. Foram coletados soro e colostro no 1° dia pds-parto e colostro novamente no dia
seguinte. O retinol (soro e colostro) foi analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia e
a SIgA (colostro) por turbidimetria. As maes apresentaram estado nutricional bioquimico
adequado segundo retinol sérico (44,6 pg/dL). Houve diferencas significativas (p= 0,0017 e
p= 0,043, respectivamente) nos niveis de retinol e SIgA no colostro de maes com retinol
sérico > 30 pg/dL e < 30 pg/dL. A concentracdo de SIgA no colostro das maes nao
suplementadas, no 1°dia pds-parto, foi de 822,6 mg/dL, decrescendo, ap6s 24 horas, para
343,7 mg/dL. As maes suplementadas apresentaram niveis de SIgA no colostro de 498,9
mg/dL no 2° dia poés-parto (p= 0,00006). O colostro de mulheres com bom estado nutricional
em vitamina A possuem mais retinol e SIgA. Além disso, a suplementagdo materna aumenta
os niveis de SIgA no colostro. Os niveis superiores de SIgA no 1° dia pds-parto evidenciam a
importancia da amamenta¢do precoce, pois isso garante beneficios imunoldgicos

consideraveis ao recém-nascido.

Palavras-chaves: estado nutricional materno. Retinol. Soro. SIgA. Colostro.



ABSTRACT

Mothers with good vitamin A nutritional status during gestation and lactation are better
able to nourish and protect their infant with maternal milk. Our hypothesis is that women with
more serum retinol have more retinol and secretory immunoglobulin A in colostrum. 190
healthy puerperal women from a Brazilian public maternity were recruited and divided
according to the cutoff point for serum retinol (30 pg/dL). A number of the women was
supplemented with 200000 UI (60 mg) of retinyl palmitate in the immediate postpartum.
Serum and colostrum were collected on the 1% day postpartum and colostrum again on the
following day. Retinol (serum and colostrum) was analyzed by HPLC and SIgA (colostrum)
by turbidimetry. The mothers presented with adequate biochemical indicators of nutritional
status, according to serum retinol (44.6 pg/dL). There were significant differences (p= 0.0017
and p= 0.043, respectively) in retinol and SIgA levels in the colostrum of mothers with serum
retinol > 30 pg/dL and < 30 pg/dL. The concentration of SIgA in the colostrum of non-
supplemented mothers on the 1¥ day postpartum was 822.6 mg/dL, decreasing after 24 hours
to 343.7 mg/dL. Supplemented mothers showed levels of SIgA in colostrum of 498.9 mg/dL
on the 2™ day postpartum (p= 0.00006). The colostrum of women with good vitamin A
nutritional status had more retinol and SIgA. Additionally, maternal supplementation
increases the levels of SIgA in colostrum. The higher levels of SIgA on the 1* day postpartum
showed the importance of early breastfeeding, given that it provides considerable

immunological benefits to newborn infants.

Keywords: Maternal nutritional status. Retinol. Serum. SIgA. Colostrum.
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1 INTRODUCAO

1.1 VITAMINA A

1.1.1 Defini¢ido, nomenclatura e propriedades fisico-quimicas

O termo vitamina A se refere a um subgrupo de retindides que possuem atividade
biologica de retinol todo trans (AMERICAN INSTITUTE OF NUTRITION, 1990). Diferente
desses sdo os retindides que se referem a qualquer composto natural ou sintético que se
assemelhe estruturalmente ao retinol todo trans, com ou sem atividade biologica de vitamina
A (O’BYRNE; BLANER, 2005). A estrutura de algumas espécies de vitamina A importantes,
bem como o carotendide provitamina A mais ativo, B-caroteno todo trans, sio mostrados na

figura 1.
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Figura 1. Estruturas quimicas de alguns compostos com agdo de vitamina A. A: retinol todo trans; B:
retinal todo trans; C: acido retindico todo trans; D: 11-cis-retinal; E: ésteres de retinila, principalmente
palmitato de retinila; F: acido trimetil metoxifenol retindico (etrina, acitretina); G: P-caroteno todo
trans. Fonte: Solomons, 2006.



O retinol tem formula empirica C,0H30O, peso molecular de 285,5 Da e contém em sua
estrutura quimica o anel B-ionona ligado a uma estrutura terpénica (MACHLIN, 1990), que
corresponde a 4 estruturas isoprenodides unidas, contendo 5 duplas ligagdes carbono-carbono
conjugadas. O sistema de numeracdo para os carbonos do retinol ¢ ilustrado na figura 1A
(AMERICAN INSTITUTE OF NUTRITION, 1990). O retinol pode ser reversivelmente
oxidavel para retinal (figura 1B), o qual exibe toda a atividade bioldgica do retinol, ou, além
disso, ser oxidado a acido retindico (figura 1C), que por sua vez ndo tem atividade bioldgica
conhecida na visdo ou reprodu¢do animal (FROLIK, 1984). A forma da vitamina A envolvida
no ciclo visual € o retinal-11-cis (figura 4D), enquanto que a forma principal de estocagem ¢ o
palmitato de retinila (figura 1E) (BLOMHOFF et al.,, 1994). Além destas fungdes, os
retinodides podem ser efetivos terapeuticamente para o tratamento de desordens da pele e de
alguns canceres (DAWSON; OKAMURA, 1990). A acitretina (figura 1F) ¢ um exemplo de
um retindide sintético pouco toxico e de alta atividade utilizado no tratamento da psoriase e

disceratoses (MARTINS, 2009).

O termo “provitamina A” ¢ dado a varios carotenodides, com estrutura semelhante ao [3-
caroteno (Figura 1G), que tem um peso molecular de 536,9 Da e pode ser clivado para
produzir retindides ativos. Um anel B-ionona insubstituivel é necessario para esta fungdo. O
licopeno, ¢ um exemplo de caroteno que ndo ¢ um composto provitamina A, pois o anel -

ionona estd ausente (SOLOMONS, 2006).

Quanto as propriedades fisico-quimicas, os retindides se apresentam como oOleo
amarelo, soluveis em muitos solventes organicos, mas insoltiveis em solucdes aquosas. Sao
sensiveis a oxidagdo e isomerizam quando expostos a luz, oxigénio, metais reativos e altas
temperaturas (ALMEIDA-MURADIAN; PENTEADO; RIBEIRO et al., 2005). A
isomerizagdo da vitamina A da forma trans para a forma cis resulta em diminui¢do
significativa da atividade bioldgica, uma vés que sua fungao ¢ desempenhada pela forma trans
(MAHAN, 1994). A vitamina A possui diversas propriedades fisicas uteis para sua analise. A
série de duplas ligagdes conjugadas produz caracteristicas ultravioletas ou absor¢do
espectrofotométrica visiveis. A absor¢ao maxima e o coeficiente de extingdo molar em etanol

para o retinol todo trans ¢ de 325 nm (g 1%, Icm = 1780) (KOFLER; RUBIN, 1960).

O coeficiente de extingdo molar (g), também citado como absorbtividade molar ou
absorvidade molar, ¢ a capacidade que um mol de substancia tem em absorver luz a um dado

comprimento de onda, ou em outras palavras, o qudo fortemente uma substancia absorve



radiacdo a uma determinada frequéncia. O coeficiente de extingdo ¢ caracteristico de uma
dada substancia sob uma série de condi¢des exatamente definidas, tais como comprimento de
onda, solvente e temperatura e esta relacionada com a concentracao da substancia na amostra.
Na pratica, a medida do coeficiente de extingdo molar também depende parcialmente das
caracteristicas do instrumento utilizado. Por esta razdo, valores pré-determinados para o
coeficiente de extin¢do ndo sdo usados normalmente em analises quantitativas. Em seu lugar,
¢ feita uma curva de calibracdo da substancia que vai ser analisada, usando uma ou mais
solugdes padrdes com concentracdes conhecidas do analito (GORDON, 1995; REED et al.,
1998).

1.1.2 Fisiologia da vitamina A: Funcgoes e acoes

Algumas formas de retindides estdo envolvidas em fungdes de todas as células do
corpo. Visdo, comunicagdo intercelular, producdo de mucina, embriogénese, crescimento
celular e diferenciagdo celular sao notaveis entre a gama de fungdes relacionadas a vitamina
A; as mais recentes envolvem os tecidos vascular, hematopoiético, imune, osteoblastico e

osteoclastico, alveolar e neuronal (SOLOMONS, 2006).

A forma ativa da vitamina A na visdo € o retinal, que ¢ derivado do retinol circulante e
dos ésteres de retinila. O retinal ¢ necessario no processo de transducdo da luz em sinais
neurais. A absorcao da luz catalisa a fotoisomeriza¢do do 11-cis-retinal, presente no pigmento
rodopsina dos receptores ROD, a retinal todo trans. Tais receptores liberam sinais que ativam
as células neurais associadas a por¢do do cortex cerebral responsavel pela visio (OLSON,

1996).

O 4cido retindico estd relacionado a transcricdo de genes envolvidos no
desenvolvimento de tecidos, vértebras, aparelhos visual, circulatorio e auditivo, além de
codificadores de enzimas, receptores, proteinas da matriz celular, entre outros (IOM, 2001).
Ele ¢ responsavel por manter a proliferagdo e diferenciacdo celular, resposta imune,
reproducdo (espermatogénese, concep¢do, formagdo placentdria e embriogénese) e
remodelagcdo d6ssea (NAPOLI, 1996; VLIET et al., 2001; CLAGETT-DAME; DELUCA,
2002).



O interesse pela vitamina A como um imunorregulador se deve ao aumento da
susceptibilidade dos animais deficientes em vitamina A a infeccdo, resultado de depressdao na
imunidade humoral e celular. O acido retindico participa na regulacdo do desenvolvimento,
diferenciagdo e apoptose de células imunes, que sdo requeridas para o bom funcionamento da
imunidade inata e adquirida. O 4cido retindico ¢ importante na manutengdo de células natural
killers circulantes, que possuem atividade antiviral e antitumor (ZHAO; ROSS, 1995),
potencializa as capacidades fagocitarias dos macrofagos, sendo essencial no processo de
diferenciagdo dos leucocitos (KATZ et al., 1987).

A habilidade da vitamina A e de suas formas isoméricas para promover a
diferenciagdo terminal, inibir a proliferacdo celular e promover a apoptose ¢ importante em
situagdes em que um tecido sofre transformacdes malignas. Altas doses de retindides tém
mostrado atividade antineoplasica in vitro em diversos tipos de linhagens de células

cancerosas (DAWSON, 2002; EVANS, 2005; ABU et al., 2005).

1.1.3 Fontes dietéticas de vitamina A

A vitamina A pré-formada ¢ encontrada quase exclusivamente em produtos de origem
animal, como leite humano, carnes, figado e 6leo de figado de peixe (especialmente), gema de
ovo, leite integral e outros produtos lacteos. A vitamina A pré-formada ¢ também utilizada
para fortificar alimentos processados como agucar, cereais, condimentos, gorduras e 6leos
(RODRIGUEZ-AMAYA, 1997). Os carotendides provitamina A sdo encontrados em vegetais
de folhas verdes (por exemplo, espinafre), legumes amarelos (por exemplo, abdbora e
cenoura) e frutas amarelas e laranjas nao-citricas (por exemplo, manga, damasco ¢ mamao). O
0leo vermelho da Palma (6leo de dendé€) produzido em varios paises do mundo ¢é
especialmente rico em provitamina A (BOOTH et al, 1992). Outra fonte vegetal
extraordinariamente rica em provitamina A ¢ o fruto da palmeira brasileira Buriti (Mauritia
flexuosa), encontrado em areas ao longo do rio Amazonas (assim como no resto da América
Latina) (ADVISORY COMMITTEE ON TECNOLOGY INNOVATIONS, 1975). Estes

alimentos contendo carotendides pro-vitamina A tendem a ter menos vitamina A



biologicamente disponivel, mas sdo mais acessiveis do que os produtos animais. E, sobretudo,
por esta razdo que os carotendides fornecem a maior parte da atividade de vitamina A nas

dietas das populagdes economicamente desfavorecidas.

1.1.4 Absorciao e metabolismo da vitamina A

1.1.4.1 Mecanismo de absor¢ao da vitamina A

O ponto inicial para acessar os nutrientes da dieta ¢ a extracdo deles dos alimentos. A
mastigacdo e a acdo do suco gastrico ¢ o 1° passo fundamental na obtengdo da vitamina A
disponivel, contida em alimentos solidos, pelo individuo. Portanto, essas duas agdes devem
ser eficientes. As bem descritas agdes dos sais biliares e lipases pancreaticas em um pH
adequado, em conjunto com a formacao de micelas dentro do limen, ¢ um pré-requisito para

liberar os ésteres de retinila para a absorcao intestinal (HARRISON, 2005).

A vitamina A pré-formada obtida de fontes animais ¢ encontrada na forma de ésteres
de retinila (ERs). A absor¢do intestinal dessa vitamina requer a participacdo de algumas
enzimas. Os ERs da dieta sdo hidrolisados no limen pelas enzimas lipase lipoprotéica (LPL) e
fosfolipase B (PLB) nas microvilosidades dos enterdcito. O retinol livre (ROH) ¢é, entdo,
absorvido pelo enterocito, talvez facilitado por uma proteina de transporte de retinol ainda nao
identificada (RT). Uma vez dentro da célula, o retinol ¢ complexado com uma proteina
ligadora de retinol celular tipo 2 (CRBP2) e este complexo serve como substrato para a
reesterificacdo do retinol pela enzima lecitina:retinol aciltransferase (LRAT). Os ésteres de
retinila (ER) sdo entdo incorporados aos quilomicrons (Qm), lipoproteinas intestinais que
transportam outros lipidios da dieta como os triacilgliceréis (TGs), fosfolipidios (PLs),
colesterol (Ch), ésteres de colesterol (CEs) e apolipoproteina B (Apo B). Os quilomicrons

contendo os ésteres de retinila absorvidos recentemente (CMREs) sdo entdo secretados na



linfa até a circulagdo sistémica, onde sdo convertidos a quilomicrons remanescentes. Durante
este percurso, uma parte dos ésteres de retinila ¢ hidrolisada e o retinol ¢ liberado diretamente
nos tecidos. Contudo, a maioria dos ésteres de retinila e parte do retinol livre permanecem nos
quilomicrons e sao captados principalmente pelas células parénquimais do figado, através de
mecanismos envolvendo receptores de quilomicrons remanescentes, € em menor extensao por
c€lulas de outros 6rgaos (HASKELL; BROWN, 1999). O retinol nado esterificado ¢ também
absorvido pela circulacdo porta e a sua saida através da membrana basolateral da célula
também pode ser facilitada por proteinas transportadoras de retinol (RT) (HARRISON, 2005).

Uma visdo geral do que foi exposto acima ¢ diagramaticamente mostrado na figura 2.

LUMEN ENTEROCITO LINFA OU PORTA

ER DA DIETA

TG, PL, Ch, CE

@é/

ROH » ROH > ) » ROH

CRBP2

Figura 2. Visdo geral da digestdo e absor¢do de vitamina A. LPL (lipase lipoprotéica); PLB
(fosfolipase B); CEL (carboxilester lipase); ROH (retinol livre); ER (ésteres de retinila); CRBP2
(proteina ligadora de retinol celular tipo 2); LRAT (lecitina:retinol acil transferase); Qm
(quilomicrons); TG (triacilglicerol); PL (fosfolipideos); Ch (colesterol); CE (éster de colesterol); Apo
B (apolipoproteina B); CMRE (éster de retinila absorvido recentemente). Fonte: adaptado de Harrison,
2005.
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Os carotendides, por sua vez, apés serem solubilizados em micelas no limen
duodenal, sao absorvidos inalterados pelas células da mucosa por mecanismo de difusdo

passiva e em parte sdo bioconvertidos a retinol nas microvilosidades dos enterdcitos através



da enzima 15-15" B-caroteno monoxigenase (PARKER, 1996; CASTENMILLER; WEST,
1998; INSTITUTE OF MEDICINE, 2001). Esta enzima, também conhecida como caroteno
monoxigenase 1, leva a clivagem central do B-caroteno com a formagdo de até¢ 2 moléculas de
retinal para cada fra¢do carotendide. Clivagens em outras partes da molécula do B-caroteno
também ocorrem com a conversdo de B-caroteno em B-apo-carotenal e eventualmente em
retinoides. Esta bioconversdo ¢ feita via caroteno monoxigenase 2 (OLSON, 1983). Cerca de
81% do retinol formado a partir do B-caroteno € clivado no intestino € os 19% restantes sao

convertidos apos absorcao intestinal (TANG et al., 2003).

1.1.4.2 Metabolismo da vitamina A

A partir do momento em que os carotenodides e os ERs sdo absorvidos tém-se inicio o
metabolismo do retinol. No intestino, os carotendides da dieta sofrem clivagem central a
retinal, que se liga a CRBP II. Uma redutase retinal microssomal reconhece o retinal ligado a
CRBP II e o converte em retinol. Os ERs da dieta sofrem hidrolise em retinol, que se liga a
CRBP II. A LRAT reconhece o complexo retinol-CRBP II e sintetiza ERs. A CRBP 11
impede a oxida¢ao do retinal e retinol, otimizando a forma¢ao dos ERs. Os Qm incorporam e
entregam os ERs para o figado como Qm remanescentes, formados ap6s a hidrdlise dos TG
(NAPPOLI, 2000).

No figado, os lisossomos englobam os ERs e uma hidrolase acida libera retinol para se
ligar 8 CRBP. A holo-CRBP formada serve como substrato para a esterificacdo do retinol
catalisada pela LRAT. Uma hidrolase de ERs dependente de sais biliares neutros (bsiREH)
cataliza a mobilizagdo do ERs. A apo-CRBP controla o metabolismo do retinol pela inibigao
da LRAT e pelo aumento da taxa de hidrolise via bsiREH. A holo-CRBP também serve como
substrato para a formagao de retinal, catalisada pela retinol dehidrogenase (RoDH). A isozima
retinal dehidrogenase (RALDH) catalisa a conversdo irreversivel de retinal a acido retindico
(AR). A auséncia de CRBP permitiria que outras enzimas (desidrogenases alcoodlicas de
cadeia intermediaria, citocromo P-450 (CY) e oxidoredutases) e moléculas reativas

intracelulares tivessem acesso ao retinol, juntamente com LRAT e RoDH. Isso aceleraria o



metabolismo do retinol e a deplecdo dos ERs (NAPPOLI, 2000). O metabolismo intracelular

do retinol ¢ mostrado na figura 3.
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Figura 3. Metabolismo intracelular do retinol. ER (éster de retinila); CRBP (proteina ligadora de
retinol celular); RA (acido retindico); TAG (triacilglicerol); LRAT (lecitina: retinol acil transferase);
bsiREH (hidrolase dependente de sais biliares neutros); RoDH (retinol dehidrogenase); RALDH
(retinal dehidrogenase). Fonte: adaptado de Nappoli, 2000.



1.1.4.3 Armazenamento e transporte

No parénquima hepético, os ésteres de retinila sdo rapidamente hidrolisados a retinol,
o qual se liga a proteina ligante de retinol (RBP), podendo entdo ser armazenados no figado
ou serem lancados de volta a corrente sanguinea. Em niveis de vitamina A suficientes, a
sintese de RBP e sua acumulacdo sdo razodveis; observa-se pouca produgdo, se alguma
vitamina absorvida recentemente sai do figado. Em niveis deficientes de vitamina A, os niveis
de RBP hepaticos estdo aumentados e uma alimentag¢do rica em vitamina A manifesta uma
maior liberacdo de retinol para alimentar tecidos periféricos desprovidos (LOERCH et al.,

1979).

A partir dos hepatdcitos, o transporte de vitamina A pode ser local ou distante. O
transporte local envolve a proteina de ligacdo de retinol celular I (CRBP I ou RBP) que
transloca o retinol até as células estreladas de armazenamento de gordura (células de Ito).
Cerca da metade da vitamina A no figado de um individuo repleto de vitamina A reside nos
hepatdcitos, enquanto que a outra metade estd em células estreladas de deposito de gordura

(células de Ito) (SENOO, 2004).

O transporte da vitamina A para os tecidos periféricos envolve o complexo
transtirretina-RBP. Dentro do hepatocito, o retinol forma um complexo com a RBP, um
peptideo com 183 aminodacidos (21,23 Da); este, por sua vez, se junta a um sitio de ligagdo na
TTR e ¢ estocado no complexo de Golgi até o transporte do retinol disponivel (GAETANI et
al., 2002). A estabilidade do ligante de RBP para o retinol ¢ aumentada pelo complexo com
TTR, aumentando a afinidade de ligagdo do RBP para o retinol (ZANOTTIL; BERNI, 2004).
Este complexo ¢ um homotetramero de 55 Da que evita a filtragdo glomerular da pequena
RBP (RAGHU; SIVAKUMAR, 2004). O complexo retinol: RBP: TTR pode ser captado por
uma variedade de células que possuem receptores especificos para RBP em sua superficie
(por exemplo, a glandula mamaria). Estas células sdo capazes de oxidar enzimaticamente o
retinol a retinal e 4acido retindico (DUESTER, 2000). O &cido retindico pode ainda ser
metabolizado por reagdes de isomerizagcdo nao-enzimatica, descarboxilacdo e glicuronizagao,

formando diversos metabdlitos que podem ter atividade bioldgica (por exemplo, acido



retindico 9-cis) ou serem apenas produtos do catabolismo (AZAIS-BRAESCO; PASCAL,
2000).
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Figura 4. Metabolismo, transporte e distribui¢do do retinol no organismo. ROH = retinol; RE = éster
de retinila; QM = quilomicrons; QMR = quilomicrons remanescentes; RBP = proteina carreadora de
retinol; RA = 4cido retindico; RAR = receptor do acido retindico; RXR = receptor X do retindide;
TTR = transtirretina (Fonte: Adaptado de BLOMHOFF, 2001).

O 4cido retindico, por sua vez, se liga a proteina ligante de 4cido retindico (CRABP I
ou II) e o complexo CRABP: 4cido retindico € transportado ao nucleo (ndo mostrado na
figura), onde o acido retindico liga-se aos seus receptores nucleares especificos (RAR para
acido retinodico todo trans, e RXR para acido retindico 9-cis) (SENOO, 2004). No ntucleo, o
acido retindico e seus metabolitos, de maneira analoga aos hormonios esterdides, regulam a
expressao génica ligando-se, através de seus receptores, a seqiiéncias curtas de DNA. Dessa
maneira, induzem a sintese de glicoproteinas especificas e exercem as fungdes da vitamina A,
exceto o papel no ciclo visual (BLOMHOFF, 2001; MCLAREN; FRIGG, 2002; ALMEIDA-
MURADIAN; PENTEADO, 2003).

Todo o processo a partir da ingestdo da vitamina A até a libera¢do pelas células

estreladas leva em torno de 5 horas (AZAIS-BRAESCO; PASCAL, 2000). Em situacdes de



excesso na concentragdo de retinol plasmatico, a vitamina A € estocada nas células estreladas

(DEBIER; LARONDELLE, 2005).

1.1.4.4 Excregao

A principal via de excregdo para a vitamina A e seus metabolitos do corpo ¢ a biliar. A
perda de vitamina A pela urina é pequena sob circunstiancias normais (SOLOMONS, 2006).
Entretanto, situacdes patoldgicas como toxemia (RAILA et al., 2004), insuficiéncia renal
cronica (GAVRILOV et al., 2004), mieloma multiplo (GAVRILOV et al, 2003) e infec¢des
febris (MITRA et al., 1998) aumentam a perda urindria. Estima-se que 20 a 40% das reservas
hepaticas infantis podem ser perdidas em um episddio de diarréia cronica (MITRA et al.,

2002).

1.1.4.5 Toxicidade

Quando consumida em excesso, a vitamina A pré-formada pode causar diversos
efeitos toxicos e teratogénese (em casos de gravidez). Nesses eventos, ¢ capturada
intensamente e excede a capacidade de ligacdo da RBP, ocorrendo alteracdes nas membranas
biologicas e manifestacdes de toxicidade sistémica. Sinais e sintomas de hipervitaminose A
aguda incluem dor abdominal, niusea, vOmito, dor de cabeca, fadiga, irritabilidade e
descamacdo generalizada da pele; quando ndo fatais, os sintomas sdo resolvidos em um
periodo de dias ou semanas (ALLEN; HASKELL, 2002). O consumo crénico pode levar a
lesdes mucocutaneas, oculares, neuromusculares, psicolégica, reumatolégica e enddcrinas. Os
sintomas desaparecem em semanas ou meses quando a suplementacio ¢ suspensa (MAHAN;

ESCOTT-STUMP, 2002).



1.2 VITAMINA A E LACTACAO

1.2.1 Aleitamento materno

As vantagens da amamentagdo se estendem por toda a vida do individuo, ao atuar
como agente imunizador e diminuir o risco de ocorréncia de doengas alérgicas e respiratorias
(BALABAN; SILVA, 2004). O lactente que recebe leite materno tem menos chance de
desenvolver diabetes, hipertensdo arterial e doencas cardiovasculares (SALVIANO, 2004).
Por todos esses motivos que a Organizacdo Mundial de Satde (1989) recomenda que os
lactentes sejam alimentados exclusivamente com leite materno até os seis meses de idade.
Essa posicao ¢ defendida ndo so pelos aspectos benéficos para o lactente, como também pelos
aspectos fisicos e psicoldgicos maternos, além dos fatores socioecondmicos (HASCHKE;
VANT’HOF, 2000).

A composi¢do quimica do leite humano varia significativamente nas duas primeiras
semanas de lactacdo. O primeiro produto da secre¢do lactea ¢ denominado colostro e
permanece, em média, até o 4° ou 7° dia pds-parto. Ele difere do leite maduro no tocante a
caracteristicas fisicas e composi¢ao. O colostro ¢ um liquido espesso de coloracdo amarelada,
embora variavel, cujo volume varia entre 2 mL e 10 mL por mamada, sendo maior a produgao
em multiparas. Ele contém mais proteinas e minerais, principalmente sodio, potassio, zinco e
cloro, e menos gordura e carboidratos do que o leite maduro. O colostro € rico em anticorpos,
principalmente a imunoglobulina A secretora, e atua como uma vacina, protegendo o recém-
nascido contra infec¢des. Além dessa vantagem, ele tem a propriedade de facilitar o
estabelecimento de uma flora intestinal predominantemente bifida (Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium longum e Bifidobacterium infantis) e com efeito laxativo, ajudando na
eliminacdo do meconio (EUCLYDES, 2000). Do 7° ao 21° dia pos-parto o leite passa a
receber a denominacdo de “leite de transicdo”. Em torno do 21° dia, a composi¢ao do leite
torna-se relativamente mais estdvel, passando a ser caracterizado como leite maduro
(INSTITUTE OF MEDICINE, 1991).

O colostro apresenta varios componentes importantes na resposta imunologica, tais
como: imunoglobulinas (IgA, IgM, IgG, IgD e IgE), lactoferrina, lisozimas, mucina, lipideos,
fagocitos polimorfonucleares e mononucleares (GOLDMAN; OGRA, 1999), interleucinas
(IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10), fator de necrose tumoral o (TNF-a) (BERNT;



WALKER, 1999), fator de transformac¢do de crescimento B (TGF-B) e fator estimulador de
colonias de granuldcitos e macrofagos (GM-CFS) (HANSON, 1998). Essa grande variedade
de efeitos protetores ¢ de grande importancia para a crianga que se encontra em periodo
critico de adaptacdao imposto pelo ambiente extra-uterino. Os lactentes quando amamentados
sdo menos susceptiveis as infecgdes, especialmente gastrointestinais e respiratorias. Isso, em
parte, € atribuido a auséncia de contaminag@o bacteriana no leite materno, especialmente nas
regides de clima quente, onde a refrigeracao nado ¢ disponivel. O leite humano além de puro ¢
antiinfeccioso, o que justifica seu importante papel na prevengdo de doencas (GOLDMAN;

GOLDBLUM, 1991; EUCLYDES, 2000).

1.2.2 Vitamina A x Leite Materno

No leite materno a maior parte do retinol (95-100%) encontra-se sob a forma de
¢ésteres de retinila, principalmente palmitato e estearato de retinila, e o restante como retinol
livre (OMS, 2001). Os niveis médios de retinol no colostro de mulheres provenientes de
paises desenvolvidos equivalem a 152,4 pg/dL, enquanto que de paises em desenvolvimento
nao ultrapassam os 100 pg/dL (ROSS; HARVEY, 2003; STOLTZFUS; UNDEWOOD,
1995).

O mecanismo de transferéncia da vitamina A para o leite vem sendo estudado em
modelos animais, mas ainda ndo ¢ completamente entendido em humanos. A vitamina A ¢
transferida ao leite através de duas fontes, retinol: RBP e quilomicrons. Sugere-se que, em
condi¢des de ingestdo basal de vitamina A, cerca de 70% desta vitamina seja transferida ao
leite via RBP plasmatica; e 30% via quilomicrons. Portanto, as reservas hepaticas de vitamina
A materna sdo suficientes para manter a secrecao constante de holo-RBP, forma principal de
transferéncia da vitamina A presente no leite (ROSS et al., 2004). A figura 5 mostra como a

vitamina A pode chegar a glandula mamaria.

Em gestantes, tem sido observada uma tendéncia de diminuicao dos niveis de vitamina
A no sangue, especialmente no ultimo trimestre da gestagdo (RONDO, 1995). Por outro lado,

as reservas de vitamina A do feto sdo baixas, por causa da seletividade da barreira placentaria



para a passagem dessa vitamina para o feto, provavelmente para evitar efeitos teratogénicos.
Tal mecanismo favorece a baixa reserva hepatica de vitamina A nas criangas ao nascerem
(UNDERWOOD, 1994; RAMALHO et al., 1999). O leite materno ¢ capaz de transferir para o
bebé até 60 vezes mais vitamina A do que a placenta. Por esse motivo, o leite materno,
especialmente o colostro, representa uma importante fonte deste micronutriente, contribuindo
para restabelecer as reservas do recém-nascido (STOLTZFUS; UNDERWOOD, 1995). Além
disso, a vitamina A do leite materno ¢ mais facilmente absorvida do que a vitamina A
originaria de outras fontes dietéticas no trato gastrintestinal dos bebés porque o leite humano

contém uma lipase que ¢ ativada pelos sais biliares no duodeno do lactente. O papel principal

desta lipase ¢ hidrolisar os ésteres de retinila do leite (HASKELL; BROWN, 1999).
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Figura 5. Transporte da vitamina A para a glandula mamaria. QM (quilomicrom); RE (éster de
retinila); TG (triacilglicerol); LPL (lipase lipoprotéica); RBP (proteina ligadora de retinol). Fonte:
Adaptado de ROSS, 2004.

A concentragdo de retinol e de carotenodides no leite materno variam durante o periodo
de lactacdo de acordo com o estado de maturagao do leite. A fase do colostro ¢é relatada como
sendo a de maior concentragdo de vitamina A e essa concentragdo reduz progressivamente

atingindo certa estabilidade a partir da fase do leite maduro. Nesse momento a concentra¢do



pode chegar & metade dos niveis iniciais (GOMES et al., 2005). Além de variar quanto ao
estagio de lactagdo, acredita-se que o teor de vitamina A no leite materno possa ser também
influenciado pelo momento da mamada, ja que o leite posterior € rico em gordura, nutriente

envolvido na absor¢ado e transporte dessa vitamina (ALENCAR et al., 2002).

A ingestdo recente de nutrientes pode também influenciar na composi¢do do leite.
Alguns estudos mostram uma associagao positiva entre a concentragao de vitamina A do leite
e o retinol sérico, ressaltando a importancia do estado nutricional materno em vitamina A para
garantir um consumo adequado de retinol pela crianga (STOLTZFUS; UNDERWOOD, 1995;
GROSS et al, 1998; DIJKHUIZEN et al 2001; MELLO-NETO et al, 2009).

Por fornecer informagdes relacionadas tanto ao estado nutricional materno quanto ao
infantil, a concentragcdo de vitamina A no leite humano ¢ um indicador importante e tem sido
utilizado para investigacdes sobre deficiéncia de vitamina A subclinica no grupo materno-
infantil (STOLTZFUS; UNDERWOOD, 1995). Apesar de ser utilizado como tal, ainda nao
ha faixas validadas de normalidade para o retinol no leite. O que ha ¢ a sugestdo de que
concentracdes menores que 1,1 pmol/L (30 pg/dL) no leite poderiam nao ser suficientes para
acumular reservas adequadas no recém-nascido at¢ o momento do desmame que ocorre em

torno dos 6 meses (WHO, 1996).

1.3 VITAMINA A E IMUNIDADE

1.3.1 Propriedades gerais das respostas imunes

O corpo humano tem a capacidade de resistir a quase todos os tipos de organismos ou
toxinas que tendem a lesar os tecidos e orgdos. Essa capacidade ¢ denominada imunidade.
Portanto, imunidade ¢ a reacdo do organismo a substancias estranhas, incluindo
microorganismos bem como macromoléculas (proteinas e polissacarideos). As células e

moléculas responsaveis pela imunidade constituem o sistema imune, € sua resposta coletiva e



coordenada a introducdo de substancias estranhas no organismo ¢ chamada resposta imune

(ABBAS; LICHTMAN, 2003; PARHAM, 2001).

A imunidade protetora contra um microorganismo pode ser induzida pela resposta do
hospedeiro ao patdgeno pela transferéncia de anticorpos ou de linfocitos especificos para
aquele microorganismo (GUYTON, 2002). A forma de imunidade que ¢ induzida pela
exposi¢do a um antigeno estranho ¢ designada imunidade ativa, pois o individuo imunizado
produz uma resposta ativa ao antigeno. A imunidade passiva ¢ conferida ao individuo
transferindo-lhe o soro ou os linfocitos de outra pessoa especificamente imunizada. O receptor
dessa transferéncia torna-se imune ao antigeno em particular sem nunca ter sido exposto ou
ter respondido aquele antigeno (ABBAS; LICHTMAN, 2003). A imunidade passiva constitui
um método util para conferir resisténcia rapidamente sem ter que esperar que uma resposta
ativa se desenvolva. Um exemplo de imunidade passiva ¢ a transferéncia de anticorpos da

mae para o recém nascido através do leite materno (FERREIRA et al, 1998).

1.3.2 O sistema imune da mucosa (MALT)

As superficies da mucosa do corpo sdo particularmente vulnerdveis a infec¢do. Elas
sdo barreiras finas e permeaveis para o interior do corpo em fun¢do de sua atividade
fisiologica de troca de gases (pulmao), absor¢ao de alimento (intestino), atividades sensoras
(olhos, nariz, boca e garganta) e reproducgdo (Gitero e vagina), com uma superficie total de 400
m* (BRANDTZAEG, 2007). A necessidade de permeabilidade da superficie que recobre esses
locais, conseqiientemente, cria uma vulnerabilidade 6bvia a infec¢do e a grande maioria dos
agentes infecciosos invade o corpo humano através dessas vias (JANEWAY et al, 2007). A
observacdo da presenca de anticorpos em regides particulares do corpo, com deteccdo baixa
ou nenhuma de anticorpos séricos, levou a descoberta da existéncia de um mecanismo de
resposta independente da imunidade sistémica, ao qual se denominou imunidade local ou

imunidade das secrecdoes (CALICH; VAZ, 2001). Nas secregdes internas (liquido



cefalorraquidiano, humor aquoso, liquido pleural, sinovial e amniodtico), a propor¢do de
diversos 1s6tipos de imunoglobulina ¢ semelhante a encontrada no soro, sendo a IgG a classe
mais abundante. As secregOes externas (saliva, lagrima, colostro, fluidos dos tratos
respiratorio, gastrintestinal e geniturindrio) sdo caracterizadas pela predominancia de IgA

secretora (JANEWAY et al, 2007).

1.3.3 IgA Secretora

A IgA secretora (SIgA) ¢ a imunoglobulina mais encontrada nas secrecoes
mucosserosas, sendo uma das primeiras linhas de defesa da mucosa. Ela existe sob duas
isoformas: IgA; e IgA,, que diferem na sua primeira seqiiéncia de aminoécidos e estrutura de
carboidratos. Os anticorpos IgA sdo encontrados tanto no sangue como em secreg¢des
mucosas. A IgA no soro humano ¢ principalmente monomérica, sendo 90-95% subclasse
IgA;. A maiorias da IgA das secrecdes ¢ polimérica sua concentragao ¢ aumentada em relagao
a concentragdo de IgA no soro. A IgA do soro ¢ derivada principalmente da medula dssea,
enquanto que a IgA das secregdes externas ¢ sintetizada localmente nos tecidos associados a

mucosas e glandulas (MAJKOWSKA-SKROBEK; AUGUSTYNIAK; JANKOWSKI, 2003).

Durante as infec¢des agudas das mucosas verifica-se grande aumento do teor de
anticorpos nos fluidos que irrigam a area afetada. Esta elevagdo ndo corresponde a aumentos
da IgA sérica. Todas as mucosas e glandulas de secre¢do externa sdo ricas em plasmocitos
que produzem localmente os anticorpos, principalmente a IgA secretora (SNOECK et al.,

2006), que recobre toda a d&rea mucosserosa como mostra a figura 6.



. A SIgA esta
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A SIgA possui PM de 390 kDa. Sua molécula ¢ formada por duas unidades de IgA,
idénticas a IgA do soro, interligadas por um peptideo denominado peca J com PM de 26 kDa
e um outro componente com PM de 64 kDa, também protéico, referido como componente ou

peca secretora (SC, do inglés, secretory component). A figura 7 mostra a estrutura da SIgA.

Por¢io Secretora Cadein.J

Figura 7. Diagrama da molécula de IgA secretora humana, mostrando o arranjo dos mondmeros de
IgA “grudados” por um fragmento protéico conhecido como cadeia J. O elemento secretor (em
amarelo) evolve as moléculas unidas. Cada um dos quatro bracos deste anticorpo possui uma area de

fixagdo do antigeno. Fonte: pathmicro.med.sc.edu.



O componente J ¢ sintetizado pelo proprio plasmocito do tecido glandular, de tal modo
que a SIgA ja ¢ secretada sob a forma dimerizada. Este componente € essencial, pois o dimero
IgA: cadeia J se complexa com o receptor polimérico de imunoglobulinas (pIgR) na porgao
basolateral da célula epitelial, estimulando a transcitose do receptor e da IgA anexada através
da célula epitelial (MOSTOV et al., 1984). A clivagem do receptor na porgao apical da célula
libera a SIgA e uma porcao do plgR, o componente secretor (SC), e ambos sao descarregados
dentro do limen da mucosa (SINGER; MOSTOV, 1998) (figura 8). O componente SC
confere uma resisténcia a IgA secretora frente a enzimas proteoliticas. Isso ¢ de grande
importancia fisiologica, pois os fluidos como lagrima, saliva, suco gastrico e entérico, sendo

ricos em enzimas, destruiriam a IgA (FALLGREEN-GEBAUER et al., 1993).
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Figura 8. Sintese de SIgA. Fonte: adaptado de Abbas e Lichtman, 2003.

A principal funcdo biologica da IgA ¢ a prote¢do contra microorganismos invasores
como virus e bactérias nas superficies das mucosas, inibindo seus mecanismos de aderéncia as
células epiteliais. Além disso, promove diminuicdo de uma variedade de antigenos ou
alérgenos, inalados ou ingeridos, que podem desencadear respostas imunes (RUPULO et al.,
1998). A SIgA presente no leite humano € especifica para combater patdogenos encontrados no
ambiente comum a ambos, mae e filho, como Vibrio cholerae, Escherichia coli
enteropatogénica, Shigella, Klebsiella, Salmonella, Rotavirus, dentre outros (EUCLYDES,
2000).



A SIgA estd presente em niveis mais elevados no colostro (at¢ 1200 mg/ dL),
formando uma camada que protege o intestino da crianga quando esta se alimenta do leite
humano. A partir do segundo dia pos-parto, o nivel de IgA decresce, mas quantidades
significativas (aproximadamente 200 mg/dL) ainda continuam a ser fornecidas ao lactente que
permanece em aleitamento materno (RAIHA, 1989).

O mecanismo de transferéncia de imunidade passiva da mae para o filho através do
aleitamento materno ¢ descrito a seguir. ApoOs ingerir um patégeno estranho, as células M da
mae — células especializadas do revestimento intestinal do trato digestivo — capturam este
patdgeno e o apresenta aos macrdfagos adjacentes. Os macrofagos digerem os patdgenos e
apresentam seus fragmentos (antigenos) para os linfocitos T auxiliares (T helper), os quais
secretam substancias quimicas que ativam os linfocitos B circulantes. As células B, por seu
turno, amadurecem transformando-se em células plasmaticas que migram para os tecidos
epiteliais da mama, onde ¢ sintetizado o componente secretor, liberando anticorpos SIgA
(NEWMAN, 1995). A SIgA através do leite materno entra no trato gastrintestinal do bebé,
impedindo que microorganismos patogénicos penetrem a barreira mucosa do lactente, desta
forma, prevenindo a doenca, principalmente doengas diarréicas e respiratorias (NEWBURG,

2005) .

As moléculas de SIgA, distintamente de outros anticorpos, ndo causam prejuizo ao
bebé, uma vez que afastam a doenga sem causar inflamacao - processo em que varios agentes
quimicos destroem 0s microorganismos, mas potencialmente podem lesar o tecido sadio. No
intestino em desenvolvimento de um bebé, a membrana mucosa é extremamente delicada e
um excesso destes agentes quimicos poderia causar um dano considerdvel (NEWMAN,

1995).

1.3.4 Sistema imune no Recém-nascido

O sistema imune do RN tem caracteristicas de amadurecimento semelhantes a

qualquer outro sistema organico neste periodo de vida, isto €, nem todas as suas respostas



estdo ao nivel daquelas obtidas no individuo adulto, seja por alteragdes quantitativas ou por
alteracdes qualitativas nos diferentes componentes do sistema imunoldgico (CHIRICO,

2005).

O RN possui certas peculiaridades que o tornam um hospedeiro susceptivel as

infecgdes, pois suas barreiras naturais sao mais facilmente transponiveis, visto que existe:

(1) Uma maior permeabilidade da pele e h4d uma tendéncia desta a reagir com a formagao de
bolhas; existe uma grande area desprotegida ao nivel de cordao umbilical, além de haver a
utilizacdo freqliente de meios mecanicos que rompem a integridade cutanea (forcipe,

alavanca, vendclises, cateterizagdes e intubagdes, acolamento de eletrodos, etc);

(2) No RN a resposta inflamatéria ¢ imatura. A sintese de proteinas de fase aguda se inicia
mais tardiamente em rela¢do a infecgdo e a presenca de leucocitose ndo € uma constante nas

infec¢des (SEGRE, 1995);

(3) O neutréfilo no RN ¢ disfuncional, porque a capacidade de migrar para o foco
inflamatorio (quimiotaxia) estd deprimida, tanto por deficiéncia de fatores quimioatraentes do
plasma (baixos niveis de C3a e C5a), quanto por alteragdes intrinsecas ao neutrdfilo
(NOTARANGELO et al., 1984). Além disso, o estoque e o nimero de neutrdfilos, mondcitos
e macrofagos no RN estdo comprometidos e essa deficiéncia quantitativa e qualitativa do
sistema fagocitico ¢ considerada como uma das principais causas de aumento da
suscetibilidade destas criangas as infec¢des sist€émicas por patdogenos encapsulados como

Streptococcus do grupo B, Staphylococcus aureus e Klebsiella sp (UGAZIO et al., 1990);

(4) Os linfécitos fetais produzem pouco interferon gama, o qual € necessario para a morte de
patdgenos intracelulares e uma infec¢@o materna por Toxoplasma gondi, no terceiro trimestre,

ira produzir efeitos graves no feto (LA PINE; HILL, 2004);

(5) A quantidade e o tipo de imunoglobulina encontrados no sangue do RN de termo ao
nascimento ¢ constituido quase que totalmente por IgG (GASPARONI et al., 1992). Nos RN
pré-termo (que nascem antes de 37 semanas de gestagdo) estes niveis acham-se diminuidos de
maneira proporcional a prematuridade, isto porque a passagem de IgG se faz principalmente a
partir da 34" semana de gestacdo; portanto podemos encontrar niveis baixissimos nos bebés
pré-termo abaixo de 28 semanas de gestacdo, o que indica imunodeficiéncia humoral e alta

incidéncia de infecg¢do e sepse (LEWIS; WILSON, 2001; LEWIS; TU, 2004), além de risco



aumentado de morbidade, mortalidade e seqiielas neurologicas (FANAROFF et al., 1998).
Das classes de Igs, somente a IgG atravessa a placenta, exceto a subclasse IgG,. As
Imunoglobulinas IgA, IgM e IgE também nio conseguem transpor esta barreira. Anticorpos
classe IgM sdo importantes para a defesa contra bactérias gram-negativas e anticorpos
subclasse IgG, sdo importantes contra antigenos polissacarideos (cépsulas de bactérias). Isto
explica a susceptibilidade aumentada dos RNs as infec¢des por germes gram-negativos e
encapsulados. Sob condigdes fisioldgicas ndo ha sintese de IgA in utero. Nenhuma IgA ¢é
detectada nos dois - trés dias de vida, porém com quatro a seis meses de vida os niveis de IgA

secretora alcancam quantidades semelhantes as do adulto (SEGRE, 1995).

1.3.5 Papel da vitamina A no sistema imune

Nas duas ultimas décadas, consideraveis evidéncias sugeriram que a vitamina A tenha
um papel importante na imunidade contra doengas infecciosas. Sabe-se mais sobre como a
vitamina A modula a funcdo imunolégica do que para qualquer outro micronutriente
(SEMBA, 1999). A vitamina A e seus retinoides relacionados modulam diferentes elementos
da resposta imune, incluindo a expressdo de queratina e mucinas, linfopoiese, apoptose,
producdo de citocinas, funcdo dos neutrdfilos, células natural killer, monocitos ou
macréfagos, linfocitos T e linfocitos B, e produgdo de imunoglobulina (Ig). A regulacao da
resposta imune pela vitamina A e seus metabolicos ativos ocorre via receptores nucleares do
acido retindico em nivel de genoma, bem como através de uma via envolvendo retroretinoides

(SEMBA, 1998).

O 4cido retindico em sua configuracdo todo trans ou 9-cis sdo ativadores altamente
potentes dos receptores de 4cido retindico (RAR) e dos receptores do retindide X (RXR). Pela
ativacdo destes receptores nucleares, o acido retindico pode influenciar a transcri¢ao de varios
genes que respondem aos retindides (DE LUCA, 1991). Além do acido retindico, varios
outros retindides, como o acido 13,14-diidroretindico (MOISE et al., 2005), acidos 3.4-

didehidroretindico (ALLENBY et al. 1993), 4-oxo-retinol (ACHKAR et al., 1996) e também



o acido 4-oxo-retindico (BARON et al., 2005), foram encontrados por serem ativadores

potentes do RAR.

Outra via importante e pertinente para o sistema imune envolve retin6ides com uma
retro-estrutura, tais como anidroretinol (4,5-didehidro-15,5-retro-deoxiretinol, AdR) e 14-
hidroxi-retro-retinol (14-HRR). O 14-HRR tem demonstrado ser um fator crucial para a
proliferagdo de linfocitos e 0 AdR ¢ um fator responsavel pela inducao de efeitos apoptdticos

(BUCK etal., 1991; DERGUINI et al., 1994; O'CONNELL et al., 1996).

Os retindides parecem modular a fagocitose, aumentar o aparecimento de genes que
expressam proteinas receptoras de interleucina-2 (IL-2) e agir como importantes co-fatores na
ativacdo de células T (GARBE et al., 1992; OLSON, 1999). Alguns estudos realizados in
vitro e em animais de laboratério observaram que a vitamina A pode ocasionar um discreto
aumento no numero de neutrofilos circulantes (ZHAO; ROSS, 1995).

Provavelmente o aspecto mais importante do papel do acido retindico em relacdo ao
sistema imune ¢ seu efeito no balango T-helper (Th) 1 e Th 2 (HOAG et al., 2002; RUHL,
2004). Alguns grupos de pesquisa (HOAG et al, 2002; STEPHENSEN et al, 2002; IWATA,
2003) tém mostrado que tanto em modelos in vitro como in vivo, o 4cido retindico exerce um
efeito direto sobre as células T, suprimindo o desenvolvimento Th-1 e aumentando o
desenvolvimento Th-2 via respostas mediadas por RAR. A vitamina A também exerce seus
efeitos sobre a fun¢do das células B na producdo de anticorpos (DE CICCO et al., 2001;
HOANG et al., 2002).

1.4  NECESSIDADES NUTRICIONAIS RECOMENDADAS

A vitamina A ¢ um nutriente essencial necessario em pequenas quantidades para o
funcionamento normal do organismo. Nutrientes essenciais ndo podem ser sintetizados pelo
organismo e, portanto, devem ser fornecidos através da dieta. O nivel de requerimento da
vitamina A ¢ baseado na quantidade absorvida, necessaria para manter o estado nutricional
adequado. O requerimento difere de acordo com o sexo, idade e situagdes fisiologicas
especiais que aceleram o uso, estocagem ou destruicdo da vitamina, tais como a gestagao,

lactagdo e certas doencas cronicas e agudas. As ingestoes recomendadas de vitamina A sdo as



quantidades a serem consumidas diariamente para garantir que individuos absorvam seus
niveis de requerimento, mas nao experimentem os efeitos prejudiciais da toxicidade
(SOLOMONS, 2006).

O ISTITUTE OF MEDICINE (2001) recomenda um consumo diario de vitamina A
(ou retinol equivalente - RE) para homens a partir de 14 anos igual a 900 pg; para mulheres a
partir de 14 anos, 700 pg; gravidas entre 19-50 anos, 770 pug e para lactantes (19-50 anos),
1300 pg. A quantificagdo humana da necessidade diaria recomendada de vitamina A ¢
realizada através da RDA, que significa o nivel de ingestdo dietética didria, suficiente para
atender as necessidades nutricionais de 97 a 98% dos individuos saudaveis de um
determinado grupo de mesmo género e estagio de vida. Para criangas, utiliza-se a ingestao
adequada (Al), obtida a partir da observacdo do consumo de vitamina A de uma dada
populagdo e recomenda-se que entre 0 e 6 meses de vida o consumo didrio seja de 400 pg e
para criancas prematuras (nascidas antes de 37 semanas) nestas mesmas condigdes, de 420

pg/dia. A recomendacao para criangas com idade entre 1 e 3 anos ¢ de 300 pg.

1.5  DEFICIENCIA DE VITAMINA A (DVA)

1.5.1 Etiologia

A DVA pode ser causada por dois fatores principais. O primeiro por uma ingestao
inadequada de vitamina A para satisfazer as necessidades organicas, como o consumo
insuficiente de produtos de origem animal e de frutas e hortalicas ricas em pro-vitamina A,
levando a uma ineficiente absor¢do deste micronutriente que pode levar as baixas reservas
corporais € a nao satisfacdo das necessidades fisiologicas (suporte ao crescimento tecidual,
metabolismo normal e resisténcia a infeccdo) (WHO, 2009). O segundo esta relacionado ao
sinergismo entre episodios infecciosos e a caréncia de vitamina A (RAMALHO;

SAUNDERS, 2003).



Normalmente, a DVA se desenvolve em um ambiente de privagdo ecoldgica, social e
econ0mica, em que uma ingestdo deficiente cronica de vitamina A convive com graves
infec¢des, como o sarampo, infecgdes diarréicas freqiientes e doengas respiratorias, que pode
reduzir o consumo através da depressdo do apetite e da absor¢do, e diminuir os estoques
corporais de vitamina A através do metabolismo excessivo e excre¢do (ALVAREZ et al.,
1995; MITRA et al., 1998). O conseqiiente “sinergismo” pode resultar no esgotamento das
reservas hepaticas, levando a deplecao e a diminui¢do dos niveis de retinol no soro e tecidos
periféricos até niveis de deficiéncia, aumentando o risco de xeroftalmia, infeccdo, DVA e

mortalidade (WHO, 2009).

1.5.2 Conseqiiéncias a satude

A deficiéncia de vitamina A prejudica inumeras fungdes e, como resultado, pode levar
a muitas conseqiiéncias para a saide de lactantes, criancas e mulheres gravidas que parecem
ser o grupo de maior risco. A xeroftalmia (popularmente, secura do olho) € o sintoma mais
especifico de DVA e ¢ a principal causa de cegueira evitavel em criangas em todo o mundo
(SOMMER; WEST, 1996). A cegueira noturna costuma aparecer durante a gravidez, uma
conseqiiéncia previsivel do estado nutricional marginal em vitamina A preexistente das maes,
sobreposta as demandas nutricionais da gravidez e infec¢des intercorrentes (CHRISTIAN et
al., 1998). A anemia pode resultar de DVA em criancas e mulheres, provavelmente devido a
multiplicidade de papéis aparentes da vitamina A no suporte a mobiliza¢do e transporte do

ferro e na hematopoiese (WEST et al., 2007).

A prevaléncia de manifestagdes oculares (ou seja, xeroftalmia ou DVA clinica) ¢
reconhecida para subestimar a magnitude do problema de DVA funcionalmente significativa.
Muitas criangas em idade pré-escolar, e talvez criangas mais velhas e mulheres gravidas ou
amamentando, tém sua satide comprometida quando estdo deficientes subclinicamente. Em
criangas pequenas, a deficiéncia subclinica, como a deficiéncia clinica, aumenta a gravidade
de algumas infec¢des, principalmente diarréia e sarampo, € aumenta o risco de morte

(BEATON et al., 1996). Além disso, a incidéncia (BARRETO et al., 1994) e a prevaléncia



(BHANDARI et al., 1994) de diarréia podem também aumentar com a DVA subclinica. A
mortalidade em criangas que sdo cegas por queratomalacia ou que tém doenca na cérnea ¢ de
50% para 90% (SOMMER, 1994), e a mortalidade do sarampo associada com a DVA ¢
aumentada em até¢ 50% (HUSSEY; KLEIN, 1990).

As doencas infecciosas deprimem o retinol circulante e contribuem para o
esgotamento da vitamina A. Infecg¢des entéricas podem alterar a superficie de absorgao,
competir pelos sitios de ligacdo e aumentar a perda urindria (ALVAREZ, 1995; FEACHEM,
1987). Infeccdes sistémicas febris também aumentam a perda urinaria (STEPHENSEN et al.,
1994; THURNHAM; SINGKAMANI, 1991) e as taxas de utilizagdo metabolicas e podem
reduzir aparentemente os estoques de retinol se a febre ocorrer freqiientemente (CAMPOS et
al., 1987). A infecgao pelo virus do sarampo ¢ especialmente devastadora para o metabolismo
da vitamina A, interferindo negativamente tanto com a eficiéncia da conservagdo como a
utilizagdo (SOMMER; WEST, 1996). Grave desnutri¢do protéico-energética afeta muitos
aspectos do metabolismo da vitamina A, e mesmo quando alguns estoques de ésteres de
retinila ainda estdo presentes, a desnutricdo, muitas vezes associada a infec¢do, pode impedir
a sintese de proteinas de transporte, resultando na imobilizagdo dos estoques existentes de

vitamina A (SEMBA, 1999).

Estudos experimentais prévios mostram que a deficiéncia de vitamina A esta associada
com uma redug¢do no numero de linfécitos (SIITSMA et al., 1991), diminuigdo na
concentragdo de imunoglobulinas, diminui¢do da resposta dos anticorpos a antigenos virais e
bacterianos (FRIEDMAN; SKLAN, 1989; PASATIEMPO et al., 1990), comprometimento da
funcdo das células T in vivo e in vitro (CHANDRA, 1981) e a produgdo anormal de citocinas
(WIEDERMANN et al., 1993). Portanto, a deficiéncia de vitamina A leva a supressdo de
algumas das fungdes efetoras do sistema imune e conseqiientemente a um estado de

imunodeficiéncia (WIEDERMANN et al., 1996).

A falta de vitamina A pode afetar o metabolismo do ferro, quando as deficiéncias de
ambos os nutrientes coexistirem e particularmente em ambientes que favoregam infeccdes
freqlientes (IVACG, 1998), contudo a resposta maxima da hemoglobina ao tratamento ocorre
somente quando as deficiéncias de ferro e de vitamina A sdo corrigidas em conjunto

(SUHARNO et al., 1993).



1.5.3 Distribuicido geografica

A baixa concentragdo de retinol sérico (< 0,70 pmol /L ou 20 pug/100 mL), que
caracteriza DVA bioquimica, afeta cerca de 190 milhdes de criancas em idade pré-escolar e
19,1 milhdes de mulheres gravidas a nivel mundial. Isso corresponde a 33,3% da populagao
de criangas em idade pré-escolar e 15,3% das mulheres gravidas em todo o mundo. As
estimativas mostram que a Africa ¢ o Sudeste Asiatico contém as maiores proporgdes de
criancas em idade pré-escolar com DVA bioquimico, com o Sudeste asidtico possuindo o

maior numero de criangas ¢ mulheres gravidas afetadas (WHO, 2009).

A organizagdo mundial de saide estima que a maior propor¢do de criancas em idade
pré-escolar afetada por cegueira noturna esteja na Africa (20%), correspondendo quase &
metade das criancas afetadas a nivel mundial. A propor¢ao comparavel e elevada de mulheres
gravidas afetadas por cegueira noturna esta na Africa (9,8%) e Sudeste Asiatico (9,9%),
estimando que mais de 3 milhdes ou um ter¢o das mulheres gravidas sdo afetadas a nivel

mundial (WHO, 2009).

1.5.4 Um problema de saude publica

A prevaléncia de cegueira noturna ¢ um problema de saude publica de importancia
moderada a grave em 45 paises para criancas em idade pré-escolar e em 66 paises para
mulheres gravidas. Segundo as estimativas atuais, 122 paises sdo classificados como tendo
um problema de satide publica moderada a grave baseada na DVA bioquimica em criangas
em idade pré-escolar, enquanto 88 paises sdo classificados como tendo um problema de saude
de importancia moderada a grave em relacio a DVA bioquimica em mulheres gravidas
(WHO, 2009). O nivel do problema de satide publica para a DVA bioquimica em criangas em

idade pré-escolar entre os paises ¢ ilustrado na figura 9.
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Figura 9. Deficiéncia bioquimica de vitamina A como um problema de saude publica em criancas em
idade pré-escolar entre os paises (1995-2005). Fonte: adaptado de WHO, 2009.

Na regido das Américas encontram-se 4% dos casos, e no Brasil estima-se que 167,2
mil mulheres tenham DVA (niveis séricos de retinol < 0,70 umol/L ou 20 pg/ dL). Na
populacdo mundial de criangas em idade pré-escolar, estima-se que na regido das Américas
8,2 milhdes de criangas sdo acometidas por DVA, merecendo destaque o Brasil, onde ¢
estimado que se concentre cerca de 30% dos casos de xeroftalmia desta regido (WEST, 2002).
Em relacdo ao indicador funcional (cegueira noturna), na regido das Américas, cerca de 6%
das mulheres sdo acometidas. Nao existem dados de ambito nacional sobre a prevaléncia da
cegueira noturna gestacional no Brasil. Estima-se, segundo dados baseados em estudos
realizados com criangas pré-escolares no Nordeste (a regido economicamente menos
desenvolvida do Pais), publicados pela OMS, que o Brasil contribua com 33,2% da
prevaléncia prevista para a regido das Américas (WEST, 2002; WHO, 2009). A regido
nordeste, o Vale da Ribeira em Sao Paulo ¢ o Vale do Jequitinhonha, do Mucuri ¢ o norte do
estado de Minas Gerais s3o consideradas areas de risco de deficiéncia (BRASIL, 2004).

Diante da magnitude desta deficiéncia, percebe-se a importancia de conhecer os
indicadores do estado nutricional de vitamina A que podem ser utilizados no diagndstico
desta deficiéncia. De acordo com o UNICEF (2005), o uso dos indicadores como sinais

clinicos (xeroftalmia, manchas de Bitot e cegueira noturna) e a avaliagdo bioquimica



fornecida pelos niveis de retinol no sangue podem determinar a DVA como problema de
saude publica. Os indicadores citoldgicos (impressdo conjuntival) e os dietéticos (inquéritos
qualitativos e quantitativos) também tém sido comumente empregados para detectar a

caréncia de vitamina A (IVACG, 1989).

1.5.5 Diagnoéstico de DVA

O diagnostico clinico da xeroftalmia tem como base as alteragdes oculares como
hemeralopia ou cegueira noturna, xerose conjuntival com manchas de Bitot, xerose corneal,
ulceragdo corneal, ceratomalacia e cicatrizes corneais. Um dos diagnosticos citologicos
baseia-se no exame citopatologico de material colhido mediante toque na superficie
conjuntival.

Os indicadores bioquimicos convencionais sdo os niveis séricos € hepaticos de retinol.
Os niveis sanguineos de retinol entre 0,35 e 0,70 pmol/L (10 e 20 pg/100 mL,
respectivamente) sdo apropriados para caracterizar deficiéncia subclinica de vitamina A
(WACHTMEISTER et al., 1988), mas esta deficiéncia pode ainda estar presente em niveis
entre 0,70 e 1,05 pmol/L (20 e 30 pg/100 mL, respectivamente) (FLORES et al., 1984). Uma
concentragdo sérica de retinol abaixo de 1,05 umol/L (30 pg/100 mL) tem sido proposta como
ponto de corte para mulheres gravidas e lactantes, pois reflete um estado nutricional pobre em
vitamina A entre esse grupo de risco para a deficiéncia (WEST, 2002). Segundo a
organizacdo mundial de satde (WHO, 2009) uma prevaléncia de DVA em gestantes e

lactantes acima de 20% ¢ considerada como um grave problema de satide publica.

Outras medidas e métodos utilizados para avaliagdo bioquimica sdo a dosagem de
retinol hepatico, dose resposta relativa (RDR), dose resposta relativa modificada (MRDR),
retinol no leite materno, avaliacao sérica da RBP e razao RBP: transtirretina. Os dois ultimos
ainda ndo sdao muito empregados em estudos epidemiologicos (TANUMIHARDJO, 2004;
ROSALES; ROSS, 1998).

O retinol hepatico pode ser usado como estimativa do status de vitamina A, uma vez

que o figado detém cerca de 90% das reservas totais do corpo. No entanto, ndo ¢ eticamente



justificavel a autopsia do figado na auséncia de patologias, apenas em casos de objeto

diagnostico ou pés-morte (UNDERWOOD, 1990; DINIZ; SANTOS, 2000).

Atualmente, sabe-se que a DVA subclinica (quando estdo ausentes os sinais de
xeroftalmia) intensifica a gravidade de enfermidades como diarréia e outros processos
infecciosos, podendo provocar quadros de imunodeficiéncia de origem exclusivamente

nutricional (BEATON et al, 1996).

1.5.6 Controle da deficiéncia de vitamina A

Como estratégia de combate a deficiéncia de vitamina A, varios paises tém adotado
programas de suplementagdo com distribui¢do de doses macigas da vitamina entre os 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 sdo: a
fortificacdo de alimentos, estimulo & producao e consumo de alimentos fontes e o incentivo ao
aleitamento materno (DINIZ, 2001; BRASIL, 2009).

No Brasil, a suplementacdo com vitamina A ¢ realizada ha 25 anos. Em 1994, foi
implantado o Programa Nacional de Controle da Deficiéncia de Vitamina A, com aumento
expressivo na distribuicdo de capsulas de 100.000 UI para criangas de 6 meses de idade e de
200.000UI para criangas entre 1 a 5 anos de idade residentes nas areas consideradas de risco
de deficiéncia. Em 2001, o programa foi ampliado para puérperas no pds-parto imediato, com
administracao de dose tnica de 200.000UI via oral (BRASIL, 2009). As capsulas fornecidas
pelo Ministério da Satde contém em sua composi¢do, além de vitamina A, vitamina E na
forma sintética (49,4 mg) com fung¢do de protecdo antioxidante dos compostos lipidicos.

A suplementacdo de vitamina A em maes tem varias vantagens sobre a suplementagao
de lactentes jovens. Ela melhora o estado de vitamina A das maes, muitas das quais se
encontram deficientes (NEWMAN, 1993) bem como das criangas, sem aparentes efeitos
colaterais adversos (STOLTZFUS et al, 1993), entretanto a suplementacdo com altas doses de
vitamina A ndo ¢ dada depois de 8 semanas poOs-parto, para evitar efeitos teratogénicos sobre
uma possivel gravidez subseqiiente (WHO/UNICEF/IVACG, 1997). Outro beneficio

potencial da suplementacdo materna de vitamina A durante a lactagdo ¢ um possivel aumento



dos fatores imunolégicos do leite materno (FILTEAU et al, 1994; GOLDMAN, 1993). A
vitamina A ¢ conhecida por ser importante para a funcdo imunoldgica (ROSS, 1992) e ¢
concebivel que o aumento do consumo deste micronutriente por mulheres lactantes teria
efeitos benéficos sobre os fatores imunes no seu leite.

O RN ¢ um hospedeiro suscetivel as infec¢des, pois as suas barreiras naturais, como a
pele sao mais facilmente transponiveis, a sua resposta inflamatdria ¢ imatura, seu neutréfilo €
disfuncional e o processo de fagocitose dos mondcitos pode estar comprometido. Além disso,
ele faz parte do grupo de risco para a DVA, o que o faz dependente do suporte imunologico e
nutricional fornecido pela amamentacao (SEGRE et al, 1995; STOLTZFUS; UNDERWOOD,
1995).

Um consumo adequado de vitamina A pela made durante a gestacdo e a lactacao e no
pos-parto, garantida pela suplementacdo, garante que ela tenha um bom estado nutricional em
vitamina A. Isso ¢ fundamental para a saude infantil, porque mulheres que possuem boas
reservas de retinol terdo melhores condigdes de suprir o bebé através do leite materno
(MELO-NETO et al, 2009). Nossa hipotese ¢ de que as mulheres com maiores concentragdes
de retinol sérico possuirdo maiores concentragdes de retinol e de SIgA no colostro,

beneficiando seus filhos através da amamentacao.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a influéncia do estado nutricional materno, segundo retinol sérico, sobre os
niveis de imunoglobulina A no colostro humano.

2.2  OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Dosar retinol sérico das parturientes e estabelecer o estado nutricional bioquimico em

vitamina A das lactantes;

e Avaliar a concentragdo de retinol no colostro, em jejum e em condi¢des de

suplementagdo com 200.000 UI de palmitato de retinila;

e Avaliar a concentragdo de SIgA no colostro, antes e apds a suplementacdo com

200.000 UI de palmitato de retinila;

e Investigar a relagdo entre a concentracao de retinol sérico e a concentragdo de retinol

no colostro das parturientes;

e Correlacionar a concentragdo do retinol presente no soro materno com a SIgA no

colostro;

e Dosar a SIgA no colostro das parturientes no 1° e 2° dia pos-parto.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 SUJEITOS

O estudo foi do tipo transversal (os dados estudados foram coletados em dois
momentos, antes da suplementacdo e apds a suplementagdo) e do tipo intervencao (o efeito
estudado foi provocado pelo pesquisador) (BORDALO, 2006). A amostragem foi obtida por
conveniéncia, composta por parturientes voluntdrias, atendidas na Maternidade Escola
Januario Cicco (Natal-RN). O estudo obteve aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Universitario Onofre Lopes (CEP - HUOL) da Universidade Federal do Rio Grande
do Norte (protocolo n° 284/09) (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 (TCLE) (Apéndices B).

As 190 mulheres recrutadas para esse estudo foram divididas em 2 grupos, das quais
45 maes apresentavam niveis baixos de retinol no soro (< 30 pg/dL) e 145 apresentavam
niveis séricos adequados deste micronutriente (> 30 pg/dL). Outro procedimento realizado no
estudo foi a suplementagdo materna com uma megadose de 200000 UI (60 mg) de palmitato
de retinila no pos-parto imediato, a fim de verificar o efeito da suplementacdo sobre os niveis
de retinol e IgA no colostro. Os resultados obtidos foram comparados com os das mulheres
cujo soro e colostro foram coletados antes da suplementacdo com a megadose de palmitato de
retinila (n=190). As mulheres suplementadas tiveram seu colostro coletado ap6s 24 horas da

suplementagdo (n=118).

O célculo do tamanho da amostra foi feito com base em métodos probabilisticos
objetivando testar hipoteses unilaterais de comparagdo de médias do retinol do tipo
H,:pu = u, versus H, : y; < 1, em um experimento clinico Controle x Teste. A precisdo da
amostra foi estabelecida impondo um poder de 80% na deteccdo de um aumento minimo de
30% no nivel médio do retinol do grupo tratamento em relagdo ao controle, com nivel de
significancia de 5%. Os calculos foram feitos com base em dados empiricos obtidos em

pesquisa similar (AYAH, 2007) na qual se observou um aumento relativo em torno de 90%



nos niveis de retinol. Assim, a amostra global ficou dimensionada em 190 parturientes, das
quais 45 apresentavam niveis inadequados de retinol no soro (< 30 pg/dL) e 145
apresentavam niveis séricos adequados deste micronutriente. Foi considerada perda de

continuagdo de 25% para situacdo de suplementacao.

Foram incluidas no estudo apenas mulheres sem patologias (diabetes, neoplasias,
doencas do trato gastrintestinal e hepatica, cardiopatias, infecciosas, sifilis, HIV positivo), que
tiveram partos a termo e pré-termo e concepto Unico sem ma-formagdo e que afirmaram nao

fazer uso de suplementos vitaminicos contendo vitamina A durante a gestagao.

3.2 COLETA DE DADOS

Os dados do pré-natal e informagdes sobre o parto foram coletados no prontuario, no
cartdo de acompanhamento do pré-natal de cada parturiente e através de questionario aplicado
pelos pesquisadores (Apéndice C). As informagdes adquiridas no cartdo e no formulario
aplicado pelos pesquisadores correspondiam a idade materna, idade gestacional, historia
reprodutiva (nimero de gestacdes anteriores), uso de medicamentos ou suplementos contendo
vitamina A, presenca de diarréia durante a gestacdo, presenga de aleitamento durante a
gestacdo, tipo de parto (normal ou ceséareo), sexo e peso do recém-nascido. Os dados do pré-

natal e informagdes sobre o parto foram coletados a partir do prontudrio de cada parturiente.

33 COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

Apos esclarecimento dos objetivos da pesquisa e obtida a autorizacao através do termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE), para as mulheres sem suplementagdo, no 1° dia
pos-parto foram coletados 5 mL de sangue e 2 mL do colostro em jejum. No 2° dia, a coleta

de 2mL de colostro foi realizada novamente. Para as mulheres suplementadas, o procedimento



de coleta para sangue e colostro no 1° dia pos-parto foi realizado da mesma maneira, porém
apos a realizacdo destas coletas foi administrada uma céapsula de 200000 UI (60 mg) de
palmitato de retinila. No dia seguinte (2° dia pds-parto) foi realizada outra coleta de 2mL de
colostro também em jejum (figura 10). A obten¢do do colostro foi por expressdo manual de

uma Unica mama, no inicio e final da mamada, para evitar flutuacdes no teor de gordura.

As amostras foram armazenadas em tubo de polipropileno protegidas da luz e
imediatamente transportadas, sob refrigeragdo, ao Laboratorio de Pesquisa em Bioquimica da
Nutricdo, Departamento de Bioquimica do Centro de Biociéncias (UFRN) e armazenadas a -
20° C até o momento das analises. As aliquotas de sangue foram centrifugadas por 10 minutos

(500 x g) para separagao e remogao do soro.

190 maes aptas no pos parto e
aleatoriamente distribuidas

Retinol sérico <30 pg/dL Retinol sérico > 30 pg/dL
(n=45) (n=145)

Coleta de colostro jejum (2° dia)

Coleta de colostro jejum e sangue (1° dia) Coleta de colostro jejum e sangue (1° dia)

Coleta de colostro jejum (2° dia) Coleta de colostro jejum (2° dia)

Com suplementacao

Coleta de colostro jejum (2° dia)

Figura 10. Fluxograma das coletas de material bioldgico dos grupos com retinol sérico < 30 ug/dL e > 30

ug/dL.



34 QUANTIFICACAO DO RETINOL NO SORO E LEITE MATERNOS

3.4.1 Hidrodlise alcalina e extrac¢ao do retinol no colostro

O retinol ¢ transportado no soro associado a proteinas ligadoras de retinol (RBP). Para
analisar o retinol sérico, a RBP ¢ desnaturada com alcool para liberar o retinol para a extracao
com solventes organicos antes da analise. A vitamina A nos tecidos ¢ estocada como ésteres,
predominantemente palmitato de retinila. Embora os ésteres de retinila possam ser extraidos
diretamente em solventes organicos, esta etapa ¢ geralmente precedida pela precipitacdo das
proteinas celulares e ¢ seguida pela hidrolise dos ésteres para liberar retinol livre (DE

LEENHEER et al., 1988; FURR, 2004).

As amostras de colostro foram extraidas segundo adapta¢do do método de Giuliano
(GIULIANO, 1992) conforme descrito a seguir. Foram acrescentados nas amostras 1 mL
hidréxido de potassio (KOH) 50% v/v (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e 500 pL de éalcool
etilico 95% (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) em 500 pL das amostras de leite para a etapa de
hidrolise alcalina, que aconteceu em banho-maria a 45°C por 2 horas. Em seguida, o retinol
das amostras foi extraido com 2 mL de hexano (Merck, Sao Paulo, Brasil). Apés cada adigao
de hexano, as amostras foram agitadas durante 1 minuto e centrifugadas (500 x g) por 10
minutos € a camada hexanica removida para outro tubo. Este processo foi repetido por trés
vezes e do total extraido, foram utilizadas aliquotas de 3 mL da fase hexanica. As aliquotas
foram evaporadas sob atmosfera de nitrogénio em banho-maria a 37° C. No momento da
analise, o extrato foi redissolvido em 500 pL. de Etanol absoluto grau HPLC (Vetec, Rio de
Janeiro, Brasil) e 20 pL foram aplicados no aparelho de Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (CLAE) (figura 11).
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¥ Banho-maria a 45°C/ 2 h

Hexano |
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Figura 11. Esquema ilustrativo do processo de hidrolise alcalina e extracdo de retinol nas amostras de
leite materno.

3.4.2. Extracio do retinol no soro

A concentragdo de retinol nas amostras de soro foi determinada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) de acordo com adaptacao do método utilizado por Ortega
(1998). Para 1 mL de soro, foi utilizado 1 mL de etanol 95% (Merck, Sao Paulo, Brasil) para
precipitagdo das proteinas, seguida por extragdo com 6 mL de hexano (Merck, Sdo Paulo,

Brasil) 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 grau HPLC

(Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e 20 puL foram aplicados no aparelho CLAE.

3.4.3 Preparo do padrio de retinol

O padrdo estoque de retinol foi preparado com 1 mg de retinol todo trans (Sigma)
diluido em 1 mL de metanol absoluto e agitado por 60 segundos. Em seguida foram realizadas
duas diluigdes, sendo a ultima submetida a leitura em espectrofotometro 700 Plus (Femto,
Brasil) a 325nm, em cubeta de quartzo com capacidade para 2 mL, para confirmar a real
concentracdo do padrdo. Utilizou-se também o coeficiente de extingdo especifico (¢ 1%, lem
= 1780) em etanol absoluto (Vetec) (MILNE; BOTNEN, 1986). A Figura 12 apresenta o
esquema da diluicdo do padrdo. A formula utilizada no célculo para obtencdo da real

concentracao do retinol nas amostras analisadas foi:

J Area do pico (HPLC) x Fator do padrio x Fator de correcio x Fator de diluigao/1000 x
200 = Concentragdo de ROH em pg/dL.



Padrao estoque

1300 pg/mL (1* diluido)

1.3 me retinol + ITmL metanol 100% (agitar 60 seg)

l

Padrao de trabalho

130 pg/mL (2* diluigdo)

0.1 mL Padrio estoque + 0.9 mL etanol 100% (agitar 60 seg)

l

Padrao de leitura

6,5 pg/mL (3% dilui¢do)
0.05 mL Padrao trabalho + 0.95 mL etanol 100% (agitar 60 seg)

\ 4

Leitura no espectrofotometro

1 mL Padrao de leitura + 1mL etanol absoluto (branco)

Figura 12. Dilui¢des do padrdo de retinol para leitura no espectrofotometro.

3.4.4 Condicoes cromatograficas

A estrutura poliénica conjugada (duplas ligagdes) destes compostos lhe d4 um espectro
de absor¢ao luminoso tnico ¢ alta absortividade molar. Historicamente, os retinoides t€ém sido
medidos usando sua absor¢do ou propriedades fluorescentes. Mais recentemente, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa, ou CLAE, tem se tornado o método de
escolha para analisar retindides em tecidos bioldgicos. Durante a preparacdo da amostra e

analise, as amostras devem ser protegidas do calor, luz e substancias oxidantes (FURR, 2004).

A concentracdo de retinol no soro e leite maternos foi determinada em cromatdgrafo

da marca Shimadzu. O equipamento ¢ 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, Japdo) para

processamento dos dados.

A fase movel utilizada para a andlise de retinol nas amostras de leite e soro foi
metanol 100%, em sistema isocratico com fluxo de 1 mL/min e tempo de retencdo de 3,2

minutos. O comprimento de onda adotado para monitoramento da absorbéncia foi de 325 nm.

A identificagdo e quantificacdo do retinol nas amostras foram estabelecidas por
comparacgdo da respectiva area do pico obtido no cromatograma com a area do padrao de

retinol — SIGMA (St. Louis, USA) (figura 13a).

A exatidao do método (porcentagem de recuperagdo) foi determinada adicionando-se
quantidades conhecidas do padrdo de retinol acetato em cinco amostras de leite humano

(figura 13b).
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Figura 13. Cromatograma de retinol. (a) Padrdo de referéncia para retinol, tempo de retengdo de 3,2
minutos. (b) Identificacdo por CLAE do retinol (a esquerda) e padrdo interno (acetato de retinol, 29,7
ng/ 20ul, a direita), em amostras de leite humano, tempo de retencdo de 3,2 e¢ 4,3 minutos,
respectivamente.



3.4.5 Linearidade, exatidao e precisao dos métodos

As curvas analiticas foram construidas usando o padrdo de retinol em diferentes

concentracgdes. O calculo das concentragdes de retinol foi baseado nestas curvas.

A linearidade da curva foi determinada avaliando-se a proporcionalidade entre a
resposta do detector e as concentragdes do padrdo. Para tal finalidade foram preparadas a
partir do padrao de leitura, padrdes de aplicacao nas concentragdes de 0,47; 0,94; 1,89; 3,78;
7,56; 15,12; 31,52; 63,04 e 126,08 ng/20 pul. A curva de calibragao, obtida por regressao linear
(area do pico versus concentragdo do padrdo), utilizando-se seis pontos de concentracido da
solugdo padrao apresentou boa linearidade. Um coeficiente de correlagdo a cima de 0,990 foi
obtido possibilitando desta forma a quantificagdo do retinol pelo método do padrdao externo

(figura 14).

A exatidao do método (porcentagem de recuperagdo) foi determinada adicionando-se
quantidades conhecidas do padrao de retinol acetato (29,6 g/ 20 pl) em cinco amostras de leite
humano. Foram adicionados 500 pL de etanol absoluto para precipitacdo das proteinas e as
demais etapas propostas pelo método sdo as seguintes: trés extracdes com hexano (2 ml em
cada extracdo), evaporacao de uma aliquota de 3 mL do extrato hexanico a 37° C sob
atmosfera de nitrogénio, dilui¢do em 500 pl de etanol absoluto grau HPLC e dosagem do

retinol por CLAE com metanol como sua fase movel.

A precisdo dos métodos foi avaliada através do teste de repetitividade, onde foram
utilizadas cinco aliquotas de uma amostra de leite que passaram pelas etapas de extracao
delineadas anteriormente. A avaliagdo foi realizada durante cinco dias alternados e apds

dosagem em CLAE foi encontrado coeficiente de variacdo equivalente a 1,9%.



Curva de calibragao
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Figura 14. Curva de calibragcdo dos padrdes de retinol em diferentes concentragdes (0,47 a 126,08
ng/20 pl). No centro, equacdo da reta e coeficiente de regressao linear.

3.5 ANALISE DA IMUNOGLOBULINA A SECRETORA NO COLOSTRO

A IgA secretora (SIgA) do leite foi avaliada através do método turbidimétrico,
utilizando um kit comercial especifico para determinagdo de imunoglobulina IgA (In vitro
Diagnostica, Itabira, Brasil). O método turbidimétrico baseia-se na reacdo entre as
imunoglobulinas (como antigeno) e o antisoro especifico (como anticorpo). Esta reacdo, que
geralmente leva a formacdo de imunoprecipitados insoliveis, gera uma turbidez, que ¢

medida fotometricamente a 340 nm.

Para a analise de SIgA, o colostro foi centrifugado (500 x g) por 10 minutos e seu soro
foi coletado e refrigerado a -20° C, enquanto que a camada sélida e gordurosa deste leite foi
descartada. Sabe-se que a SIgA estd concentrada no soro do leite, apesar de uma pequena
quantidade estar limitada aos seus globulos de gordura (SCHROTEN et al., 1999). Este soro
do leite foi diluido previamente antes do teste, na propor¢ao de 1:20 com salina de NaCl a

0,9%. Para a realizacao do teste foram retirados 20 pL do soro de leite previamente diluido e



adicionado a este 1000 pL do antisoro IgA (AS-A). A solu¢do padrio também foi
previamente diluida (1:20) e, a ela, também foi adicionada 1000 uL de AS-A. Os tubos foram
homogeneizados cuidadosamente e as amostras de leite, juntamente com o padrdo e o branco
foram incubadas por 10 minutos a 37°C em banho-maria, a fim de que a reacdo entre a SIgA e
o seu antisoro correspondente acontecesse. A turbidez gerada foi detectada em um
espectrofotometro (700 Plus, Femto, Brasil) (figura 16). A IgA ¢ diretamente proporcional ao
conteudo de imunoglobulina na amostra e sua concentracao ¢ calculada usando-se o padrao de
IgA ( IgA Cat. 11002, Human GMBH, Alemanha), contido no kit. Seus resultados sdo

expressos em mg/ dL.

Colostro

centrifuga (500 x g}, 10°

soro do leite gordura | —* | descarte

}

50 L leite + 1000 pL MNaCl 0,9%

}

20 pL leite diluido + 1000 pL AS-A

l homogeiniza cuidadosaments
incubacgéo 10 BM 37° C

Sigh + AS-A = turbidez

}

leitura no espectro 340 nm

Figura 15. Esquema ilustrativo do processo de extracdo de IgA secretora nas amostras de leite
materno.



3.6  ANALISE ESTATISTICA

Na avaliagdo estatistica foi utilizado o software Statistica 7.0. Os valores de retinol
foram expressos em média e desvio padrdo. Para testar as diferencas entre as médias dos
dados numéricos paramétricos foi utilizado o teste t de Student. A associag¢do entre variaveis
continuas (concentragdo de nutrientes no soro e leite) foi determinada pela andlise de

correlagdo de Pearson. As diferencas foram consideradas significantes quando p < 0,05.



4 RESULTADOS

Nas amostras de soro observou-se que a recuperacdo do retinol acetato foi de 95% e

para o retinol nas amostras de leite humano as recuperagdes foram de 96%.

Foram coletadas amostras de 190 mulheres. As caracteristicas gerais destas pacientes
estudadas encontram-se na tabela 1. A maioria das mulheres ¢ multipara (76%), teve parto

cesarea (60%) e apresentou peso normal no ultimo trimestre gestacional (52,6%).

Tabela 1. Caracteristicas gerais das maes recrutadas para esse estudo na Maternidade Escola
Januario Cicco, Natal-RN.

Retinol sérico Retinol sérico Grupo
Caracteristicas Maternas <30 pg/dL > 30 pg/dL Total
(n=45) (n = 145) (n=190)
Idade (anos) 20,2 + 73" 24,4 +7,9" 23,3 +7,6'
Paridade (numero de filhos) 1,8+1,3' 2,118 20+1,6'
Tipo de parto
Normal [n (%)] 21 (46,6) 55(37,9) 76 (40,0)
Cesarea [n (%)] 24 (53,4) 90 (62,1) 114 (60,0)
Estado nutricional materno®
Baixo peso [n (%)] 24,4 7 (4,8) 9(4,7)
Normal [n (%)] 23 (51,1) 77 (53,2) 100 (52,6)
Sobrepeso [n (%)] 20 (44,5) 61 (42,1) 81 (42,7)

' média + desvio padrio; ° estado nutricional antropométrico referente aos dados referente a
ultima consulta do pré-natal. Todas as pacientes tinham as informagdes de peso e altura
registradas no cartdo da gestante.



Avaliando-se o grupo total (190 parturientes) quanto ao estado nutricional bioquimico
em vitamina A, segundo o retinol sérico, as mulheres apresentaram uma média de 44,6 + 17,6
ug/dL, demonstrando valores normais de acordo com o ponto de corte estabelecido por West
(2002) (< 30 pg/dL ou > 30 pg/dL). Porém, nesse estudo, 23,7% (n= 45) das maes

apresentavam-se deficientes em retinol sérico.

O valor de retinol no colostro das maes antes da suplementacao (n= 190) foi de 72,7 +
24,9 pg/dL e apds 24 horas da suplementacdo (n=118) foi de 119,7 + 15,4 png/dL,
correspondendo a um aumento de 64,6% (p= 0,0009). Quando as maes sem suplementagao
foram divididas segundo o ponto de corte para soro (30 pg/dL), foi observada uma diferenca
estatisticamente significante nos valores de retinol no colostro (p= 0,0017) entre estes grupos,
sendo menor o retinol no colostro do grupo com menos retinol sérico. Apos a suplementacao,
fo1 observado um aumento de 101,4% nos niveis de retinol no colostro das maes com retinol
sérico < 30 pg/dL (a concentragdo de retinol no colostro antes da suplementacao foi de 59,2 +
14,70 pg/dL e apos a suplementacgao foi de 119,2 + 20,11 pg/dL). J& as maes com retinol no
soro > 30 pg/dL apresentaram um aumento de 39,7% (antes da suplementacao, a concentragao
de retinol no colostro foi de 86,1 + 25,47 pg/dL, aumentando para 120,2 + 12,78 pg/dL) (p=
0,0008). Nao houve diferenca estatisticamente significante entre o colostro das maes com
retinol sérico < 30 pug/dL e com retinol sérico > 30 pg/dL apds a suplementagdo (0,88) (Figura

16).
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Figura 16. Efeito imediato da suplementagcdo com vitamina A sobre os niveis de retinol do
colostro. AB: Apos a suplementagdo, os niveis de retinol no colostro aumentaram em 64,6% (p=
0,0009, teste de t para amostras dependentes); CD: Mulheres com menos retinol no soro (< 30 pg/dL):
aumento de 101,4%, p= 0,0016 ; EF: Mulheres com mais retinol no soro (> 30 pg/dL): aumento de
39,7%, p= 0,0008, (teste de t para amostras independentes). * Diferenca estatisticamente significante
nos niveis de retinol no colostro de maes ndo suplementadas com retinol sérico < 30 ug/dL ¢ > 30

ug/dL (p=0,0017).

A analise da influéncia do estado nutricional bioquimico de vitamina A das maes
sobre o retinol no colostro antes e apds a suplementagdo mostrou que os niveis de retinol
sérico interferiam nas concentragdes da vitamina no colostro, conforme demonstrado na

tabela 2.



Tabela 2. Correlagdes entre o retinol sé€rico e os niveis de retinol no colostro de maes sem
suplementagdo e suplementadas.

Sem_suplementacio Suplementado
Variaveis r ] r p
Retinol soro x retinol colostro® 0,20 0,010* 0,28 0,04*
Retinol soro < 30pg/dL x retinol colostro® 0,06 0,74 -0,70 0,018*
Retinol soro > 30pug/dL x retinol colostro® 0,44 0,000%* 0,42 0,006*

r= coeficiente de correlacdo; * valores de p estatisticamente significativos (p< 0,05).

a: n= 118 (numero de mulheres de cada grupo (sem suplementacdo e com suplementacdo),
considerando o grupo total (n=190)); b: n= 45 (nimero de méies suplementadas e ndo suplementadas
com retinol sérico < 30pg/dL e > 30pg/dL).

No primeiro dia pds-parto, as maes sem suplementacdo apresentaram valores de SIgA
no colostro de 822,6 = 347,1 mg/dL e as suplementadas antes de receberem a megadose de
palmitato de retinila foi de 827,3 + 249,8 mg/dL (p=0,93). As mulheres suplementadas, 24
horas apds terem recebido a megadose, apresentaram em seu colostro niveis de
imunoglobulina A secretora superior ao detectado no colostro das maes que nao foram
suplementadas (498,9 + 119,8 mg/dL e 343,7 + 91,9 mg/dL, respectivamente) (p= 0,00006)
(figura 17). Quando as maes foram divididas segundo o ponto de corte para soro, foi
observada uma diferenga estatisticamente significante nos valores de SIgA no colostro (p=
0,043) de mulheres com retinol sérico < 30 pg/dL e de mulheres com retinol no soro > 30
pg/dL (781,9 £+ 202,1 mg/dL e 898,4 + 201,9 mg/dL, respectivamente). Apds a
suplementagdo, as concentracdes de SIgA no colostro para o grupo de maes com menos
retinol no soro (443,4 = 64,7 mg/dL) foi estatisticamente diferente dos niveis de SIgA
detectados no colostro das maes com bom estado nutricional em retinol (526,6 £ 106,1

mg/dL; p=0,003), como mostrado na figura 18.
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Figura 17. Efeito imediato da suplementa¢do com vitamina A sobre os niveis de SIgA no
colostro. aa: No primeiro dia pds-parto ndo houve diferenga significante nos niveis de SIgA no
colostro (p= 0,93); bB: ap6s 24 horas pos-parto, as maes suplementadas apresentaram niveis de SIgA
no colostro maiores que as maes que nao receberam a suplementagdo (p= 0,00006).
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Figura 18. Niveis de SIgA no colostro de maes com retinol sérico < 30ug/dL e > 30ug/dL nao
suplementadas (n= 190) e suplementadas (n= 118) no primeiro ¢ segundo dia pos parto. ab:
Primeiro dia pés-parto, mulheres com retinol no soro > 30ug/dL (n= 145) tinham mais SIgA no
colostro do que as mulheres que possuem retinol no soro < 30ug/dL (n=45) (p= 0,043); AB: Apds 24
horas de suplementac¢do, mulheres com retinol no soro > 30pg/dL tinham mais SIgA no colostro
(p=0,003) do que as mulheres que possuem retinol no soro < 30ug/dL (p=0,003). Teste de t para

amostras independentes.



As correlagdes entre o retinol sérico das maes e o retinol no colostro antes e apos a

suplementagdo mostrou que o estado nutricional bioquimico materno em vitamina A

interferiam nas concentragdes de imunoglobulina A secretora no colostro, conforme

demonstrado na tabela 4.

Tabela 3. Correlagdes entre o retinol sérico e os niveis de IgA secretora no colostro de maes

sem suplementacdo e suplementadas.

Sem suplementacio Suplementado
Variaveis r P r p
Retinol soro x SIgA colostro® 0,05 0,51 0,31 0,023*
Retinol soro < 30pg/dL x SIgA colostro® 0,03 0,85 0,53 0,095
Retinol soro > 30pg/dL x SIgA colostro® 0,30 0,005* 0,44 0,004*

r= coeficiente de correlagdo; * valores de p estatisticamente significativos (p< 0,05).
¢ P g p

a: n= 118 (numero de mulheres de cada grupo (sem suplementacdo e com suplementacdo),
considerando o grupo total (n=190)); b: n= 45 (nimero de maes suplementadas e ndo suplementadas

com retinol sérico < 30pg/dL e > 30pg/dL).



5 DISCUSSAO

As recuperacdes obtidas para o retinol nas amostras de leite humano estavam na faixa
de 92 a 105% (média: 96%), indicando assim uma exatiddo confidvel na metodologia
utilizada. Intervalos aceitaveis de recuperagao geralmente estdo entre 80 e 110% (PINTO;
JARDIM, 2000). Nas amostras de soro observou-se que a recuperacao do retinol acetato

também foi eficaz (95%), com varia¢des das amostras entre 91 € 99,9%.

Com relagdo as mulheres arroladas para o estudo, o grupo era composto por
parturientes adultas e em sua maioria, multiparas. Destas 4,7% tiveram baixo peso, 52,6%
peso normal e 42,7% sobrepeso. As caracteristicas das puérperas deste estudo eram
semelhantes as populagdes estudadas em Bangladesh (RICE et al., 2000), Tailandia
(PAPANISH et al., 2002) e Brasil (MENESES; TRUGO, 2005; LOPES et al., 2006). O perfil
encontrado também foi similar ao verificado por Dimenstein et al. (2003) na mesma

localidade brasileira.

Nesse estudo, o retinol sérico foi um dos indicadores utilizados para o diagndstico do
estado de vitamina A das parturientes. Ele reflete o estado nutricional bioquimico em retinol
da mae nos ultimos trés meses de gestagdo (WHO, 2009). Os valores médios de retinol no
soro das mulheres estudadas (44,6 £ 17,6 pg/dL) estdo de acordo com o encontrado por
Schulz et al (2007) na Alemanha (49,3 pg/dL), Ortega et al (1997) na Espanha (47,5 ng/dL),
Rice et al (2000) em Bangladesh (48,0 png/dL), inferiores aos niveis encontrados por Menezes
e Trugo (2005) em mulheres da regido Sudeste do Brasil (71,6 pg/dL); e superiores aos
achados por Ettyanga et al (2003) em lactantes do Quénia (25,0 pg/dL) e por Semba et al
(2000) em mulheres africanas (17,4 pg/dL).

O retinol sérico pode refletir os estoques individuais de vitamina A particularmente
quando as reservas corporais desta vitamina sdo limitadas, uma vez que a concentracdo de
retinol sérico ¢ homeostaticamente controlada pelo figado e ndo declina até os estoques
hepéaticos estarem significativamente comprometidos (OLSON, 1996). O leite materno
secretado pelas maes com estado nutricional inadequado em vitamina A, € capaz de suprir as
necessidades metabolicas dos organismos dos bebés, ndo sendo suficientes para permitir o

acimulo desta vitamina no organismo, dessa forma criangas que se alimentam exclusivamente



de leite materno com concentracdes baixas de vitamina A, aos 6 meses de idade, serdao
subclinicamente deficientes, podendo apresentar manifestagdes clinicas dessa deficiéncia,
caso o consumo da nova dieta ndo tenha quantidades suficientes de vitamina A

(STOLTZFUS; UNDERWOOD, 1995).

Até o final da gravidez, um adequado estado nutricional com relagdo a ingestdo de
vitamina A e uma dieta balanceada sdo importantes para garantir a transferéncia de nutrientes
para o feto, preparando-o para o nascimento e o periodo de amamentagdo. A vitamina A
cumpre um papel essencial neste periodo, uma vez que estd intimamente envolvida em
processos de grande proliferacdo e crescimento celular como gravidez, lactagdo e primeira
infancia (UNDERWOOD, 1994). Nesse contexto ¢ importante avaliar a extensdo da
deficiéncia de vitamina A em mulheres lactantes, principalmente em regides consideradas de

risco ao desenvolvimento da deficiéncia.

Nesse estudo, 23,7% das maes (n= 45) apresentaram retinol sérico abaixo do ponto de
corte adotado (30 pg/dL) para gestantes e lactantes (WEST, 2002), apesar dos valores médios
de retinol no soro da maioria das maes estarem dentro da normalidade. A prevaléncia de
retinol sérico baixo encontrada em mulheres brasileiras, independente do ponto de corte
utilizado (20 ou 30 pg/dL) ¢ de 25% em Recife-PE (LOPES et al., 2006), 22-24% no Rio de
Janeiro (SAUNDERS et al., 2005; RAMALHO et al., 2006), 12% em Sao Paulo (RONDO,
VILLAR; TOMKINS, 1999) e 30% em Natal (DIMENSTEIN et al., 2006). Uma prevaléncia
acima de 20%, de acordo com a WHO (WHO, 2009), ¢ considerada um problema de satde
publica grave para gravidas e lactantes, que fazem parte do grupo de risco para DVA e os
baixos niveis de retinol nesses periodos podem trazer conseqiiéncias adversas para a mae e
para o lactente apos o nascimento. Quando foi considerado o ponto de corte de 20 pg/dL essa
prevaléncia diminui para 4%, sendo esta prevaléncia ainda considerada um problema de satde
publica (uma prevaléncia entre 2 e 10% ¢ considerada um problema de satde publica suave)

(WHO, 2009).

A prevaléncia de DVA encontrada nesse estudo denuncia que a populacao estudada ¢
considerada de risco para o desenvolvimento da deficiéncia de vitamina A, situagdo encoberta
pela aparente normalidade da média de retinol no soro. Sendo assim, ¢ justificavel o uso da
megadose de vitamina A no pos-parto imediato como medida de intervengdo para evitar o
desenvolvimento da deficiéncia (ROSS; PASSATIEMPO; GREEN, 2004). A suplementagao

materna com vitamina A nas primeiras 24 horas pos-parto ¢ uma estratégia potencialmente



eficaz para simultaneamente melhorar o status da vitamina A das mulheres e dos seus infantes

(STOLTZFUS et al, 1993; WHO, 1998).

O Instituto de Medicina (INSTITUTE OF MEDICINE, 2001)
recomenda para criangas a termo de zero a seis meses de idade um consumo didrio
de vitamina A (ou retinol equivalente - RE) de 400 pug e para criangas
prematuras nestas mesmas condigdes, de 420 pg/dia. Segundo Ross e Harvey (2003) o
consumo médio didrio de leite nas primeiras semanas de vida ¢ 500 mL, portanto a
concentracdo de retinol no colostro das mulheres do grupo total e do grupo de mulheres com
retinol sérico < 30 pg/dL, no primeiro dia pds-parto, ndo atende as necessidades do RN,
fornecendo apenas 345 pg e 341 pg de retinol/dia, respectivamente (86,3% e 85,3% da
ingestdo adequada de vitamina A recomendada, respectivamente). Entretanto, os niveis de
retinol no colostro de maes com retinol sérico > 30 pg/dL condiz com as recomendagdes de
ingestdo adequada de vitamina A para os RNs, pois fornece 557,5 pg de retinol/ dia, ou seja,

cerca de 39% a mais desta necessidade.

Avaliando o efeito imediato da suplementagdo de vitamina A no leite materno sobre o
retinol, foi observado um aumento de 64,6% apdés 24 h de suplementagdo. Aumento
semelhante foi observado por Garcia (2009) na mesma localidade brasileira. Ao dividirmos as
mulheres segundo ponto de corte para soro (30 pg/dL), nds observamos que as puérperas com
retinol sérico < 30 pg/dL respondiam melhor a suplementagdo (aumento de 101,4%) do que as
mulheres que apresentavam niveis adequados de vitamina A sérica (aumento de 39,7%)
(figura 16). As analises de correlagdo também mostraram que na condi¢do onde o retinol
sérico era < 30 pg/dL, quanto menor fosse os niveis de retinol no soro, maior seria o efeito da
suplementagao (tabela 3).

Dévila et al (1985), em estudos com ratos, demonstraram que a vitamina A estava
presente no leite de animais que recebiam pouca vitamina A na dieta, indicando a presenga de
um balango na secrecdo deste nutriente no leite. Este balango supostamente ocorre devido a
presenga da holo-RBP advinda dos tecidos de reserva. Em nosso estudo foi observado que as
maes com baixo estado nutricional em retinol sérico respondiam melhor a suplementagdo
quando comparadas as maes com um bom estado nutricional bioquimico em vitamina A. Uma
explicagdo para essa situagdo pode ser devido a saturagdo dos receptores para holo-RBP que
ocorre em condi¢des de maior disponibilidade de retinol. Por outro lado, em maes com baixos

niveis séricos de retinol, os receptores nao estdo plenamente saturados e durante a



suplementagdo ocorre uma maior avidez da holo-RBP pelos receptores na glandula mamaria,
ocorrendo assim uma maior resposta ao retinol fornecido pela suplementacao.

O leite materno contém alguns elementos de defesa, entre eles a imunoglobulina A
secretora (SIgA). As concentragdes de SIgA sdo muito elevadas no colostro, constituindo a
maior parte do conteido de proteina desta secre¢do, atingindo mais de 90% do pool de
proteinas durante o primeiro dia de lactagcdo, decrescendo nos dias seguintes. A SIgA protege
a mucosa intestinal do recém-nascido contra microorganismos estranhos (AAP, 1997;
XANTOU, 1998; KUNZS et al, 1999). Durante a infec¢do, o SIgA inibe os patdgenos de
aderirem as mucosas, intervém na mobilidade bacteriana, e neutraliza produtos toxicos.
Outros mecanismos incluem a eliminagdo de antigenos e virus intracelulares por transcitose
(RUSSEL; MESTECKY, 2002; EGMOND et al, 2001). A acao da SIgA contra infecgdes,
principalmente diarréias e colites ¢ essencial para a prote¢do imunoldgica do RN (ARAUJO et

al., 2005).

Esse estudo ¢ o primeiro a analisar a influéncia do estado nutricional materno em
vitamina A, segundo retinol sérico, sobre os niveis de SIgA no colostro nos dois primeiros
dias pods-parto, periodo em que ndo hé sintese de SIgA pelo RN. Portanto ¢ de grande
importancia a transmissdo de IgA secretora através do leite materno, pois tal secre¢do tem o
poder de evitar a morte desnecessaria em criangas, principalmente por doencgas diarréicas.

As concentragdes de SIgA no colostro no 1° dia pos-parto foram respectivamente de
822,6 mg/dL e 827,3 mg/dL para as maes sem suplementacao e as maes suplementadas, antes
de receberem a megadose de palmitato de retinila. Um estudo realizado numa mesma
localidade (ARAUIJO et al., 2005) analisou o colostro do 1° dia pés-parto por imunodifusdo
radial e encontrou valores médios de SIgA de 2806,1 mg/dL. Porém esta técnica € inviavel,
pois o tempo gasto para a realizacdo do teste (em média 72 horas para a leitura do halo) e a
apresentacdo dos resultados sdo fatores limitantes da técnica. A técnica de turbidimetria,
utilizada nesse estudo, ¢ uma técnica precisa, rapida e de baixo custo, podendo ser utilizada
como método rotineiro para analisar a transferéncia de imunidade materna, pois seus
resultados podem ser conhecidos em cerca de uma hora (STRUFALDI, 1987). Os valores de
SIgA no colostro das mulheres, no segundo dia pods-parto, que ndo receberam a
suplementagdo foi de 343,7 + 183,6 e para as maes suplementadas foi de 498,9 + 119,8
mg/dL.

Estudos semelhantes, porém determinando a concentracdo de SIgA no leite humano

maduro por ELISA, encontraram valores que variavam 250 a 710,0 mg/dL. Weaver et al



(1998) em um estudo realizado em mulheres gambianas encontrou valores de SIgA de 708,0
mg/dL. Groer et al. (2004), analisou o leite maduro de maes americanas e encontrou valores
de SIgA de 497,3 mg/dL. Filteau et al. (1999) verificou que a SIgA no leite maduro de
mulheres asidticas foi de 115,0 mg/dL. J4 Nathavitharana et al. (1994) ao analisar o leite
colostro do 6° ao 8° dia pos-parto em mulheres brancas do Reino Unido encontrou valores na
faixa de 250,0 mg/dL.

A concentragdo de SIgA no colostro decresce de forma significante nos primeiros dias
pos-parto (RAIHA, 1989). Foi observado que a concentracio de SIgA no colostro das
mulheres do nosso estudo, no 1° dia pds-parto, ¢ aproximadamente 2 vezes maior que a
concentracdo dessa imunoglobulina no colostro do 2° dia. Chandra (1978) assegura que,
embora ocorra uma diminui¢do das concentragdes de SIgA durante o periodo de lactagdo, a
quantidade total desta imunoglobulina ingerida pela crianca permanece praticamente
inalterada durante os primeiros dois a trés meses de vida devido a um aumento no volume de

leite.

Embora acontega esta diminuicdo nos niveis de SIgA no colostro, foi visto que as
maes que receberam a suplementagdo de palmitato de retinila no pos-parto imediato
apresentavam niveis maiores desta imunoglobulina no 2° dia pos-parto, quando comparadas
as maes que ndo foram suplementadas (p= 0,00006). Ao dividirmos as mulheres segundo
ponto de corte para soro (30 pg/dL), ndés observamos que as puérperas com mais retinol sérico
possuiam mais SIgA no colostro do que as mulheres com retinol sérico < 30 pg/dL, antes e

apos a suplementacao (figura 18).

Uma medida indireta do potencial efeito da suplementagdo de vitamina A na fungdo
das células B ¢ a produgdo de anticorpos. Este efeito indireto provavelmente acontece pela
influéncia da vitamina A sobre as células apresentadoras de antigenos (APC), cuja funcdo ¢
apresentar o antigeno ao linfocito B, favorecendo a sintese de imunoglobulinas (DE CICCO et

al., 2001; HOANG et al., 2002; ABBAS; LICHTMAN, 2003).

Esses achados foram reforcados pela andlise de correlagdo ao investigar a influéncia
do retinol sérico sobre os niveis de SIgA no colostro e foi observado que as puérperas do
grupo total quando suplementadas continham mais SIgA em seu leite que as ndo
suplementadas (p= 0,023). Quando a correlagdo foi realizada entre o grupo com maior
concentracao de retinol sérico (> 30 pg/dL) e a SIgA do colostro (maes sem suplementacao e

suplementadas) o valor de r foi maior na condicdo suplementada (r= 0,30 vs r= 0,44,



respectivamente) (Tabela 3), demonstrado um aumento da for¢a de correlacdo nas maes que
receberam a megadose de vitamina A. Tal situag¢do evidencia a importancia de um bom estado
nutricional em vitamina A, reforcada pela suplementagdo, como condi¢do ideal para uma

maior concentracdo de SIgA no colostro.



CONCLUSOES

A concentragdo de retinol sérico mostrou que o estado nutricional em relacdo a

vitamina A das lactantes estava adequado.

Mulheres com mais retinol sérico possuem mais retinol e SIgA no colostro.

Mulheres com menores niveis de retinol sérico respondem melhor a suplementagao

com palmitato de retinila

A suplementagdo com vitamina A no pods-parto imediato influencia positivamente os

niveis de retinol e SIgA no colostro.

Os niveis de SIgA no 1° dia pos-parto sdo superiores aos niveis de SIgA no 2° dia pos-

parto.
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APENDICE A: COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO HOSPITAL
UNIVERSITARIO ONOFRE LOPES (CEP-HUOL)

CERTIFICADO

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitério Onofre Lopes (CEP-HUCL), devidamente reconhetide
pela Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP/MS), analisou o projeto:

Titulo: ~ Estudo do transporte materno de Vitamina A e E para a glandula mamaria durante os
estagios iniciais da lactacdo de parturientes da maternidade Januario Cicco, Natal/RN.

Protocolo - 284708,
Pesquisador Responsavel: Roberto Dimenstein.

Este projeto fol aprovado em seus aspectos éticos & metodoldgicos, incluindo o termo de consentimento
e e escleretido de avordo com as dirstrizes da Resoluglo 196196 do Conselho Nadionsl de Saide, Ad
Reforendum no dia 23 cie,;umm de 2009, Tods ‘supienger aleracis o o Jproetin o fin 7
HUOL. O relatério final do projeto ou a copia de sua publicagio devera ser encaminhado a0 CEPH
término do estudo, conforme cronograma, com a respectiva copia da folha de rosto.
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Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Onofre Lopes (CEP-HUOQL) - Av. Nilo Peganha 620,
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APENDICE B: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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IVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
CENTRO DE BIGCIENCIA
DEPARTAMENTO DE BRIGQTU ﬁi 1e
LABORATORIO DE BIQQUIMICA DOS ALIMENTOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Esclarecimentos

Este é um convite para vocé participar da pesquisa gue tem come titulo “estude do transporte
materno de vitamina a e e para a glindula mamdria durante os estdgios imcizis da lactac8o de
parturientes da maternidade janudrio cicco, natal/m™ gue € coordenada pe
Dunensiem e sera realizada na maternidade Janudrio Cicce, Natal-Rh.

Sua participacBo é voluntdna, o gue significs gus vocd TMomEnio,

retirando seu consentimento, sem gue isso he traga nenhum
Essa pesqumisa procura avaliar a concentracio de aifa-tocoferel, retinol e IgA em condigdes de jejum
¢ ) g I}

& pos-prandial, desde o pos-parto z2ié o décmao dia de lactac

suplementacio com uma megadose de palmitato de retinol

verificar se o8 niveis de retinol no leite materno pode

alfa-tocoferol do leite matemo. Estas mformactes podem guxils
rnisco e contribuir na avaliagBo da eficacia das atuais estratégias

suplementacio de megadose de Vitamina A,

Caso decida aceitar 0 conviie, vocé serd submetida aos seguintes procedimentos: Serdo retirados 2
mL de leite antes ¢ 7 horas apds o café da manhd. Apds a primeira coleta {antes do café da manhi)

serd administrada vma capsula de pabmita

por expressfo manual de uma Gnica mama, 1o
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=
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teor de retinol e gordura. Serfio colets

() sangue sera coletado pelo corpo de enfermagem do hospital

s niscos envelvidos com

O palmitato de retinol &

fadiga, vertigens, nduseas, v4

I0RALS capa

providéncias: a coleta de



Todas as informacBes obtidas serfio sigilosas e seu nome nfic serd identificade em nenhum

momento. Us dados serfo guardados em local seguro ¢ & divulgacic dos resultados serd feita de

S

e
13
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forma a nfo identificar os voluntarios,

I Al §

Se vocé tiver algum gasto que seja devido & sua participacfio na pesquisa, vocé serd ressarcido. caso
solicite.

Em gualguer momento, se vocé sofrer algum dano comprovadamente decorrente desta pesquisa,
vocé tera diretio & indenizacio,

Vocé ficard com uma copia deste Termo & toda 2 divida que vocé tiver a respetto desta pesquisa,
podera perguntar diretamente para Robearto Dimenstein, no enderego Av. Praia de Genpabu, 2100,
Ponta Negra ou pelo telefone (84) 3219-3539,

Duovidas a respeito da é&tica dessa pesguisa poderdo ser gqueshionadas ac Comité de Etica em
Pesguisa da HUOL no enderece Nilp Pecanha, 620 - Petrdpolis, CEP 59012-300 Natal/RN ou pelo

telefone (84)3202-3944 / (84)2302-3763

Consentimente Livre e Esclarecido

]

Declaro que compreendi o5 objetives desta p

envolvidos e concordo em participar voluntariamente da pesquisa “estudso do transporte matermno de

I3

vitamina A e E para a glandula mamaéria duranie os estdgios iniciais da lactacfio de parturientes da

-

maternidade Janudrio Cicco, Natal/BN™.
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Assimatura do Pesguisador Assinatura da Participa

Natal, de de 20




APENDICE C: INQUERITO PARA MAES ADULTAS

INQUERITO PARA MAES ADULTAS N°

DADOS PESSOAIS

Nome

Endereco

Telefone Data de nascimento Idade

DADOS DA CONSULTA (Pre-Natal/Cartao da gestante)

D.U.M / / Paridade

Altura Peso Data / / IG

Estado nutricional materno ( )Baixo peso ( )Normal ( )Sobrepeso

Usou algum medicamento ou vitamina? ( )Sim ( )Nao Qual

Amamentou durante a gestagdo? ( )Sim ( )Nao Frequéncia

Apresentou algum episédio de diarréia durante a gestagdo? ( )Sim ( )Nao
EXAME VALOR DATA

Hemacias

Hemoglobina

Hematdcrito

Parasitologico de fezes

DADOS SOBRE O PARTO (Prontuario)

Data/parto Hora/parto Tipo/parto

Peso do RN IG/RN Aleitamento ( )Sim ( )Nao

Mae foi suplementada com vitamina A?  ( )Sim ( )Nao Hora

EXAME VALOR DATA

Proteinas totais

Albumina

Hemoglobina

Hematécrito

COLETA DA AMOSTRA
Hora da coleta de sangue Hora da coleta de leite 1°
20

ANALISE LABORATORIAL

Retinol  1° SIgA  1°

2° 2°

Data / / Responsavel




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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