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RESUMO

A vitamina A é um nutriente essencial em diversos processos fisiolégicos,
como crescimento e desenvolvimento, de modo que um adequado estado nutricional
nesse nutriente é fundamental na gestacdo e lactacdo. Mulheres lactantes e
criancas em aleitamento materno sao consideradas grupos de risco para a
deficiéncia de vitamina A e alguns fatores podem aumentar o risco de
hipovitaminose, como a prematuridade. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
concentragdo de vitamina A em lactantes e recém-nascidos pré-termo e a termo, por
meio da determinacao do retinol no soro materno, no soro do corddao umbilical e no
leite materno coletado até 72 horas pds-parto. Foram recrutadas 182 parturientes,
divididas em grupo pré-termo (GPT; n=118) e grupo termo (GT; n=64). No grupo pré-
termo também foram analisadas amostras de leite de transi¢do (7°-15° dia; n=68) e
leite maduro (30°-55° dia; n=46). O retinol foi analisado por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). A concentracdo materna de retinol sérico foi 48,6 + 12,3
pg/dL no GPT e 42,8 £ 16,3 ug/dL no GT (p<0,01). O retinol no soro do cordao
umbilical foi 20,4 = 7,4 ug/dL no GPT e 23,2 = 7,6 pg/dL no GT (p>0,05). Entre os
recém-nascidos, 43% dos prematuros e 36% dos a termo apresentaram baixos
niveis de retinol sérico no corddo umbilical (<20 pg/dL). No colostro, lactantes pré-
termo e termo apresentaram média de retinol de 100,8 + 49,0 pg/dL e 127,5 £ 65,1
pg/dL, respectivamente (p<0,05). A média de retinol no leite pré-termo aumentou
para 112,5 + 49,7 ug/dL na fase de transicdo e reduziu para 57,2 + 23,4 ug/dL no
leite maduro, diferindo significativamente entre todas as fases (p<0,05). Ao comparar
com a recomendacédo de ingestdo de vitamina A (400 ug/dia) o leite colostro do GT
atingiu a recomendacao para lactentes, porém no GPT a recomendacdo nao foi
atingida em nenhuma das fases. As maes de recém-nascidos prematuros possuiam
concentracdo sérica de retinol superior a de maes a termo, entretanto, isso nao foi
refletido no retinol do soro do corddo umbilical, uma vez que 0s prematuros
apresentaram menor concentracdo da vitamina. Tal condicdo pode ser explicada
devido a menor hemodiluicdo fisiologica materna e transferéncia placentaria de
retinol para o feto durante a gestacdo pré-termo. A comparacdo do retinol no
colostro evidenciou menor concentracdo no GPT, no entanto na fase de transicéo
houve um aumento importante do conteddo de retinol liberado pela glandula
mamaria de lactantes pré-termo. Essa situacdo evidencia uma adaptacao fisioldégica
propria da prematuridade, provavelmente no sentido de contribuir mais para a
formacdo das reservas hepaticas de retinol dos lactentes prematuros.

Palavras-chave: Vitamina A; Retinol; Soro; Corddo umbilical; Leite humano;
Prematuro.



ABSTRACT

Vitamin A is an essential nutrient for many physiological processes such as
growth and development, so that their adequate nutritional state is essential during
pregnancy and lactation. Lactating women and children in breastfeeding are
considered risk groups for vitamin A deficiency and some factors may increase the
risk of vitamin A deficiency, such as prematurity. The aim of this work was to evaluate
the vitamin A concentration in preterm and term lactating women and newborns by
determination of retinol in maternal serum, umbilical cord serum and breast milk
collected until 72 hours postpartum. 182 mothers were recruited and divided into
preterm group (GPT; n = 118) and term group (GT, n = 64). In preterm group were
also analyzed transition milk (7th-15th day; n = 68) and mature milk (30th-55th day; n
= 46) samples. Retinol was analyzed by high-performance liquid chromatography
(HPLC). Maternal retinol concentration in serum was 48.6 = 12.3 ug/dL in GPT and
42.8 £ 16.3 pg/dL in the GT (p <0.01). Cord serum retinol was 20.4 + 7.4 pg/dL in
GPT and 23.2 £ 7.6 pg/dL in GT (p> 0.05). Among newborns, 43% of premature and
36% of term had low levels of serum retinol in umbilical cord (<20 pg/dL). In
colostrum, the retinol in preterm and term groups had an average of 100.8 + 49.0
pg/dL and 127.5 = 65.1 pg/dL, respectively (p <0.05). The retinol average in preterm
milk increased to 112.5 + 49.7 ug/dL in transition phase and decreased to 57.2 +
23.4 pg/dL in mature milk, differing significantly in all stages (p <0.05). When
comparing with the recommendation of vitamin A intake (400 upg/day) GT colostrum
reached the recommendation for infants, but in GPT the recommendation was not
achieved at any stage. Mothers of premature infants had higher serum retinol than
mothers at term; however, this was not reflected in serum retinol of umbilical cord,
since premature had lower concentration of retinol. Such condition can be explained
due to lower maternal physiological hemodilution and placental transfer of retinol to
the fetus during preterm gestation. Comparison of retinol in colostrum showed lower
concentrations in GPT; however the transition phase there was a significant increase
of retinol content released by the mammary gland of preterm mothers. This situation
highlights a specific physiological adaptation of prematurity, likely to more contribute
to formation of hepatic reserves of retinol in premature infants.

Keywords: Vitamin A; Retinol; Serum; Umbilical cord; Milk, human; Infant,
premature.
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1. INTRODUCAO

1.1. VITAMINA A

1.1.1. Histéria

A vitamina A foi descoberta no inicio dos anos 1900 por Davis e McCollum na
Universidade de Wisconsin e simultaneamente por Osborne e Mendel em Yale, nos
Estados Unidos. Estes grupos estavam estudando os efeitos de dietas com
proteinas purificadas e fontes de carboidratos, como caseina e farinha de arroz, no
crescimento e sobrevivéncia de ratos jovens. Foi observado que o crescimento
cessou e 0s animais morreram, exceto quando a dieta era suplementada com
manteiga, O0leo de peixe, ou com uma fracéo solivel em éter dessas substancias ou
de leite, ovos ou carnes. Deduziu-se que uma substancia desconhecida era
essencial para o crescimento e desenvolvimento normais desses animais, sendo
esta inicialmente chamada de ‘lipossoluvel A” (MCCOLLUM; DAVIS, 1913;
OSBORNE et al., 1913).

Pouco tempo depois, foi descoberto que os carotenos amarelos presentes em
extratos de plantas tinham propriedades similares aquela, podendo ser convertidos
na forma bioativa lipossolavel através do metabolismo em tecidos animais (ROSS;
HARISSON, 2007).

1.1.2. Estrutura quimica e fontes

O termo vitamina A refere-se a compostos lipossoliveis que possuem
atividade biolégica de retinol, incluindo o retinol, o retinal e o acido retinoico.
Emprega-se, ainda, o termo retinoide, que inclui todos 0s compostos nhaturais com
atividade biol6gica de vitamina A, inclusive alguns que ndo séo intimamente
relacionados com o retinol; e analogos sintéticos dessa molécula, com ou sem
atividade biolégica (BLOMHOFF; BLOMHOFF, 2006).

Essa familia de moléculas possui uma estrutura com vinte carbonos composta

por um anel ciclohexenil (anel B-ionona) e uma cadeia lateral isoprendide, cuja
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substituicdo no 15° carbono caracteriza quimicamente as diferentes substancias com
atividade de vitamina A (INSTITUTE OF MEDICINE, 2001) (Figura 1).

H3;C CHs CHs CHs
XN N e
R
CHs

Grupo R
- CH,OH Retinol
- CHO Retinal
- CHOH Acido retindico
- CH,OCO (CH,);4CH;--------- Retinol palmitato

Figura 1 - Estrutura quimica de compostos com atividade biolégica de vitamina A.

Fonte: Elaborado pelo autor

A forma primaria de armazenamento de vitamina A no organismo € como
retinil palmitato, uma vez que a esterificacdo protege o grupo hidroxila da oxidacéao.
O retinol pode ser reversivelmente oxidado a retinal que, por sua vez, pode ser
adicionalmente oxidado a acido retinoico (SOLOMONS, 2012).

A vitamina A pode ser ingerida na dieta na forma de carotenoides provitamina
A presentes em fontes vegetais ou de vitamina A pré-formada (retinol, ésteres de
retinil e quantidades muito pequenas de acido retinoico) através de alimentos de
origem animal, como carnes, figado, ovos e produtos lacteos (ROSS; HARRISON,
2007).

Os carotenoides estao presentes principalmente em vegetais verdes escuros
ou amarelo-alaranjados e algumas frutas. H4 mais de 700 carotenoides conhecidos,
porém apenas cerca de 50 possuem atividade de vitamina A, sendo 0s principais o
B-caroteno, o a-caroteno e a [B-criptoxantina. Um anel B-ionona ndo substituido é
necessario para esta fungéo, por isso o licopeno € um exemplo de carotenoide que
nao possui propriedades de provitamina A, ou seja, nao pode ser convertido a retinol
no organismo (SOLOMONS, 2012) (Figura 2).
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T R N N R AT

a-Caroteno

HO'
1\>Y X
HO\] / /CH
Violaxantina
Fucoxantina OCOCH,

p-Caroteno

NIRRT ™ S

Licopeno

x S N

HO Luteina

A = TR

{-Caroteno

AN NN R R TRy e

Y-Caroteno

Criptoxantina

Figura 2 - Estrutura quimica de alguns carotenoides.
Fonte: AMBROSIO; CAMPOS; FARO, 2006

O B-caroteno, por ser composto de duas partes simétricas, pode ter até
metade do seu conteddo convertido em retinol no organismo, através da sua
clivagem central (YUYAMA et al., 2005). Entretanto, segundo Grune et al. (2010),
altas doses (> 6 mg/dia) de provitamina A s8o necessarias para substituir o retinol

pré-formado.
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1.1.3. Absorc¢ao, transporte e metabolismo

A vitamina A é liberada da matriz alimentar por meio da acdo de enzimas
gastricas e intestinais, sendo absorvida na mucosa intestinal. A vitamina A pré-
formada é absorvida mais eficientemente que os carotenoides provitamina A. Uma
vez que ela € uma molécula lipossoluvel, necessita dos lipideos como veiculo de
transporte e estimulantes do fluxo biliar, por isso a gordura da dieta tem influéncia
sobre a sua absorcdo. Além disso, a biodisponibilidade do nutriente também
depende da matriz alimentar, do processamento do alimento, da integridade da
mucosa intestinal, presenca de infec¢des e do estado nutricional do individuo, dentre
outros fatores (INSTITUTE OF MEDICINE, 2001; BELLOVINO et al., 2003; YUYAMA
et al., 2005).

No lumen intestinal, os carotenoides da dieta s&do clivados a retinal e
convertidos a retinol. Os ésteres de retinil dietéticos também sdo hidrolisados a
retinol, que € absorvido. Uma vez no enterdcito, independente da sua origem
dietética, o retinol se liga a proteina ligadora de retinol celular tipo Il (RBP celular tipo
Il ou CRBP-Il) e esse complexo serve como substrato para a reesterificacdo do
retinol com acidos graxos de cadeia longa, principalmente pela acdo da enzima
lecitina retinol aciltransferase (LRAT), que é largamente expressa nos tecidos. Os
ésteres formados se incorporam aos quilomicrons, lipoproteinas intestinais contendo
outros lipideos dietéticos, e esses sdo secretados na linfa (BATTEN et al., 2004;
SOLOMONS, 2012).

Quando atingem a circulagdo sanguinea, os quilomicrons sofrem a acdo da
enzima lipase lipoprotéica (LPL), que esta ligada a superficie luminal do endotélio
vascular e catalisa a lipdlise dos triglicerideos para gerar acidos graxos livres e
quilomicrons remanescentes (GOLDBERG; ECKEL; ABUMRAD 2009). Estes
altimos, em sua maioria (75%), sao captados pelo figado, e o restante (25%) vai
para tecidos extra-hepaticos, como o tecido adiposo e a glandula mamaéaria lactante.
Nos hepatécitos, os ésteres de retinil sdo hidrolisados a retinol, que pode ser
reesterificado pela LRAT para armazenamento nas células estreladas ou ligado a
sua proteina especifica de transporte sérico e lancado de volta a corrente sanguinea
(QUADRO et al., 2003; DEBIER; LARONDELLE, 2005).

A proteina ligadora de retinol (RBP) é uma proteina de 21 kDa sintetizada

principalmente nos hepatdcitos que possui um unico sitio de ligacdo para uma
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molécula de retinol todo-trans. Além de transportar o retinol hepatico para os tecidos
periféricos, a RBP serve para solubilizar a vitamina no soro, protegé-la da oxidagéo
e manter sua concentracao sérica constante. No plasma, a RBP circula complexada
1:1 com outra proteina sérica, a transtirretina (TTR), o que impede a sua perda
excessiva pela filtragdo glomerular, viabilizando o fornecimento de retinol aos tecidos
conforme a sua necessidade metabodlica (QUADRO et al., 2003; SPIEGLER et al.,
2012) (Figura 3).
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Figura 3 - Absorcdo, metabolismo e transporte do retinol no organismo.
Fonte: MACTIER; WEAVER, 2005. Adaptado pelo autor.

Em situacdes de jejum, o complexo RBP-retinol representa aproximadamente
95-99% dos retinoides circulantes. ApOs a ingestdo dietética de vitamina A,
entretanto, a concentragdo de retinoides nos quilomicrons e remanescentes de
quilomicrons pode exceder a de retinol no plasma. Em situa¢cdes normais, 0s niveis
sanguineos de RBP-retinol em humanos sdo mantidos constantes pelo figado
(BIESALSKI et al., 1999), porém esses mecanismos regulatorios ainda ndo séo
completamente entendidos.
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A captacdo do retinol pelos tecidos pode ocorrer por transferéncia passiva
através da bicamada fosfolipidica ou através de receptores celulares especificos
para RBP (principalmente a Stra6, de stimulated by retinoic acid gene 6 homolog,
uma proteina de membrana) expressos em varios tecidos, como a placenta e a
glandula mamaria (QUADRO et al., 2003, WOLF et al., 2007; KAWAGUCHI et al.,
2007).

A transferéncia placentaria de retinoides € pouco entendida, assim como o
seu metabolismo nos tecidos em desenvolvimento, mas existem pelo menos duas
maneiras pelas quais os retinoides sdo transferidos da mae para o feto: a principal
forma € pelo complexo RPB-retinol, mas ésteres de retinil também podem ser
transportados sob a forma de quilomicrons remanescentes ou como uma parte de
lipoproteinas de baixa ou muito baixa densidade (LDL, VLDL) (CLAGETT-DAME;
KNUTSON, 2011).

Utilizando modelos animais, foi visto que a RBP n&o atravessa a placenta
para a circulacdo fetal. Assim, o retinol materno deve ser transferido para a RBP
fetal, ou alternativamente, o retinol pode ser esterificado na placenta e entregue aos
tecidos em lipoproteinas. Em embrides mutantes nulos para RBP, a embriogénese
ndo é prejudicada se houver uma dieta suficiente em vitamina A, porém quando a
dieta materna é restrita nessa vitamina o desenvolvimento embrionario é perturbado.
Portanto, na auséncia de RBP, os ésteres de retinil circulantes parecem ser a
principal via de transferéncia de retinoides da mée para o embrido, desde que a
dieta materna seja adequada em vitamina A (CLAGETT-DAME; KNUTSON, 2011).

Sugere-se que a placenta serve como um sitio de estoque de vitamina A até o
figado embrionario se tornar funcional e que funcionaria como um tampao, liberando
retinol para o feto mesmo quando a ingestdo materna esta deficiente e estocando
esse nutriente para proteger o embrido de um potencial efeito toxico do excesso de
retinoides na circulagdo materna (SAPIN et al., 2000).

Estudos em ratos mostram que a sintese da RBP fetal se inicia no final do
terceiro trimestre gestacional, coincidindo com o aumento dos estoques hepaticos de
vitamina A no feto. No soro, a taxa de concentracao de retinol entre a mae e o feto é
cerca de 2:1 (MACTIER, 2013).
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1.1.4. Func®es e papel no desenvolvimento embrionario

A vitamina A tem fun¢Bes importantes mediadas pelas suas diferentes formas.
Carotenoides provitamina A, por exemplo, tém atividade antioxidante, pois podem
reagir com radicais livres de oxigénio, exercendo efeito protetor (BERTI et al., 2011).

O retinal, proveniente da oxidacao reversivel do retinol catalisada por enzimas
alcool desidrogenases (ADHSs) ou retinol desidrogenases (RDHSs), € essencial para o
processo visual. Nos bastonetes, o 1l-cis-retinal se liga a opsina, formando o
pigmento visual rodopsina, cuja fotoisomerizagéo induz a cascata de foto transdugao
em resposta a luz (INSTITUTE OF MEDICINE, 2001; MACTIER; WEAVER, 2005).

O retinol pode, ainda, ser duplamente oxidado de forma irreversivel a acido
retinoico (AR), pela acdo de retinal desidrogenases (Raldhs) (DUESTER, 2008). A
maioria das demais funcdes da vitamina A é mediada através da acdo do AR na
regulacdo da expressdo génica. Esse metabdlito regula a expressdo de genes
diretamente pela ligagcdo a um heterodimero de receptores nucleares de AR (RARS)
e receptores X retinoides (RXRs), que se ligam aos elementos de resposta ao acido
retinoico (RAREsS) na regido regulatoria de seus genes alvo (Figura 4). Um
mecanismo alternativo do acido retinoico para regular a expressado de genes é pela
modulagéo da atividade de outros fatores de transcri¢do, através do heterodimero
RAR/RXR, mas independente de RAREs (AUSTENAA et al. 2004).
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Figura 4 - Mecanismo de acdo do acido retinoico.

ROL: retinol / RAL: retinal / AR: acido retinoico / ER: éster de retinil / CMRE: quilomicron
remanescente / CoAct: Coativador / CoRep: Correpressor.

Fonte: CLAGETT-DAME; KNUTSON, 2011. Adaptado pelo autor.

Assim, 0 acido retinoico tem participacdo em uma infinidade de processos,
como desenvolvimento de tecidos e vértebras; codificacdo de proteinas da matriz
celular, enzimas, receptores; imunidade; reproducdo; crescimento; diferenciacéo
celular e desenvolvimento embrionéario (BERTI et al., 2011).

Estudos genéticos provam que o AR atua através de um mecanismo de
sinalizagcdo RAR no desenvolvimento embrionario normal. Mais de 500 genes s&o
conhecidos como sendo regulados pelo &cido retinoico e um grande numero deles
tem mostrado influenciar a formacéo de varios 6rgéos e estruturas, como membros,
coracdo, pancreas, olhos, medula espinhal, rins, pulmdes e vias aéreas superiores
(CLAGETT-DAME; KNUTSON, 2011; SPIEGLER et al., 2012).

Apesar da sua importancia, o acido retinoico em excesso durante estagios
criticos do desenvolvimento embriondrio pode ser teratogénico e até letal para o
embrido. Malformagdes no sistema nervoso central, craniofaciais, cardiovasculares e
no timo foram observadas em humanos quando as gestacfes ocorreram durante
tratamento terapéutico com acido retinoico (AZAIS-BRAESCO; PASCAL, 2000).
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Portanto, alterac6es na disponibilidade de &cido retinoico, tanto no que diz
respeito a deficiéncia quanto a hipervitaminose, podem levar a anormalidades no
desenvolvimento. Por isso, um adequado suprimento de vitamina A € essencial para

o desenvolvimento fetal e pés-natal (SPIEGLER et al., 2012).

1.1.5. Recomendac0des dietéticas de vitamina A

O requerimento médio de vitamina A é um valor estimado com base na
garantia de estoques adequados desse nutriente, evitando risco de deficiéncia ou
excesso. As recomendacdes de ingestdo diaria referem-se a quantidade a ser
ingerida diariamente a fim de atingir o requerimento, diferindo de acordo com o sexo,
idade e estado fisiologico do individuo (INSTITUTE OF MEDICINE, 2001).

As Dietary Reference Intakes para vitamina A elaboradas pelo Institute of
Medicine (2001) recomendam a ingestado de 700 pg/dia para mulheres acima de 14
anos, aumentando para 770 pg/dia na gestacao e 1300 pg/dia na lactacdo, para

mulheres de 19 a 50 anos (Quadro 1).

Quadro 1 - Recomendac0es dietéticas (RDA e Al) de vitamina A para individuos em
diferentes estagios de vida.

Estagios da vida RDA/AI* (ug/dia)

Bebés

0 a 6 meses 400*
7 a 12 meses 500*
Mulheres

14 a 18 anos 700
Acima de 19 anos 700
Gestantes

< 18 anos 750
19 a 50 anos 770
Lactantes

< 18 anos 1200
19 a 50 anos 1300

RDA: Recommended dietary allowance/ Al: Adequate intake
Fonte: Institute of Medicine (IOM), 2001.
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Para bebés de 0 a 6 meses, uma vez que o requerimento médio de vitamina
A ainda néao p6de ser determinado e, portanto, a recomendacéo de ingestao nao foi
estabelecida, um parametro provisorio de referéncia, a ingestdo adequada (Al), é
utilizado na avaliacdo ou prescricdo de consumo (VITOLO, 2008). A Al da vitamina
nessa faixa etaria foi calculada com base na quantidade média de 1,70 pmol/L ou
48,5 pg/dL de vitamina A no leite humano consumido durante os primeiros seis
meses de lactacédo (INSTITUTE OF MEDICINE, 2001).

Segundo as novas diretrizes da Organizacdo Mundial da Saude, a
suplementacdo de vitamina A em mulheres no pés-parto, neonatos (0-28 dias de
vida) e bebés de 1 a 5 meses ndo € recomendada como uma intervencao de saude
publica para prevencdo da morbidade e mortalidade materna e infantil. Ao invés
disso, € recomendado que as mulheres no pos-parto continuem recebendo nutricao
adequada pelo consumo de uma dieta alimentar saudavel e equilibrada; e que o
aleitamento materno exclusivo seja encorajado durante os primeiros 6 meses pos-
parto, para que nao haja deficiéncia materna e os bebés atinjam o crescimento,
desenvolvimento e saude ideais (OMS, 2013a; OMS, 2013b; OMS, 2013c).

1.2. DEFICIENCIA DE VITAMINA A

Lactentes, mulheres gestantes e lactantes sdo considerados grupos de risco
para a deficiéncia de vitamina A (DVA) (WEST, 2002). A DVA é um problema global
de saude publica significante em paises em desenvolvimento, ficando atras apenas
da anemia ferropriva. As mais altas prevaléncias de hipovitaminose A séo vistas no
sul da Asia e na Africa subsaariana (AJAYEOBA, 2001; COZZOLINO, 2012).

A hipovitaminose A causa ceratinizacdo de epitélios, afetando os olhos e o
revestimento dos tratos gastrointestinal, respiratorio e do aparelho geniturinario,
afetando também a integridade do sistema imune (GERALDO et al., 2003). Segundo
a Organizacdo Mundial da Saude, essa deficiéncia afeta 190 milhdes de criangas em
idade pré-escolar e 19 milhdes de mulheres gestantes ao redor do mundo, tornando
maior o risco de infeccbes como diarreia, sarampo e infec¢des respiratérias (WHO,
2009).

Anualmente, mais de 6 milh6es de mulheres em paises em desenvolvimento

desenvolvem cegueira noturna durante a gestacdo e mais de 4 milhdes de preé-
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escolares tém algum estdgio de xeroftalmia devido a ceratinizacdo das células do
epitélio corneal (SOLOMONS, 2012). Sarni et al. (2002) enfatizam que a
hipovitaminose A é a principal causa de cegueira evitavel no mundo e, segundo
Chagas et al. (2003), esta caréncia é a responsavel direta pela morte de mais de
dois milhGes de criangas nos primeiros anos de vida.

A DVA crbnica pode aumentar o risco de complicacdes e morte durante a
gestacdo e no periodo pés-parto (CHECKLEY et al., 2010). Autores relatam que a
DVA durante a gestacdo parece estar associada ao nascimento prematuro, baixo
peso ao nascer e baixos estoques hepaticos da vitamina (GAZALA et al., 20083;
STROBEL,; TINZ; BIESALSKI, 2007).

O problema da deficiéncia de vitamina A pode ser avaliado mediante a
utilizacao de sinais e sintomas clinico-oculares; indicadores histolégicos; dietéticos e
bioguimicos, como sua concentragdo plasmatica e no leite materno (QUEIROZ,
2001).

Em adultos e criancas, inclusive neonatos, a suficiéncia de vitamina A é
definida como concentracfes plasmaticas iguais ou superiores a 0,70 umol/L (20
pg/dL). Concentracdes plasmaticas de retinol abaixo de 0,35 pumol/L (10 pg/dL) séo
associadas com estoques hepéticos reduzidos, e sinais clinicos de DVA séo
considerados indicativos de deficiéncia severa (MACTIER; WEAVER, 2005).

Para o indicador retinol no leite materno, sdo considerados adequados
valores acima de 1,05 umol/L (30 pg/dL) no leite maduro (WEST, 2002).

1.3. ALEITAMENTO MATERNO E VITAMINA A

Um dos aspectos que envolvem a adaptacdo do recém-nascido ao ambiente
extrauterino € a descontinuacdo abrupta do suporte nutricional parenteral por via
umbilical e sua substituicdo pelo suporte enteral com o leite humano (LH). O LH é
um fluido complexo que fornece nutrientes e compostos bioativos que facilitam as
modificacdes adaptativas e funcionais necessarias a otima transicdo para a vida
extrauterina (CAMELO JR.; MARTINEZ, 2008).

Assim, o leite materno € a melhor forma de alimentagdo para o recém-
nascido, por possuir caracteristicas nutricionais ideais, com uma combinagéo

adequada de macro e micronutrientes, e oferecer vantagens imunoldgicas e
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psicolégicas importantes para a reducdo da morbimortalidade infantil, além de
possuir baixo custo (MARQUES, 2004). A auséncia do LH nessa fase da vida
acarreta o aumento da incidéncia de moléstias infecciosas como diarreia, infeccoes
respiratorias e do trato urinario, bacteremia, otite média e enterocolite necrosante
(CAMELO JR.; MARTINEZ, 2008).

Por essas razfes, a Organiza¢cdo Mundial da Saude recomenda o aleitamento
materno exclusivo durante os primeiros seis meses poés-parto e complementar até
dois anos ou mais (WHO, 2001).

Mais de 200 componentes fazem parte do leite humano, estando presentes
em proporcdes e formas quimicas diferentes em relagdo ao que é encontrado no
leite de outras espécies. Acredita-se que isso esteja relacionado a diferenca no
requerimento entre as espécies, o que € reforcado quando se observa as proprias
alteracdes que ocorrem no LH ao longo da lactacdo e em funcdo da maturidade do
recém-nascido (EUCLYDES, 2000).

O colostro € a primeira secrecdo lactea, que permanece até o 4° ou 6° dia
pos-parto. E um liquido espesso e, geralmente, possui coloracdo amarelada, devido
ao seu alto teor de carotenoides. O colostro contém maior contetdo proteico e de
minerais e menos gordura e carboidratos do que o leite maduro. Além disso, € rico
em anticorpos, protegendo o recém-nascido contra infec¢cdes (NASCIMENTO;
ISSLER, 2003).

Do 7° ao 21° dia pos-parto, durante os quais o leite é chamado “leite de
transi¢gao”, ocorrem maiores alteracdes na composicao lactea. Em torno do 21° dia, a
composicdo do leite torna-se mais estavel, passando a ser caracterizado como
maduro (OMS, 2013a).

O contetudo de vitaminas do leite materno varia ao longo das fases de
lactacéo, apresentando rapido declinio das vitaminas lipossoliveis a medida que o
conteudo de lipideos aumenta. Dessa forma, o conteudo das vitaminas lipossoluveis
€ superior no colostro quando comparado as outras fases (MACIAS; SCHWIEGERT,
2001; SCHWIEGERT et al., 2004).

Apesar desse declinio, o leite materno, especialmente o colostro, é
considerado a mais importante fonte de vitamina A para multiplicar as reservas
hepaticas do recém-nascido nos primeiros meses pés-parto, sendo o grande protetor

contra a deficiéncia infantil desse nutriente (MARTINS et al., 2007).
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Os mecanismos pelos quais a vitamina A é transferida para a glandula
mamaria e secretada no leite humano ndo sdo totalmente compreendidos. Em
modelos animais foi visto que essa vitamina chega ao leite tanto pelos quilomicrons
guanto através do complexo RBP-retinol, sendo transferido para a glandula mamaria
por meio de receptores de RBP. Na glandula mamaria, o retinol é reesterificado e
secretado no leite como ésteres de retinil (ROSS; PASSATIEMPO; GREEN, 2004;
O'BYRNE et al., 2010) (Figura 5).
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variavel)
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-+ — ER ==& ER do LEITE

esterificagdo

[concentragdo varia com a
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Figura 5 - Esquema da transferéncia de retinol para a glandula mamaria.

VA: Vitamina A / QM: quilomicrons / ER: ésteres de retinil / TG: triglicerideos / LPL: lipoproteina lipase
Fonte: ROSS; PASSATIEMPO; GREEN, 2004. Adaptado pelo autor.

Segundo Quiles et al. (2006), a composi¢cao do leite humano pode ser
influenciada por diferentes fatores, como caracteristicas genéticas, habitos
dietéticos, estado nutricional e socioeconémico materno e duracdo da lactagdo. A
prematuridade é outro fator que pode alterar a composi¢cdo de nutrientes do leite
materno (BAUER; GERSS, 2011).
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1.4. PREMATURIDADE E VITAMINA A

A prematuridade, caracterizada pelo nascimento antes de 37 semanas
gestacionais (pré-termo), € o problema perinatal atual mais importante, uma vez que
esta associado a morbimortalidade significativa no inicio da vida (SAIGAL; DOYLE,
2008).

O parto pré-temo pode ser espontdneo ou medicamente induzido. O
espontaneo é precedido por (1) trabalho de parto prematuro com membranas
intactas ou (2) devido a ruptura prematura de membranas, independente de o parto
ser vaginal ou cesariano; e o medicamente induzido ocorre por indicagdo materna ou
fetal, sendo iniciado (1) com medicamentos ou (2) por cesariana sem trabalho de
parto (BETTIOL; BARBIERI; SILVA, 2010).

A etiologia do nascimento pré-termo ndo é totalmente conhecida. Fatores de
risco classicos como infec¢des, parto maltiplo, doenca hipertensiva especifica da
gestacao, tabagismo e uso de drogas ilicitas, trabalho extenuante, baixo indice de
massa corpoérea, ganho de peso insuficiente na gravidez, reproducao assistida, colo
uterino curto, intervalo interpartal curto, histéria anterior de nascimento pré-termo e
fatores socioecondmicos tém sido responsabilizados por apenas um terco dos
nascimentos prematuros. O parto pré-termo também pode se associar a
determinacao incorreta da idade gestacional baseada em exames ultrassonograficos
e a baixa qualidade da assisténcia pré-natal, falhando no controle de infeccées que
levam a ruptura prematura das membranas. Outro fator pouco estudado, porém que
é sugerido como potente fator de risco € o estresse materno pré-natal (BETTIOL,;
BARBIERI; SILVA, 2010).

Entre os dez paises com maior incidéncia de prematuridade estdo o Brasil, os
Estados Unidos, india e Nigéria, mostrando que este é um importante problema
global (WHO, 2012) (Figura 6). A prevaléncia de nascimentos pré-termo é elevada e
aumenta a cada ano, inclusive em paises desenvolvidos. Acredita-se que a maior
intervencdo meédica recente contribuiu para o aumento dessa prevaléncia, tanto pelo
aumento na indicacdo de parto prematuro como devido a gestacbes multiplas
concebidas artificialmente (GOLDENBERG et al., 2008).
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Figura 6 - Namero estimado de nascimentos pré-termo no mundo em 2010.
Fonte: World Health Organization, 2012. Adaptado pelo autor

Complicacdes decorrentes do nascimento prematuro sdo a principal causa de
morte neonatal (0 a 28 dias) e de criancas menores de 5 anos (LIU et al., 2012; LIU
et al., 2015). Em 2010, ocorreram cerca de 15 milhdes de nascimentos prematuros
no mundo, dos quais mais de 1 milhdo tiveram o Obito como desfecho,
especialmente por infeccbes (BLENCOWE et al, 2012). Muitos bebés que
sobrevivem necessitam de cuidados especiais e enfrentam maior risco de problemas
de saude, como paralisia cerebral, deficiéncia intelectual, doenca pulmonar croénica,
perda visual e auditiva (WHO, 2006).

Os prematuros apresentam maior risco de mortalidade quanto menor a idade
gestacional, porque no terceiro trimestre de gestagcdo ocorre um grande
desenvolvimento do feto, com aumento da massa 6ssea, muscular e de gordura.
Além disso, é no final da gestacdo que se completa o desenvolvimento pulmonar do
feto (AULER; DELPINO, 2008).

Ha indicios de que a vitamina A também se acumula no feto durante o terceiro
trimestre gestacional, paralelamente ao aumento da gordura corpérea total
(BAYDAS at al., 2002; TOKUSOGLU et al., 2008; KOSITAMONGKOL et al., 2011).

Assim, recém-nascidos prematuros ou com baixo peso podem apresentar um maior
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risco de deficiéncia de vitamina A, estando mais propensos a doencgas oculares e
dos tratos gastrintestinal e respiratério (MACTIER; WEAVER, 2005).

Além disso, devido a sua mudanca do ambiente uterino para um ambiente
hiperoxémico, os recém-nascidos sao propensos ao estresse oxidativo, aumentando
a sua necessidade de antioxidantes (QUILES et. al., 2006). No neonato prematuro
isso € agravado, pois seus sistemas antioxidantes sdo mais imaturos e eles séo
mais expostos as espécies reativas de oxigénio, devido a uma maior incidéncia de
infeccbes e a utlizacdo de ventilacdo mecanica e nutricdo intravenosa
(BUONOCORE et al., 2002; PERRONE et al., 2007).

Complicacdes neonatais em prematuros, como hemorragia intraventricular,
retinopatia da prematuridade, aumento do risco de infec¢cdes e displasia bronco
pulmonar (doenca pulmonar cronica) estdo associadas a baixos niveis de vitamina A
(MACTIER; WEAVER, 2005). O pulmdo do neonato pré-termo é deficiente nessa
vitamina ao nascimento e 0s seus requerimentos pulmonares do nutriente sao
relativamente altos nas primeiras semanas de vida (MACTIER, 2013).

A fim de evitar o desenvolvimento de complicacdes clinicas em decorréncia
do estresse oxidativo, agravado pela possivel deficiéncia de vitamina A no neonato
prematuro, é necessario supri-lo adequadamente com esta vitamina. Neste contexto,
destaca-se a importancia do aleitamento para o neonato pré-termo, que deve
fornecer quantidade suficiente de vitamina A para atender as necessidades do
lactente e para formacdo das suas reservas hepaticas (AKOHOUE; GREEN;
GREEN, 2005; AZEREDO; TRUGO, 2008).

A recomendacdo da utilizacdo do leite humano é estendida também para
prematuros, especialmente aquele oferecido cru, que tem funcdo importante no
desenvolvimento do sistema imune desses recém-nascidos. Por isso, o leite da
propria mae seria o ideal para o recém-nascido pré-termo (CAMELO JR,
MARTINEZ, 2008).

Assim, o monitoramento e melhora do estado de vitamina A de mulheres
durante esse periodo critico pode ajudar a melhorar os estoques hepaticos de
vitamina A em criancas através do fornecimento de uma quantidade adequada da
vitamina no leite materno, evitando assim as consequéncias da deficiéncia desse
micronutriente (ORTEGA et al., 1997).

Segundo Aurvag et al. (2007), o conteudo de vitamina A do leite humano é

muito baixo para atender a alta exigéncia de recém-nascidos prematuros de muito
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baixo peso pelo nutriente. Porém, ainda sdo escassos os estudos a respeito do
conteddo de retinol no leite materno de parturientes pré-termo, principalmente com
desenho longitudinal.

Além disso, em recém-nascidos pré-termo ndo é clara a relacdo ao
nascimento entre a idade gestacional e as concentracdes séricas ou hepaticas de
retinol. Assim, dados sobre o estado nutricional sérico materno e de neonatos pré-
termo sdo importantes, a fim de se avaliar a relacdo entre a prematuridade e os
niveis séricos de retinol no binbmio mae-filho, e também entre o estado nutricional
em vitamina A materno e do recém-nascido, para que haja uma melhor

compreensao acerca da transferéncia placentaria desta vitamina para o feto.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a concentragdo de retinol no leite materno e no soro de mées e recém-

nascidos prematuros e a termo.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar as lactantes e os recém-nascidos envolvidos no estudo, com

base em variaveis maternas, obstétricas e do neonato;

= Verificar a concentracdo de retinol sérico em parturientes e seus recém-
nascidos prematuros e a termo, por meio da analise do soro materno e do
soro do cordao umbilical;

= Determinar a concentracao de retinol no leite materno de mulheres com parto
pré-termo e a termo;

= Comparar as variaveis analisadas (retinol no soro de cordao umbilical, soro
materno e leite colostro) entre os grupos a termo e pré-termo;

» Verificar a adequacédo do leite nas suas diferentes fases as recomendacdes

de ingestéo de vitamina A para lactentes.
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. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL DE LABORATORIO

Seringas hipodérmicas de 5 mL;

Agulhas hipodérmicas 25 x 0,70 mm,;

Pipetas descartaveis de 5 mL,;

Luvas de procedimento tamanho P e M;

Algodéo;

Caixas térmicas 5 litros;

Bolsas térmicas 7,5 litros;

Gelos reutilizaveis 500 mL e 1000 mL GeloTech® (Pinhais, Brasil);

Tubos de centrifugacdo em polipropileno 15mL fundo cénico com tampa de
rosca e graduado Plast Bio® (Curitiba, Brasil);

Tubos de centrifugacdo em polipropileno 5mL fundo plano com tampa de
rosca e graduado Plast Bio® (Curitiba, Brasil);

Padréo de all-trans retinol sintético Sigma® (Saint Louis, EUA);

Alcool etilico 95% Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);

Hidroxido de potéssio lentilhas Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);

Hexano P.A. Merk®, (Sao Paulo, Brasil);

Alcool etilico absoluto grau HPLC Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil);

Alcool metilico grau HPLC J.T. Baker®, VWR International (Radnor, EUA).
Balanca de precisdo Mod. AY220 Shimadzu Corporation® (Quioto, Japao);
Balanca semi-analitica 300g Mod. JA3003N Bioprecisa® (Curitiba, Brasil);
Banho Maria microprocessador Mod.Q215M2 QUIMIS®. (Diadema, Brasil);
Agitador de tubos Mod. LSM56-1 I-AZC (2006) LOGEN Scientific® (Sao Paulo,
Brasil);

Capela de exaustdo QUIMIS® (Diadema, Brasil);

Centrifuga 20 x 15 mL Excelsa Il Mod.206 BL FANEM® (S&o Paulo, Brasil);
Destilador de dgua Mod. Q341.25 QUIMIS® (Diadema, Brasil);
Espectrofotometro Ultrospec Mod. 2100 pro Amersham Biosciences®
(Pittsburgh, EUA).
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= Cromatégrafo LC-20 AT, com loop injetor de 20 pL, comunicador CBM 20A,
detector SPD-20A UV-VIS e programa LC Solution - Shimadzu Corporation®
(Quioto, Japao).

» Coluna de fase reversa Luna 5u C18(2) 100A 250 mm x 4,6 mm
Phenomenex® (Torrance, EUA).

3.2. CARACTERIZACAO E ETICA DO ESTUDO

Foi um estudo longitudinal observacional do tipo caso-controle, no qual a
amostra foi composta por parturientes voluntarias e seus recém-nascidos pré-termo
e a termo, que receberam atendimento na Maternidade Escola Januério Cicco
(MEJC) (Natal/lRN) e no Hospital Universitario Ana Bezerra (HUAB) (Santa
Cruz/RN).

O estudo obteve anuéncia prévia dos dois hospitais envolvidos e foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Norte
em 20 de novembro de 2013, através do parecer 461.771 (CAAE
19864513.7.0000.5537). As mulheres que aceitaram participar do estudo deram a
sua autorizacdo para coleta de dados maternos e do neonato através da assinatura
dos Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para maiores e menores
de idade, respectivamente (APENDICES A e B).

3.3. CALCULO AMOSTRAL

O tamanho minimo calculado da amostra foi de 68 participantes, sendo 34
participantes pré-termo e 34 do grupo a termo. O calculo foi realizado utilizando o
pacote estatistico G*Power V.3.1.7 (FAUL et al., 2007), considerando a aplicagédo do
teste t bicaudal, conforme a proposta do estudo, e 0s seguintes parametros: valor
alfa igual a 5%, poder esperado em 80% e o valor da medida de efeito igual a 0,7.

Para analise longitudinal do retinol no leite ao longo das fases de lactacéo,
com base em dois parametros fixos (alfa = 0,05 e poder = 0,8) e para um efeito
esperado de 0,25 a amostra minima necessaria era de 28 casos, considerando 3

medidas e a aplicacéo do teste de Analise de variancia (FAUL et al., 2007).
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3.4. CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram convidadas a patrticipar do estudo mulheres com idade entre 18 e 40
anos; sem doencas do trato gastrointestinal, hepaticas, neuroldgicas ou infecciosas,
sifilis, HIV positivo, cardiopatias e neoplasias; que deram a luz a concepto Unico sem
ma-formacao; ndo consumiram alcool, tabaco ou medicamentos corticosteroides na
gestacao; e nao utilizaram suplementos contendo vitamina A durante a gravidez e no
pos-parto imediato (durante o periodo das coletas).

Parturientes e seus recém-nascidos com idade gestacional igual ou superior a
37 semanas foram alocados no grupo termo (GT), enquanto mulheres e seus bebés
gue nasceram com menos de 37 semanas de gestacao fizeram parte do grupo pré-
termo (GPT).

3.5. COLETA DE DADOS E PREPARO DAS AMOSTRAS

As mulheres foram arroladas para o estudo entre novembro de 2013 e
fevereiro de 2015.

A coleta de sangue do cordao umbilical foi realizada pelas equipes das salas
de parto dos hospitais. Para essa coleta, logo apdés o nascimento o cordao foi
pincado o mais proximo possivel ao recém-nascido. Depois de seccionado, foi
mantida uma pin¢a prendendo o fluxo sanguineo do segmento que leva a placenta.
A coleta foi realizada com a placenta ainda in Gtero ou ap0s a sua dequitacdo
(exdtero). Neste ultimo caso, a puncéo do cordéao foi realizada em aproximadamente
2 a 3 minutos apds a suspensdo da placenta, tempo necessario para o
ingurgitamento do corddo (a placenta € suspensa para facilitar a drenagem do
sangue pela forca da gravidade). O corddo foi puncionado na parte distal mais
proxima a pinca e foram coletados aproximadamente 2 mL de sangue.

As puérperas admitidas nas enfermarias das maternidades cujas amostras de
sangue do cordao umbilical foram coletadas passaram por uma triagem feita pelos
pesquisadores e aquelas que nao se encaixaram nos critérios do estudo foram
excluidas, sendo feito o descarte seguro das amostras de sangue. As demais foram
esclarecidas sobre a pesquisa e, ap0s assinatura dos TCLE, deu-se seguimento a

coleta de dados.
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Através de um formulario padronizado (APENDICE C), foram obtidas
informacdes socioeconémicas, dados do pré-natal, do parto e do neonato, como
idade gestacional e antropometria. A idade gestacional (IG) do recém-nascido,
expressa em semanas, foi obtida a partir da data da ultima menstruacdo, quando
considerada informacdo segura ou, na auséncia dessa informacao, por dados de
ultrassonografias; e confirmada no prontuario do bebé apds o parto, quando é
realizado o célculo da IG através do método de Capurro (CAPURRO et al., 1978).

Foram colhidos 5 mL de sangue da mae ap0s o parto, por puncao venosa, 0
que foi feito por um profissional habilitado, técnico em enfermagem participante do
projeto ou funcionario da maternidade.

Também foram coletados 2 mL de leite colostro, até 72 horas apds o parto.
Entre o 7° e 0 15° dias pds-parto (dpp), foram coletados 2 mL de leite de transicéo e
entre 0 30° e 0 55° dpp, 2 mL de leite maduro.

As coletas de leite de transicdo e maduro foram realizadas apenas com as
parturientes pré-termo, uma vez que 0 grupo a termo recebeu alta em média 48
horas apés o parto e, em virtude de seus recém-nascidos ndo serem de risco, as
consultas no puerpério eram realizadas na atencéo basica de outros locais. Assim,
por questbes éticas, essas mulheres receberam uma megadose de vitamina A —
200.000 Ul (60 mg) de palmitato de retinila — preconizada pelo Ministério da Saude
do Brasil (BRASIL, 2005) antes da alta hospitalar, inviabilizando as coletas
posteriores.

No GPT, muitas mulheres ficaram na maternidade no periodo de coletas (em
razdo da permanéncia dos recém-nascidos em UTI neonatal). Outras, mesmo
recebendo alta, ficaram com consultas marcadas no ambulatério do hospital para
acompanhamento dos seus bebés prematuros e, portanto, a suplementacdo de
vitamina A recomendada pelo programa governamental podia ser feita
posteriormente, desde que estivesse dentro periodo poés-parto seguro para

suplementacao (auséncia de possibilidade de gravidez) (Figura 7).
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Figura 7 - Fluxograma de coleta de amostras biolégicas dos grupos termo e pré-termo.
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O leite foi ordenhado manualmente de mama ndo sugada previamente, e as
primeiras gotas foram desprezadas, para evitar variagcdes nos teores de gordura e
retinol. Todas as coletas foram feitas com as mulheres em jejum e as amostras
colocadas em tubos de polipropileno protegidos da luz e devidamente identificados
com o cédigo de cada parturiente.

As amostras de sangue coletadas no HUAB foram levadas para o Laboratorio
de Andlises Clinicas do hospital e centrifugadas (500 x g) durante 10 minutos para
separacao do soro. Este foi armazenado a -20°C e posteriormente transportado sob
refrigeracao para o Laboratério de Alimentos e Bioquimica da Nutricdo (LABAN) do
Departamento de Bioquimica da UFRN, onde 1 mL foi utilizado para analise do
retinol.

As amostras de sangue colhidas na MEJC foram transportadas em
temperatura de refrigeracao para o LABAN e passaram pelo mesmo processo para
remocao do soro, que foi armazenado a -20°C até o momento das analises.

O leite materno foi submetido a agitacdo e separacédo de 500 uL (colostro) ou
1 mL (leites de transicdo e maduro) para determinacdo do retinol, sendo também
armazenado a -20°C até as analises. O volume restante de soro e leite foi

armazenado como reserva até o final do estudo.

3.6. ANALISE DO RETINOL

3.6.1. Extracdo de retinol do leite

O retinol foi extraido das amostras de leite seguindo uma adaptacdo do
método de Giuliano et al. (1992), conforme descrito a seguir: a uma aliquota de leite
foi acrescentado igual volume de alcool etilico a 95% e o tubo foi agitado para que
houvesse desnaturacdo e precipitacdo proteica. Em seguida, foi adicionado igual
volume de hidroxido de potassio (KOH) a 50% v/v para a etapa de hidrolise alcalina
dos ésteres de retinol. A amostra foi agitada por e mantida em banho-maria a 60°C
durante 1 hora, sob agitacdo. Finalizada esta etapa, foram adicionados 2 mL de
hexano para extracdo do retinol. ApGs a adi¢cdo do reagente, a amostra foi agitada e
centrifugada (500 x g), sendo a camada hexanica removida para um segundo tubo.

Este processo foi realizado trés vezes, totalizando 6 mL de fase hexanica extraida,
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dos quais 3 mL foram evaporados em banho-maria a 37°C. No momento da analise,
0 extrato seco foi dissolvido em 250 uL de etanol absoluto e 20 pL foram aplicados

no aparelho de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (Figura 8).

X mL de leite + X mL de etanol 95%

Agitacdo por 1’

+ X mL de KOH 50%

Hidrdlise
alcalina
(saponificag3o) Agitacdo por 1’, banho-maria a 602C por
: 60’, com agitacdo a cada 10’
gu—
+ 2 mL de hexano
3IX - Agitagdo por 1’, centrifugagdo por 10’
Retirada do extrato hexénico

—

Agitacdo do extrato total

Evaporacédo de 3 mL do extrato em banho-maria a 37°C

v

Dissolugéo do extrato seco em 250 pL de etanol absoluto

. 4

Andlise em CLAE

Figura 8 - Esquema da extragao de retinol das amostras de leite materno.
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3.6.2. Extracé&o de retinol do soro

O retinol foi extraido das amostras de soro de forma semelhante, de acordo
com adaptacdo do método de Ortega et al. (1998): a uma aliquota de 1 mL de soro,
foi adicionado 1 mL de etanol a 95% para precipitacao das proteinas. Apos agitacao,
foi feita a extracdo com 6 mL de hexano e evaporacdo de 3 mL do extrato em
banho-maria a 37° C. No momento da analise, o extrato seco foi dissolvido em 250

ML de etanol absoluto e 20 pL aplicados no aparelho de CLAE (Figura 9).

1 mL de soro + 1 mL de etanol 95%
Agitacgdo por 1’
+ 2 mL de hexano

I = Agitacdo por 1’, centrifugac¢do por 10’
v

— Retirada do extrato hexanico

Agitacdo do extrato total

A 4

Evaporacéo de 3 mL do extrato em banho-maria a 37°C

\ 4

Dissolugéo do extrato seco em 250 pL de etanol absoluto

A 4

Andlise em CLAE

Figura 9 - Esquema da extragdo de retinol das amostras de soro materno e do

cordao umbilical.
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3.6.3. Condi¢des cromatograficas

As concentracdes de retinol das amostras de soro e leite foram determinadas
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, com comprimento de onda de 325 nm.
A eluicéo foi isocratica, com fase mével de metanol 100% a um fluxo de 1 mL/min.

Uma solugéo padrao de retinol com concentragao confirmada pelo coeficiente
de extincdo especifico em etanol absoluto, € 1%, 1 cm = 1780 (MILNE; BOTNEN,
1986) foi aplicada previamente a todas as analises. A identificacdo e quantificacdo
do retinol nas amostras foram estabelecidas por comparagcdo das areas dos picos

obtidos nos cromatogramas com a area do padréo (Figura 10).
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Figura 10 - Perfil cromatografico do retinol em CLAE, com tempo de retengéo de 5,0
minutos. (A) Pico do padrédo de referéncia para retinol. (B) Pico de elui¢do de retinol
em uma amostra de soro materno. (C) Pico de eluigédo de retinol em uma amostra de

leite materno.

Fonte: Programa LC Solution, Shimadzu Corporation®. Adaptado pelo autor
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3.6.4. Linearidade, preciséo e exatiddo do método

A linearidade do método foi examinada através da construcdo de uma curva
de calibracdo, utilizando padrdo de retinol sintético diluido em diferentes
concentragdes: 3,2 ng/20uL; 6,4 ng/20uL; 12,8 ng/20uL; 25,5 ng/20uL; 51 ng/20uL e
102 ng/20uL. A equagédo da reta foi obtida por regressao linear (concentracdo do
padréo de retinol versus area correspondente), sendo R?=0,9998 (Figura 11).

1.100.000 -~
1.000.000 -~

900.000 - y = 10168x + 1651,8
800.000 4 R2 = 10,9998

700.000 -
600.000 -

Area do pico

500.000 -
400.000 -
300.000 -
200.000 -
100.000 -

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Concentracédo (ng/20ul)

Figura 11 - Curva de calibracdo e equacéo da reta obtida através da aplicacdo em

CLAE de diferentes concentracdes do padréo de retinol.

Fonte: Elaborado pelo autor

A precisao foi analisada a partir do teste de repetitividade, tendo sido extraida
uma mesma amostra em trés dias alternados. O coeficiente de variacdo obtido foi
abaixo de 4%.

A exatiddo do método foi verificada por meio do teste de recuperacgédo: foram
analisados trés grupos de amostras: G1 (apenas leite), G2 (leite e padrao de retinol

de concentracdo conhecida), G3 (agua e padrdo de retinol de concentragédo
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conhecida). As amostras foram extraidas em triplicata e aplicadas em CLAE, e a
porcentagem de recuperagao do retinol foi de 98%, demonstrando uma extragao

eficaz.

3.7. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando o software estatistico SPSS (versao
22.0 para Windows, SPSS Inc, Chicago, EUA). As concentracdes de retinol nas
amostras sdo apresentadas como média aritmética + desvio-padrdo e foram
submetidas ao teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade da distribuicdo,
qgue foi considerada normal se p>0,05. Para verificar a homogeneidade entre as
variancias dos grupos foi feito o teste de homogeneidade da variancia Levene.

As diferencas entre os grupos no que diz respeito as variaveis categoricas
relacionadas as caracteristicas maternas, do parto e dos neonatos foram testadas
por meio do teste qui-quadrado.

As diferencgas entre 0s grupos para as variaveis numeéricas que apresentaram
distribuicdo normal foram verificadas utilizando o teste t de Student para amostras
independentes.

Para verificar diferencas entre os grupos para as variaveis numericas com
distribuicdo assimétrica, foi utilizado o teste ndo paramétrico Mann-Whitney.

Para verificar a variagcdo do contetudo de retinol entre as fases de lactacao
(leite colostro, de transicdo e maduro) foi utilizado o teste de Analise de variancia
(ANOVA) para medidas repetidas. Para examinar diferencas significativas entre
essas médias par a par, foi utilizado o teste Post Hoc Bonferroni.

Os resultados foram considerados significativos quando p < 0,05.

3.8. VALORES DE REFERENCIA

Foram considerados prematuros aqueles recém-nascidos com idade
gestacional menor que 37 semanas de gestacdo (KILSZTAJN et al.,, 2003). A
classificacdo do nivel de prematuridade foi feita segundo a Organizacdo Mundial da

Saude, dividindo-se o nascimento pré-termo em trés subcategorias, de acordo com
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as semanas de idade gestacional: extremamente pré-termo (< 28 semanas), muito
pré-termo (de 28 a < 32 semanas) e pré-termo moderado a tardio (de 32 a <37
semanas) (WHO, 2012).

O ponto de corte utilizado para identificacdo de deficiéncia de vitamina A no
soro das lactantes e recém-nascidos foi de 20,0 pg/dL (MACTIER; WEAVER, 2005).
No leite maduro, niveis de retinol maiores do que 30 pg/dL foram considerados
adequados (WEST, 2002).

A recomendacao de ingestdo de vitamina A considerada para os lactentes foi
a Al proposta pelo Institute of Medicine (2001) (400 ug/dia).

Para o célculo do fornecimento de vitamina A pelo leite, foi utilizada a
estimativa de 500 mL como sendo o consumo médio diario de leite por recém-
nascidos a termo na primeira semana de vida (ROSS, HARVEY, 2003). Para recém-
nascidos pré-termo, foram considerados o0s volumes de 254 mL/dia na primeira
semana (BAUER; GERSS, 2011) e 552 mL/dia no primeiro més pds-parto (SOUZA
et al., 2015).
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Fizeram parte do estudo 182 mulheres com idade média de 26 anos, sendo

118 do GPT e 64 do GT. Verificou-se que as parturientes pré-termo possuiam um

maior grau de escolaridade e renda familiar mais alta, em comparagcdo as méaes a

termo (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas de parturientes a termo e pré-termo atendidas em duas

maternidades publicas do Rio Grande do Norte, Brasil, 2014.

Caracteristica

Termo
Idade (anos) 25,1 £ 6,6 (n=63)
Escolaridade n=60
0 a 8 anos 20 (33%)
9 allanos 40 (67%)
>11 anos 0 (0%)
Renda familiar n=62
< 1 salario minimo 39 (63%)
1 a 3 salarios minimos 22 (35%)
>3 salarios minimos 1 (2%)
N° de moradores na casa n=61
< 4 pessoas 44 (72%)
> 4 pessoas 17 (28%)
Paridade n=55
Primipara 16 (29%)
Multipara (= 2 filhos bioldgicos) 39 (71%)
Estado nutricional gestacional® n=60
Baixo peso 8 (13%)
Normal 20 (33%)
Sobrepeso 21 (35%)
Obesidade 11 (19%)

Pré-termo
26,1+6,5(n=113)

n=112
27 (24%)
75 (67%)
10 (9%)
n=112
43 (38%)
57 (51%)
12 (11%)
n=112
78 (70%)
34 (30%)
n=90
52 (58%)
38 (42%)
n=100
15 (15%)
32 (32%)
25 (25%)
28 (28%)

0,25°
0,02°

0,01°

0,87°

0,00°

0,42°

@Teste U de Mann-Whitney. Diferencas consideradas significativas se p<0,05.
®Teste qui-quadrado. Diferencas consideradas significativas se p<0,05.

¢ ATALAH; CASTILLO; CASTRO, 1997.
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Para a variavel paridade, foi encontrado um maior percentual de
primiparidade entre as maes de prematuros, ou seja, a maioria (58%) acabara de
conceber o primeiro filho; enquanto no GT 71% eram multiparas (Tabela 1). As
categorias das Vvariaveis escolaridade, renda e paridade, entretanto, n&o
apresentaram diferencas entre si, no que diz respeito as concentracdes de retinol no
soro do corddo umbilical, soro materno e leite materno (p>0,05, dados n&o
apresentados).

A andlise do estado nutricional gestacional mostra uma porcentagem alta de
peso inadequado (baixo peso, sobrepeso e obesidade), alcangando quase 70% em
ambos os grupos (Tabela 1).

As idades gestacionais médias dos GPT e GT foram 33,5 (24,0 a 36,0) e 40,0
(37,0 a 42,0) semanas, respectivamente (p=0,00). Entre os prematuros, 5% (n=6)
eram extremamente pré-termo (< 28 semanas), 15% (n=18) muito pré-termo (28 a <
32 semanas) e 80% (n=94) pré-termo moderado a tardio (32 a <37 semanas)
(Tabela 2).

A via de parto predominante no GPT foi a ceséarea e os recém-nascidos desse
grupo tinham, em média, 43 centimetros e 2049 gramas ao nascer, sendo a maioria
classificados como de baixo peso (< 2500 g). No GT, por sua vez, a via de parto
predominante foi a vaginal, o comprimento médio foi 49 centimetros e o peso médio
foi 3331 gramas ao nascimento, com a maioria dos neonatos (93%) apresentando

peso adequado ao nascimento (Tabela 2).
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Tabela 2 - Caracteristicas de recém-nascidos a termo e pré-termo nascidos em duas
maternidades publicas do Rio Grande do Norte, Brasil, 2014.

Caracteristica Grupo
Termo Pré-termo p

Idade gestacional (semanas) 40,0 + 1,3% (n=64) 33,5+ 2,7% (n=118) 0,00"
Tipo de parto n=60 n=114 0,00°
Normal 46 (77%) 49 (43%)

Cesarea 14 (23%) 65 (57%)

Sexo do recém-nascido n=50 n=112 0,17°
Masculino 29 (58%) 52 (46%)

Feminino 21 (42%) 60 (54%)

Comprimento ao nascer (cm) 49,2 +1,9% (n=59) 43,0 + 4,9% (n=101) 0,00°
Peso ao nascer (g) 3331 +£582% (n=60) 2049 + 667° (n=112) 0,00°
Estado nutricional ao nascer® n=48 n=112 0,00°
Muito baixo peso (<1500 g) 0 (0%) 20 (18%)

Baixo peso (1500-2500 g) 0 (0%) 66 (59%)

Adequado (2500-4000 g) 44 (92%) 26 (23%)

Macrossomia (>4000 g) 4 (8%) 0 (0%)

4 Média + DP

® Teste t de Student para amostras independentes. Diferenca significativa se p<0,05.
‘ Teste qui-quadrado. Diferencas consideradas significativas se p<0,05.
¢ UNICEF, 2004

Os valores mostram que a concentracdo sérica materna de retinol foi
significativamente maior no grupo pré-termo (p<0,01). Analisando os dados
individualmente, foi visto que apenas uma parturiente deste grupo (1%) possuia
concentracfes indicativas de deficiéncia sérica, enquanto no grupo a termo essa
porcentagem foi maior, com 8% das mulheres (n=5) apresentando valores de retinol
no soro abaixo de 20 pg/dL (Tabela 3).

No soro do cordao umbilical, embora a média de retinol tenha sido menor nos
prematuros, esta ndo diferiu estatisticamente dos recém-nascidos a termo (p>0,05).
Quanto a porcentagem de inadequacdo, 43% (n=19) dos recém-nascidos tinham
concentracdes abaixo de 20 pg/dL no GPT, e 36% (n=23) no GT (Tabela 3).
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Tabela 3 - Concentragdo de retinol (ug/dL) no soro do corddo umbilical e soro
materno de parturientes a termo e pré-termo assistidas em duas maternidades

publicas do Rio Grande do Norte, Brasil, 2014.
Retinol (ug/dL)?

Termo (n) <20 pg/dL Pré-termo (n) <20 pg/dL P
Soro do cord&o 23,2+ 7,6 (64) 36% 20,4 + 7,4 (44) 43% 0,06"
Soro materno 42,8 + 16,3 (64) 8% 48,6 + 12,3 (106) 1% 0,00°

% Média + DP
® Teste t de Student para amostras independentes. Diferenca significativa se p<0,05.
Teste U de Mann-Whitney. Diferenca significativa se p<0,05.

No leite colostro, as mulheres que deram a luz a criancas prematuras
apresentaram quantidade de retinol de 100,8 + 49,0 pug/dL (n=106), e no grupo termo
a concentracéo foi de 127,5 + 65,1 pg/dL (n=64) (p=0,02) (Figura 12).

300
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Figura 12 - Concentragao de retinol (pg/dL) no leite colostro de parturientes a termo
e pré-termo assistidas em duas maternidades publicas do Rio Grande do Norte,

Brasil, 2014.

* Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05). Teste U de Mann-Whitney.
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Ao longo das fases de lactacdo do grupo pré-termo, a concentracdo media da
vitamina foi maior na fase de transicao (112,5 + 49,7 pg/dL; n=68) e menor no leite
maduro (57,2 + 23,4 ug/dL; n=46).

Foram encontradas diferencas significativas entre as médias de retinol das
diferentes fases do leite de mulheres pré-termo, através do teste de Andlise de
Variancia para medidas repetidas (p<0,001) e do teste Post Hoc Bonferroni (p<0,05)
(Figura 13).
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Figura 13 — Concentracao de retinol (ug/dL) nos leites colostro (n=106), de transi¢ao
(n=68) e maduro (n=46) de parturientes pré-termo.

ab.c Diferencgas estatisticamente significativas: p<0,05. Analise de Variancia para medidas repetidas,

Post Hoc Bonferroni.

Considerando os valores supracitados, o leite colostro do GT atingiu a
recomendacdo de ingestdo de vitamina A, fornecendo em média 638 pg/dia. No
GPT, entretanto, em nenhuma das fases o leite atingiu a recomendacdo, embora o
fornecimento calculado tenha aumentado ao longo dessas fases (256 pg/dia, 286
ug/dia e 316 pg/dia nas fases de colostro, leite de transicdo e leite maduro,

respectivamente) (Figura 14).
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Figura 14 - Fornecimento de retinol (ug/dia) pelos leites colostro (n=106), de
transicdo (n=68) e maduro (n=46) de parturientes pré-termo e comparacdo a

recomendacao de vitamina A para lactentes, segundo o Institute of Medicine (2001).

Em relagcdo ao ponto de corte considerado para retinol no leite maduro no
grupo pré-termo, 9% das mulheres (n=4) tinham concentracbes consideradas
inadequadas nessa fase (<30 pg/dL).

Houve uma correlacdo positiva entre as concentracdes de retinol no soro
materno e do cordao umbilical em ambos os grupos, sendo de grau forte no GT e
moderado no GPT (Figura 16) (COHEN et al.,, 1988). O leite materno ndo se
correlacionou com o soro materno nem com o soro do corddao umbilical (p>0,05,

dados nao apresentados).
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Figura 15 — Diagramas de dispersao mostrando as correlagdes entre os niveis de

retinol no soro materno e do corddo umbilical (pg/dL) dos grupos termo, n=64 (A) e

pré-termo, n=32 (B).

Teste de correlacdo r de Pearson. Resultados significativos se p < 0,05. Forca da correlagdo: 0.10 <r
< 0.29 (fraca); 0.30 <r < 0.49 (moderada); 0.50 < r < 1.00 (forte) (COHEN, 1988).
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5. DISCUSSAO

Segundo uma pesquisa recente do Fundo das Nag¢bes Unidas para a Infancia
(UNICEF) sobre fatores de risco para prematuridade, a escolaridade materna
associa-se positivamente aos nascimentos pré-termo, ou seja, maior numero de
nascimentos prematuros é verificado em grupos com maior escolaridade, como visto
neste trabalho. H4, ainda, um maior risco de nascimento prematuro em gestantes
primiparas, o que é condizente com os achados deste estudo (VICTORA, 2013).

Mais de 80% dos nascimentos prematuros no mundo ocorrem entre 32 e 37
semanas de gestacdo (WHO, 2012). Refletindo esse dado, 80% dos neonatos pré-
termo que fizeram parte deste estudo estavam nessa fase da gestagcédo (nascimento
pré-termo moderado a tardio). Além disso, 77% dos recém-nascidos tinham peso ao
nascer abaixo de 2500 g, considerado baixo peso, que € uma das consequéncias da
prematuridade e contribui direta ou indiretamente para a maior parte das mortes
neonatais (WHO, 2006).

Essencial para a sobrevida desses recém-nascidos é o adequado suprimento
de vitamina A e a principal forma de suprir 0s lactentes com essa vitamina na
auséncia de suplementacéo é o aleitamento materno. Portanto, o adequado estado
nutricional da mae é fator essencial para manter niveis satisfatérios do nutriente no
leite (OMS, 2013a).

Neste estudo, observou-se que ambos 0s grupos de mulheres apresentavam
média de retinol sérico acima do ponto de corte indicativo de deficiéncia (20 pg/dL).
Pesquisas realizadas no Nordeste do Brasil que avaliaram o retinol no soro materno
obtiveram concentracdes semelhantes as observadas neste trabalho (RIBEIRO et
al., 2010; DANTAS et al., 2011; LIRA et al, 2011; CARMINA et al, 2013;
FERNANDES et al., 2014). Gazala et al. (2003) em Israel, Ramalho et al. (2006) e
Gomes et al. (2009) no Rio de Janeiro e Orhon et al. (2009) na Turquia também
encontraram valores semelhantes.

Ao comparar 0S grupos prematuro e a termo, entretanto, a concentracédo
sérica materna da vitamina foi significativamente maior no primeiro. Analisando os
dados individualmente, foi visto que apenas 1% das mulheres possuia

concentragbes indicativas de deficiéncia no GPT, enquanto no GT essa
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porcentagem foi maior, com 8% das puérperas apresentando valores de retinol no
soro abaixo de 20 pg/dL.

Alguns autores observaram maiores concentracdes plasmaticas de retinol em
mulheres no segundo trimestre gestacional, em relacdo as que estavam no ultimo
trimestre, indicando uma possivel tendéncia ao decréscimo do retinol sérico a
medida que a gestacao se prolonga (AYAH et al.,2007, HORTON et al., 2013).

Em uma pesquisa na Etiopia, observou-se uma associacdo negativa entre o
terceiro trimestre gestacional e o status de vitamina A materno, sendo a média de
retinol sérico nesse periodo gestacional menor em relagcdo aos dois trimestres
anteriores, aparentemente devido a efeitos da hemodiluicdo que ocorre em
gestantes. Esses autores verificaram uma reducdo de 22% na concentracao sérica
de retinol no terceiro trimestre e, por isso, sugerem a existéncia de pontos de corte
especificos por trimestre para definicho da deficiéncia de vitamina
(GEBRESELASSIE et al., 2013).

A hemodiluicdo ocorre devido ao aumento do volume plasmatico na gestacao,
gue € necessario para suprir a demanda do sistema vascular do utero aumentado;
para proteger méae e feto dos efeitos da queda do débito cardiaco quando a mulher
esta na posicdo supina, que € mais acentuado no ultimo trimestre; e também para
evitar efeitos adversos para a mae decorrentes das perdas sanguineas no parto e
puerpério (SOUZA; FILHO; FERREIRA, 2002).

O volume plasmatico aumenta de forma progressiva durante a gestacéao,
iniciando-se na 6% semana, alcancando o pico préximo a 24® semana e
estabilizando-se em torno da 322 ou 342 semana. Considerando o total da gestacao,
ha um aumento de cerca de 50%, variando de uma mulher para outra. H4A uma
correlacdo positiva entre a expansdo desse volume e o nimero de gestacdes e
tamanho do feto, ou seja, multiparas e gestantes de fetos maiores apresentam
incremento maior do volume plasmatico em comparacao a primiparas e gestantes
com fetos pequenos. Portanto, a hemodiluicAo pode ser menos significativa em
parturientes pré-termo, uma vez que 0S Seus recém-nascidos apresentam menor
peso e a primiparidade é mais presente nesse grupo (SOUZA; FILHO; FERREIRA,
2002).

Outra hipotese para as maes de recém-nascidos pré-termo apresentarem
mais retinol no soro é que isso ocorra devido a uma menor transferéncia placentaria

de retinol no grupo pré-termo, uma vez que essa vitamina se acumula no feto
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principalmente no terceiro trimestre gestacional (BAYDAS et al., 2002), podendo
levar a uma reducdo dos niveis séricos maternos no final da gestacao.

Contudo, estudos na Turquia, no Brasil e na Alemanha ndo encontraram
diferencas significativas nos niveis de retinol sérico entre mulheres que deram a luz
a recém-nascidos a termo e pré-termo (BAYDAS et al.,, 2002, LIRA et al., 2011,
WEBER et al.,, 2014). J4& um estudo indiano observou valores significativamente
maiores no soro de maes a termo, em comparacao com aquelas com menos de 37
semanas de gestacao (p<0,001) (AGARWAL et al, 2008).

Apesar dos niveis séricos maternos maiores em parturientes que deram a luz
a recém-nascidos pré-termo, no soro dos recém-nascidos ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre as médias dos dois grupos. Entretanto,
analisando as concentracfes séricas no corddo umbilical individualmente, foi
verificado que no GPT havia uma maior porcentagem de recém-nascidos com
valores séricos indicativos de deficiéncia (43%), em relagdo ao GT (36%).
Resultados semelhantes foram observados por Chinyanga et al. (2005).

Adhikari et al. (2011) encontraram niveis de retinol plasmatico no cordao de
recém-nascidos pré-termo (16,41 pg/dL; n=92) significativamente menores que no
de neonatos a termo (19,12 ug/dL; n=62) (p < 0,001). Os autores sugerem que a
quantidade reduzida de RBPII encontrada em prematuros pode ser a razdo dos
menores niveis de vitamina A observados.

Agarwal et al. (2008) verificaram valores maiores de vitamina A plasmatica no
corddo umbilical com o aumento da idade gestacional, concluindo que a
prematuridade esta associada a baixos niveis neonatais da vitamina. Outros autores
obtiveram resultados semelhantes, com concentracdes significativamente maiores
de retinol sérico nos bebés a termo, em comparacdo aos pré-termo (p < 0,05)
(BAYDAS et al., 2002; HENRIKSEN et al., 2006).

Foi evidenciada uma correlacdo positiva entre as concentracdes de retinol do
soro do corddo umbilical e materno em ambos 0s grupos, o que também foi visto por
outros autores (CHINYANGA et al., 2005; AGARWAL et al., 2008). Entretanto, a
correlacdo foi mais forte entre o soro de cordao e o retinol materno no GT (r=0,60).
Tal condicdo pode estar relacionada ao fato de que nos prematuros o soro do
corddo umbilical apresentou 2,4 vezes menos retinol, em relagédo ao soro materno,

enquanto no grupo a termo a concentracdo sérica nos neonatos foi 1,8 vezes mais
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baixa que as das maes. Esses dados demonstram que na prematuridade a diferenca
entre os niveis séricos de retinol maternos e do neonato sdo maiores.

De acordo com Mactier e Weaver (2005), os recém-nascidos a termo
recebem maiores quantidades de vitamina A durante a gestacédo e o leite humano
contém vitamina A suficiente para manter o seu crescimento e desenvolvimento
normais durante os seis primeiros meses de vida; no entanto, os recém-nascidos
prematuros possuem estoques corporais inadequados da vitamina. Em adicdo, o
neonato prematuro possui sistemas antioxidantes mais imaturos e é mais exposto ao
estresse oxidativo do que criangcas a termo, podendo implicar na deficiéncia de
vitamina A neste grupo (BUONOCORE et al., 2002; PERRONE et al., 2007). Diante
disso, uma concentracdo adequada desse micronutriente no leite materno é
essencial para atender as necessidades do neonato e para formacdo de suas
reservas hepaticas de vitamina A (AKOHOUE; GREEN, GREEN, 2005; AZEREDO;
TRUGO, 2008).

No colostro, foi observada uma diferenca significativa de retinol entre
lactantes a termo e pré-termo (p=0,02), o que também foi encontrado por Dimenstein
et al. (2010) e Melo et al. (2004) ao comparar o leite coletado nos primeiros dias pos-
parto entre esses dois grupos.

Neste estudo, o leite colostro ofertado do GT foi capaz de suprir as
necessidades nutricionais dos lactentes, considerando o consumo de 500 mL/dia
nesse periodo. Entretanto, no GPT as concentracdes de retinol no leite em todas as
fases de lactacdo estavam abaixo da necesséaria para alcancar a ingestédo
recomendada de vitamina A, em razao do menor consumo de leite considerado.

Vale salientar que o consumo médio de leite varia entre os recém-nascidos
nos primeiros dias pés-parto, principalmente de prematuros, uma vez que muitos
nao apresentam boa succéo e degluticdo, entre outros complicadores (RIOS, 2007).
Assim, as quantidades de vitamina A ingeridas sao igualmente variaveis.

A partir da analise longitudinal do leite materno do grupo prematuro, foi
observado que a concentracdo da vitamina no leite de transicdo pré-termo mostrou
uma quantidade de retinol maior que a obtida em parturientes a termo na mesma
fase de secrecdo lactea de outros estudos (MACIAS; SCHWEIGERT, 2001,
SAKURAI et al., 2005). Entretanto, Vaisman, Mogilner e Sklan (1985) relataram
maiores concentracdes de retinol no leite de transicdo de lactantes a termo, em

relacdo a um grupo pré-termo.
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Destaca-se que no presente estudo foi observado um aumento na
concentracdo de retinol na fase de transicdo do leite de prematuros, sendo
significativamente maior se comparado ao colostro do mesmo grupo. No leite de
parturientes a termo, esse aumento nao é relatado na literatura, pois a tendéncia é a
reducdo desse micronutriente no decorrer da lactagdo (MACIAS; SCHWEIGERT,
2001; SAKURAI et al.,, 2005; CAMPOS; PAIXAO; FERRAZ, 2007; EZAKI et al.,
2008; FUJITA et al., 2011).

Thomas et al. (1981), utilizando método colorimétrico, e Chappell, Francis e
Clandinin (1985) também observaram um aumento na concentracdo de retinol no
leite de transicdo secretado por mulheres com parto prematuro, ao contrario do
grupo a termo, no qual a concentracdo foi maior no colostro. Esses resultados
evidenciam um possivel ajuste fisiolégico do leite materno as maiores necessidades
de retinol dos neonatos que nascem prematuramente. Os autores sugerem que iSsSoO
pode ser decorrente de um maior estimulo para liberagcdo dos estoques hepéticos
maternos e transporte para a glandula mamaria pela RBP e destacam que isso é
vantajoso para esses recém-nascidos, cujo estoque hepatico de vitamina A é baixo.
Essa condicdo torna-se especialmente relevante ao se considerar a nutricdo do
recém-nascido prematuro que, por algum motivo, ndo tem acesso ao leite materno.

No leite maduro, o nivel de retinol sofreu uma reducéo significativa em relacao
as fases iniciais, o que é normalmente observado no leite materno, que possui
guantidades menores e mais estaveis de retinol apds a fase de transicdo (MACIAS;
SCHWEIGERT, 2001; EZAKI et al.,, 2008; BEZERRA et al., 2010; SZLAGATYS-
SIDORKIEWICZ et al., 2012). Apesar disso, o fornecimento de vitamina A calculado
aumentou nessa fase, devido ao maior volume de leite ingerido considerado.

Apesar da reducdo da concentracdo de retinol observada no leite maduro, a
meédia neste estudo foi maior que a obtida no leite coletado no 30° dia pos-parto de
mulheres a termo da mesma populacdo (BEZERRA et al., 2010), o que pode indicar
que em maes de prematuros essa reducdo é menos acentuada. Isso foi visto por
Thomas et al. (1981), Chappell, Francis e Clandinin, (1985) e Vaisman, Mogilner e
Sklan (1985), que compararam o leite materno a termo com o0 pré-termo
longitudinalmente. Contudo, Souza et al. (2015) obtiveram quantidades de retinol no
leite maduro coletado cerca de 30 dias apdés o parto de neonatos prematuros

significativamente menores do que no seu grupo a termo.
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As recomendacdes atuais da Organizacdo Mundial da Saude ndo indicam a
suplementacdo com vitamina A para bebés com baixo peso ao nascer (<25009)
alimentados com leite humano, em razdo da falta de evidéncias de beneficios
(WHO, 2011). Assim, destaca-se ainda mais a essencialidade de alimentar esses
neonatos com o leite materno de suas proprias maes, uma vez que essa secrecao
mostrou ter um perfil diferente do leite produzido por lactantes a termo. Além disso, é
importante que o conteudo e vitamina A de suplementos fortificantes e férmulas
lacteas destinados a esses recém-nascidos prevejam as maiores necessidades
desse publico-alvo.

Nesse contexto, é indispensavel também a orientagdo nutricional da mulher
durante o pré-natal e lactacdo para o consumo de alimentos fonte de vitamina A e a
avaliacdo da necessidade do uso de suplementos contendo essa vitamina durante a
gestacdo, uma vez que foi mostrada uma correlacdo positiva entre 0s niveis séricos
maternos e do neonato e, em ambos 0s grupos, houve um alto percentual de
deficiéncia sérica ao nascer.

Sugere-se o desenvolvimento de estudos longitudinais que avaliem os efeitos
da suplementacdo materna com vitamina A no pos-parto em mulheres que deram a
luz prematuramente. E sugerido, ainda, que sejam revistas as diretrizes de
suplementacdo de mulheres no pés-parto imediato e bebés prematuros de baixo
peso com vitamina A, visto que o leite materno ndo alcancou a recomendacédo de

ingestao dietética para esses lactentes.
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CONCLUSOES

As mulheres participantes do estudo tinham em média 26 anos de idade e
aquelas do grupo pré-termo possuiam maior escolaridade e renda e um
menor percentual de multiparidade, em relagcdo ao grupo termo;

Os neonatos prematuros nasceram com 33,5 semanas, em média, enquanto
no grupo termo a idade gestacional média foi de 40,0 semanas. Neste ultimo
grupo, predominou a via de parto normal e o peso e comprimento ao nascer
foram significativamente maiores que no pré-termo;

Parturientes pré-termo apresentaram concentracdes séricas de retinol
maiores, comparadas as do grupo a termo, entretanto, isso néo foi refletido no
retinol sérico dos recém-nascidos, uma vez que 0S prematuros apresentaram
menor concentracao de retinol;

O leite colostro de lactantes pré-termo mostrou uma concentracdo de retinol
significativamente menor que o de lactantes a termo;

Na fase de transicdo, o leite materno de maes de prematuros apresentou um
aumento do conteudo de retinol secretado, podendo contribuir mais para a
formacao das reservas hepaticas de retinol desses recém-nascidos;

Na fase de leite maduro houve uma reducdo importante da concentracéo de
retinol, embora o fornecimento dessa vitamina tenha aumentado devido ao
maior do volume de leite ingerido pelo lactente;

Em nenhuma das fases de secrecdo do leite no grupo pré-termo o
fornecimento de retinol ao recém-nascido atingiu a recomendacdo de

ingestéo de vitamina A para lactentes.
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APENDICE A - TCLE para maiores de idade

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
CENTRO DE BIOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA
POS-GRADUACAO EM BIOQUIMICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE
Para maiores de idade
Esclarecimentos

Este é um convite para vocé participar da pesquisa: Avaliacdo do estado nutricional em
retinol de maes e recém-nascidos a termo e pré-termo, que tem como pesquisador responsavel o
professor Roberto Dimenstein.

Esta pesquisa pretende avaliar o estado nutricional em vitamina A, também chamada de
retinol, de maes e de recém-nascidos a termo (nascidos com 37 semanas ou mais de gestacdo) e
prematuros (nascidos com menos de 37 semanas de gestacdo). Isso seré feito através da dosagem
da vitamina A no sangue da méae, sangue do corddo umbilical e no leite materno.

O motivo que nos leva a fazer este estudo é a importancia da vitamina A para a saude do
recém-nascido, principalmente prematuros, que possuem um risco mais alto de deficiéncia desta
vitamina. Por isso, estudos que avaliem o estado nutricional em vitamina A de maes e recém-
nascidos sao necessarios, para esclarecer se a quantidade dessa vitamina no leite e no sangue da
mae pode ter influéncia sobre a salde do recém-nascido no periodo em que ele € amamentado.

Caso vocé decida participar, vocé deverd responder um questionario com perguntas
socioecondmicas e sobre o seu pré-natal. Essas perguntas serdo feitas no primeiro dia apés o parto,
demorando cerca de 10 minutos. Outras informacgBes, sobre o parto, serdo anotadas do seu
prontuario e do prontuério do bebé. Sete dias e trinta dias depois do parto, vocé ir4 responder outros
questionarios, desta vez sobre sua alimentacdo e alimentacdo do bebé. O peso e comprimento do
seu bebé serdo anotados do prontuario ou medidos por um profissional capacitado. Vocé tem o
direito de se recusar a responder perguntas que lhe causarem constrangimento.

Serédo colhidas amostras do seu leite (2 mL, no 1°, 7° e 30° dia apés o parto), sangue (5 mL,
no 1° dia apos o parto) e sangue do corddo umbilical (2 mL, que foi coletado no momento do parto e
s6 sera utilizado no estudo se vocé permitir). Essas amostras serdo usadas para dosar a vitamina A e
ficardo armazenadas por um ano no Laboratério de Bioquimica dos Alimentos e da Nutri¢éo,
localizado no Centro de Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande do Norte. Apés esse
periodo, as amostras serdo descartadas de modo seguro.

Durante a realizacdo da coleta de sangue, a previsao de riscos € minima, ou seja, 0 risco que
vocé corre é semelhante aguele sentido num exame de rotina, relacionado & contaminac¢do ou dor na
regido afetada. Esse risco e desconforto serdo minimizados, pois a coleta desse material sera
realizada por profissionais treinados, usando materiais de protecdo (mascara, luvas, agulhas e
seringas descartaveis), e vocé terd como beneficio a informacdo da quantidade de vitamina A
presente no seu sangue e leite e no sangue do recém-nascido (corddo umbilical). Além disso,
poderéo ser dadas orientacfes nutricionais sobre sua alimentacdo e do seu bebé.

Em caso de algum problema que vocé possa ter, relacionado com a pesquisa, vocé tera
direito a assisténcia gratuita que sera prestada pela Universidade Federal do Rio Grande do Norte.

Durante todo o periodo da pesquisa vocé poderd tirar suas duvidas ligando para Mayara
Santa Rosa Lima, nos telefones 9101-4034 ou 3215-3416 (ramal 205).

Vocé tem o direito de se recusar a participar ou retirar seu consentimento, em qualquer fase
da pesquisa, sem nenhum prejuizo para vocé.
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Os dados que vocé ira nos fornecer serdo confidenciais e serdo divulgados apenas em
congressos ou publicacBes cientificas, ndo havendo divulgacdo de nenhum dado que possa lhe
identificar.

Esses dados serdo guardados pelo pesquisador responsavel por essa pesquisa em local
seguro e por um periodo de 5 anos.

Se vocé tiver algum gasto pela sua participagdo nessa pesquisa, ele sera assumido pelo
pesquisador e reembolsado para vocé.

Se vocé sofrer algum dano comprovadamente decorrente desta pesquisa, vocé sera
indenizado.

Qualquer divida sobre a ética dessa pesquisa vocé devera ligar para o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Norte, telefone 3215-3135.

Este documento foi impresso em duas vias. Uma ficarA com vocé e a outra com o
pesquisador responsavel Roberto Dimenstein.

Consentimento Livre e Esclarecido

Apés ter sido esclarecido sobre os objetivos, importancia e o modo como os dados serdo
coletados nessa pesquisa, além de conhecer os riscos, desconfortos e beneficios que ela trara para
mim e ter ficado ciente de todos os meus direitos, concordo em participar da pesquisa Avalia¢céo do
estado nutricional em retinol de mées e recém-nascidos a termo e pré-termo, e autorizo a
divulgacdo das informagBes por mim fornecidas em congressos e/ou publica¢des cientificas desde
que nenhum dado possa me identificar.

Natal, de de 201 _.
Assinatura do participante da pesquisa Impress&o
datiloscopica do
participante

Declaragéo do pesquisador responsavel

Como pesquisador responsavel pelo estudo Avaliacdo do estado nutricional em retinol de
maées e recém-nascidos a termo e pré-termo, declaro que assumo a inteira responsabilidade de
cumprir fielmente os procedimentos metodologicamente e direitos que foram esclarecidos e
assegurados ao participante desse estudo, assim como manter sigilo e confidencialidade sobre a
identidade do mesmo.

Declaro ainda estar ciente que na inobservancia do compromisso ora assumido estarei
infringindo as normas e diretrizes propostas pela Resolugédo 466/12 do Conselho Nacional de Saude
— CNS, que regulamenta as pesquisas envolvendo o ser humano.

Natal, de de 201 _.

Roberto Dimenstein
Pesquisador responséavel
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APENDICE B - TCLE para menores de idade

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
CENTRO DE BIOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA
POS-GRADUACAO EM BIOQUIMICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE
Para menores de idade

Esclarecimentos

Estamos solicitando a vocé a autorizacdo para que o menor pelo qual vocé é responséavel
participe da pesquisa: Avaliagdo do estado nutricional em retinol de maes e recém-
nascidos a termo e pré-termo, que tem como pesquisador responsavel o professor Roberto
Dimenstein.

Esta pesquisa pretende avaliar o estado nutricional em vitamina A, também chamada de
retinol, de mées e de recém-nascidos a termo (nascidos com 37 semanas ou mais de gestacdo) e
prematuros (nascidos com menos de 37 semanas de gestacéo). Isso serd feito através da dosagem
da vitamina A no sangue da mée, sangue do cordao umbilical e no leite materno.

O motivo que nos leva a fazer este estudo é a importancia da vitamina A para a saude do
recém-nascido, principalmente prematuros, que possuem um risco mais alto de deficiéncia desta
vitamina. Por isso, estudos que avaliem o estado nutricional em vitamina A de maes e recém-
nascidos sdo necessérios, para esclarecer se a quantidade dessa vitamina no leite e no sangue da
mae pode ter influéncia sobre a salide do recém-nascido no periodo em que ele € amamentado.

Caso vocé decida autorizar, serdo colhidos dados sobre o parto e alimentacdo do recém-
nascido no prontudrio dele. Além disso, serdo usados 2 mL de sangue do corddao umbilical, colhido
durante o parto, para dosar a quantidade de vitamina A, pois esse sangue representa 0 sangue do
bebé no momento do parto.

Durante a realizacdo da coleta de sangue a previsdo de riscos para 0 recém-nascido é
minima, ou seja, o risco que ele corre é semelhante aquele de um exame de rotina, referente a
contaminagdo. Esse risco ser4d minimizado, pois a coleta desse material serd realizada por
profissionais treinados, usando materiais de protecdo (méascara, luvas, agulhas e seringas
descartaveis). Esse estudo trard informagBes importantes para a ciéncia, ao esclarecer sobre o
estado nutricional de maes e recém-nascidos a termo e pré-termo. Além disso, existe o beneficio da
informacdo da quantidade de vitamina A presente no sangue do recém-nascido (corddo umbilical),
além de orientacdes nutricionais sobre amamentacdo. Essas informacgdes serdo dadas a vocé e
beneficiardo a crianca.

Em caso de algum problema que ele possa ter, relacionado com a pesquisa, ele tera direito a
assisténcia gratuita que sera prestada pela Universidade Federal do Rio Grande do Norte.

Durante todo o periodo da pesquisa vocé poderd tirar suas dividas ligando para Mayara
Santa Rosa Lima, nos telefones 9101-4034 ou 3215-3416 (ramal 205).

Vocé tem o direito de recusar sua autorizagdo, em qualquer fase da pesquisa, sem nenhum
prejuizo para vocé e para o recém-nascido.

Os dados sobre ele serdo confidenciais e serdo divulgados apenas em congressos ou
publicacdes cientificas, ndo havendo divulgacdo de nenhum dado que possa identifica-lo.

Esses dados serdo guardados pelo pesquisador responsavel por essa pesquisa em local
seguro e por um periodo de 5 anos.
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Se vocé tiver algum gasto pela participacdo do recém-nascido nessa pesquisa, ele sera
assumido pelo pesquisador e reembolsado para vocé.

Se ele sofrer algum dano comprovadamente decorrente desta pesquisa, ele sera indenizado.

Qualquer divida sobre a ética dessa pesquisa vocé devera ligar para o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Norte, telefone 3215-3135.

Este documento foi impresso em duas vias. Uma ficara& com vocé e a outra com o
pesquisador responsavel Roberto Dimenstein.

Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, , representante legal do menor
, autorizo sua participacdo na pesquisa
Avaliagcdo do estado nutricional em retinol de mées e recém-nascidos a termo e pré-termo.

Esta autorizacdo foi concedida apds os esclarecimentos que recebi sobre os objetivos,
importancia e 0 modo como os dados serdo coletados, por ter entendido os riscos, desconfortos e
beneficios que essa pesquisa pode trazer para ele e também por ter compreendido todos os direitos
que ele tera como participante e eu como seu representante legal.

Autorizo, ainda, a publicacdo das informacgdes fornecidas por ele em congressos e/ou
publicacdes cientificas, desde que os dados apresentados ndo possam identifica-lo.

Natal, de de 201 _.

Assinatura do representante legal

Impresséo
datiloscopica do
participante

Declaragéo do pesquisador responsavel

Como pesquisador responsavel pelo estudo Avaliacdo do estado nutricional em retinol de
mées e recém-nascidos a termo e pré-termo, declaro que assumo a inteira responsabilidade de
cumprir fielmente os procedimentos metodologicamente e direitos que foram esclarecidos e
assegurados ao participante desse estudo, assim como manter sigilo e confidencialidade sobre a
identidade do mesmo.

Declaro ainda estar ciente que na inobservancia do compromisso ora assumido estarei
infringindo as normas e diretrizes propostas pela Resolucao 466/12 do Conselho Nacional de Saude
— CNS, que regulamenta as pesquisas envolvendo o ser humano.

Natal, de de 201 _.

Roberto Dimenstein
Pesquisador responséavel



APENDICE C - Formulario de coleta de dados

QUESTIONARIO DO PROJETO AVALIAQAO DO ESTADO NUTRICIONAL EM
RETINOL DE MAES E RECEM-NASCIDOS A TERMO E PRE-TERMO

N° do prontuario: Cédigo da mae:
Leito:
001 Numero do questionario: o [ ]
002 Nome e cddigo do entrevistador [ ]
003 Data de aplicagdo do questionario /] A
(dd/mm/aaaa) (Dia/Més/Ano)

CARACTERIZAGAO DA ENTREVISTADA

004 Nome:

Nome da crianga:

005 Enderego:
Telefones:
006 Qual sua idade em o [ ]
anos completos?
007 Atualmente qual seu | 01. Solteira
estado civil? 02. Casada/ Unido estavel [ ]
03. Divorciada
04. Vilva
008 Qual seu nivel de 01. Analfabeta
escolaridade? 02. Ensino Fundamental Incompleto
03. Ensino Fundamental Completo
04. Ensino Médio Incompleto [ 1
05. Ensino Médio Completo
06. Graduagdo Incompleta
07. Graduada
08. Pos-graduada
00. Nao se aplica
Anos de escolaridade [ 1
009 Qual sua ocupagdo? 01. Trabalha
02. Dona de casa [ 1
03. N3o trabalha
010 Numero de
moradores na casa? o [ ]
(incluindo o bebé)
011 Qual o rendimento | 01.Sem renda
mensal da sua | 02. Até 1 saldrio minimo (até RS 678,00)

familia? (Devem ser | 03. De 1 a 3 salarios minimos (de RS 678,00 a RS 2.034,00)

somados todos os | 04.De 3 a5 saldrios minimos (de RS 2.034,00 a RS 3.390,00)
rendimentos das | 05. De 5 a 7 salarios minimos (de RS 3.390,00 a RS 4.746,00) [ 1]
pessoas da familia | 06. De 7 a 10 salarios minimos (de RS 4.746,00 a RS 6.780,00)
que moram na | 07. De 10 a 20 saldrios minimos (de RS 6.780,00 a 13.560,00)

mesma casa) 08. Acima de 20 saladrios minimos (acima de RS 13.560,00)
09. Nao sabe
00.N3o respondeu
012 Utilizou algum | 01. Sim [ ]
medicamento, 02. Nao
vitamina ou

suplemento durante
a gestagao? Se sim,
qual?

013 Amamentou durante | 01.Sim [ 1]
a gestacao? 02. Nao
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DADOS DO PRE-NATAL (ver cartdo da gestante)

014 | Qual a data da dltima / / Y
menstruagdo (D.U.M)? (dia/més/ano)
015 Qual era seu peso pré- kg . [ 1]
gestacional (antes de | 00. Ndo se aplica
engravidar)?
016 Qual a sua altura? m [ 1]
00. Ndo se aplica
017 Estado  nutricional  pré- | 01. Baixo peso (IMC<18,5 kg/m2)
gestacional: 02. Normal (IMC 18,5 - 24,9 kg/m2) [ ]
IMC = 03. Sobrepeso (IMC 25 - 29,9 kg/m?2)
04. Obesidade (IMC = 30,0kg/m2)
00. N3do se aplica
018 Qual foi seu peso na ultima kg [ 1]
consulta da gestac¢do? 00. N3do se aplica
Data da Ultima consulta: _ /  /
019 Qual seu ganho de peso na | 01. Adequado [ 1]
gestacao? 02. Baixo
(peso gestante final — peso pré- | 03. Alto
gestacional) 00. Nao se aplica
kg
020 | Qual aIG na ultima consulta semanas [ ]
da gestagao? 00. N3o se aplica
021 Estado nutricional | 01. Baixo peso [ 1]
gestacional: 02. Normal
IMC = 03. Sobrepeso
04. Obesidade
00. Nao se aplica
022 Numero de consultas pré- [ 1]
natal
023 Paridade (n? exato de [ 1]
partos)
DADOS DO PARTO
024 Data do parto/ Horario A A
(dd/mm/aaaa)
___h
025 Tipo de parto 01. Normal [ ]
02. Cesdrio
00. Nao se aplica
026 Sexo do Recém-nascido (RN) | 01. Masculino [ ]
02. Feminino
027 Peso ao nascer do RN kg [ 1]
028 Comprimento nascer do RN cm [ 1]
029 Estado nutricional do RN 01. <1500g muito baixo peso [ 1]
02. 1500-2500g baixo peso
03. 2500-4000g adequado
04. >4000g Macrossomia
030 Idade gestacional (capurro sem [ ]
do bebé ou US) - prontuario
do bebé
031 Intercorréncias da crianca

a0 nascer




032 Apgar 1 min [ ]
033 Apgar 5 min [ ]
034 Apgar 10 min [ 1]
DADOS DO BEBE
035 Peso 7 dias kg [ 1]
036 Comprimento 7 dias cm [ 1]
037 Idade corrigida 7 dias sem [ 1]
038 Intercorréncias da crianga
7 dias
039 Peso/idade RN 7d (Curva de | 01. baixo peso para idade [ 1]
Fenton) 02. peso adequado para idade
Zescore: 03. peso elevado para idade
00. N3o se aplica
040 Comprimento/idade RN 7d 01. baixo comprimento para idade [ ]
(Curva de Fenton) 02. comprimento adequado para idade
Zescore: 03. comprimento elevado para idade
00. Nao se aplica
041 Peso 30 dias kg [ 1]
042 Comprimento 30 dias cm [ 1]
043 Idade corrigida 30 dias sem [ 1]
044 Intercorréncias da crianga
30 dias
045 Peso/idade RN 30d (Curva de | 01. baixo peso para idade [ ]
Fenton) 02. peso adequado para idade
Zescore: 03. peso elevado para idade
00. Nao se aplica
046 Comprimento/idade RN 30d 01. baixo comprimento para idade [ ]
(Curva de Fenton) 02. comprimento adequado para idade
Zescore: 03. comprimento elevado para idade
00. Nao se aplica
ALIMENTACAO DA CRIANGA
047 Alimentacdo infantil 0 dia 01. Aleitamento materno exclusivo enteral [ 1
02. Nutrigdo parenteral
03. Aleitamento materno exclusivo oral
04. Aleitamento misto (oral e enteral)
05. Aleitamento materno (LM e outros leites)
06. Leite materno + suplementos
07. Férmula infantil ou outro leite
08. Alimentag¢dao complementar
09. Dieta zero
048 Alimentacdo infantil 7 dias 01. Aleitamento materno exclusivo enteral [ 1]

02. Nutrigdo parenteral

03. Aleitamento materno exclusivo oral

04. Aleitamento misto (oral e enteral)

05. Aleitamento materno (LM e outros leites)
06. Leite materno + suplementos

07. Férmula infantil ou outro leite

08. Alimentagdo complementar

09. Dieta zero
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049 Alimentacdo infantil 30 dias 01. Aleitamento materno exclusivo enteral [ ]
02. Nutrigdo parenteral
03. Aleitamento materno exclusivo oral
04. Aleitamento misto (oral e enteral)
05. Aleitamento materno (LM e outros leites)
06. Leite materno + suplementos
07.Férmula infantil ou outro leite
08. Alimentagdo complementar
09. Dieta zero
064 Cord3o umbilical (data/h) Datada Coleta: __ /__/
Hora: ___:
065 Sangue da m3e )h (data/h) DatadaColeta: __ / __ /
Hora: __:
066 Leite O h Datada Coleta: __ /__/
Hora: __ :
067 Leite 24 h Datada Coleta: __ /___ /
Hora: __:
068 Leite 7 dias DatadaColeta: __ / __ /
Hora: __:
069 Leite 30 dias Datada Coleta: __ /___ /
Hora: __ :
Data: Assinatura do entrevistador:
Data: Assinatura do entrevistador:
Data: Assinatura do entrevistador:
Data: Assinatura do entrevistador:
Data: Assinatura do entrevistador:

Data:

Assinatura do entrevistador:
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