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Postpra’ndial period; Methods: This was a quasi-experimental study, with before and after assessments, conducted
Supplementary ’ with 33 patients treated at a public maternity hospital. Blood and colostrum samples were
feeding; collected under fasting conditions in the immediate postpartum period. A second colostrum

Vitamin A collection occurred two hours after the first meal of the day, at which time a mega dose of
200,000 U of retinyl palmitate was administered. On the following day, the colostrum was
collected again under fasting and postprandial conditions. Serum and colostrum retinol con-
centrations were determined by high performance liquid chromatography.

Results: The serum retinol concentration was 37.3 (16.8-62.2) pg/dL, indicating adequate
nutritional status. The colostrum retinol concentration before supplementation was 46.8 (29.7-
158.9) ng/dL in fastingand 67.3 (31.1-148.7) png/dL in postprandial condition (p < 0.05), showing
an increase of 43.8%. After supplementation, the values were 89.5 (32.9-264.2) ng/dL and 102.7
(37.3-378.3) ng/dL in fasting and postprandial conditions, respectively (p < 0.05), representing
an increase of 14.7%.

Conclusions: This study demonstrated that maternal supplementation with high doses of vita-
min A in postpartum resulted in a significant increase of the retinol concentration in colostrum
under fasting conditions, with an even greater increase after a meal.
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PALAVRAS-CHAVE
Colostro;

Efeito da suplementacdo materna com vitamina A sobre a concentracéao de retinol
no colostro

Objetivo: Investigar o efeito da suplementacao com vitamina A sobre a concentracao de retinol

Métodos: Estudo quase-experimental, do tipo antes e depois, realizado com 33 parturientes
atendidas em uma maternidade publica, das quais foram coletadas, em jejum, amostras de
sangue e leite colostro, no pos-parto imediato. Uma segunda coleta de colostro ocorreu duas
horas apds a primeira refeicao do dia, momento em que uma megadose de 200.000 Ul de
palmitato de retinila foi administrada. No dia seguinte, uma nova coleta de colostro foi realizada
em condicdes de jejum e pos-prandial. As concentracdes de retinol no soro e no colostro foram

Resultados: A concentracao de retinol sérico foi de 37,3 (16,8-62,2) ng/dL, evidenciando um
estado nutricional adequado. No colostro, a concentracao de retinol antes da suplementacao
foi de 46,8 (29,7-158,9) wg/dL em jejum e 67,3 (31,1-148,7) ng/dL em condicdes pos-prandiais
(p < 0,05), mostrando um aumento de 43,8%. Apds a suplementacdo, os valores foram de
89,5 (32,9-264,2) ng/dL e 102,7 (37,3-378,3) png/dL em jejum e pos-prandial, respectivamente

Conclusées: Este trabalho demonstrou que a suplementacao materna com altas doses de vita-
mina A no pos-parto resultou em um aumento significativo da concentracao de retinol no colostro
em condicdes de jejum, sendo este valor ainda maior apds a refeicao.

© 2014 Sociedade Brasileira de Pediatria. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Todos os direitos

Jejum; R
. ) A esumo

Periodo pos-prandial;

SL{plementagao no leite colostro em condicdes de jejum e pos-prandial.

alimentar;

Vitamina A
determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
(p < 0,05), representando um aumento de 14,7%.
reservados.

Introducao

A vitamina A é essencial para o crescimento e desen-
volvimento humanos, atua na preservacao da visao
e contribui para o funcionamento adequado do sis-
tema imunologico, defendendo o organismo contra
infeccoes.'

A deficiéncia de vitamina A (DVA) pode levar a desor-
dens como xeroftalmia e cegueira noturna na infancia, além
de anemia e baixa resisténcia a infeccbes, o que pode
aumentar a severidade de doencas infecciosas e o risco
de morte. Criancas em idade pré-escolar e mulheres gra-
vidas sao consideradas as populacdées com maior risco para
a DVA, sendo estimado que aproximadamente um terco da
populacao mundial de pré-escolares e 15% das mulheres gra-
vidas sao bioquimicamente deficientes, principalmente na
Africa e sudeste da Asia.’

Estudos indicam que a deficiéncia de vitamina A
configura-se como um problema de satide publica nas regides
Norte, Nordeste e em algumas partes do Sudeste do Brasil.>
Em 2006, a Pesquisa Nacional de Demografia e Saude (PNDS)
indicou que a prevaléncia de DVA no Brasil é de 17,4% em
criancas menores de cinco anos e 12,3% em mulheres nao
gravidas em idade reprodutiva.*

As gestantes e lactantes apresentam um maior requeri-
mento de vitamina A e o risco de deficiéncia é agravado
pelo baixo consumo do nutriente e pela emergéncia de
infeccoes nesses grupos.’> A Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), o Fundo das Nagdes Unidas para a Infancia (UNI-
CEF) e o Grupo Consultivo Internacional sobre Vitamina
A (IVACG) recomendam o fornecimento de doses eleva-
das (200.000 Ul) de vitamina A até o 60° dia pos-parto as

puérperas de regides onde a deficiéncia desse nutriente é
endémica.®

O leite materno é fonte de energia e nutrientes
em quantidades adequadas para a nutricao do lactente,
possuindo proteinas, lipidios, glicidios e sais minerais,
além de vitaminas, linfocitos, imunoglobulinas e fato-
res de crescimento.” O colostro é a secrecdo lactea
dos primeiros dias pos-parto, e diversos estudos demons-
tram o efeito protetor da alimentacdao do recém-nascido
com esse leite, principalmente se ofertado na pri-
meira hora de vida, atuando no combate a mortalidade
neonatal.®

De acordo com Black et al.,’ o risco de um recém-nascido
ter suas reservas esgotadas € maior quando ha deficién-
cia materna de micronutrientes. Sendo assim, o contetdo
de vitamina A no leite materno é o principal determinante
do estado nutricional dessa mesma vitamina no recém-
-nascido.

Ross et al.'? afirmam que o retinol é transferido para o
leite de duas formas: através da proteina ligadora de reti-
nol (RBP) e dos quilomicrons. No entanto, o mecanismo de
transferéncia de vitamina A para o leite ainda nao ¢é total-
mente compreendido em seres humanos e tem sido objeto
de estudo em modelos animais. '’

Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar o
efeito da suplementacao materna com vitamina A sobre a
concentracao de retinol no colostro humano em condi¢cées
de jejum e pods-prandial, a fim de contribuir para a com-
preensao dos mecanismos de transferéncia do retinol para
a glandula mamaria em humanos, visto que a maioria dos
trabalhos encontrados na literatura foi realizada em ani-
mais.
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Métodos

Tratou-se de um estudo de intervencao quase-experimental,
do tipo antes e depois, no qual a amostragem foi por con-
veniéncia. Participaram do estudo 33 puérperas voluntarias
de 18 a 35 anos atendidas pelo servico de obstetricia de
uma maternidade publica. O tamanho da amostra foi calcu-
lado assumindo um erro alfa igual a 5%, poder do estudo de
80% e o tamanho do efeito igual a 0,60. A partir do refe-
rido calculo, estimou-se um tamanho amostral minimo de
33 participantes.'?

Nao foram consideradas elegiveis para participacao aque-
las mulheres com comorbidades identificadas (diabetes
mellitus, neoplasias, doencas hepaticas e do trato gastroin-
testinal, cardiopatias, sifilis e HIV positivo), adolescentes
que tiveram parto pré-termo, com conceptos multiplos ou
com ma formacao, bem como aquelas que relataram ter
feito uso de suplementos contendo vitamina A durante o
periodo gestacional ou pds-parto imediato. As participantes
que estavam em conformidade com os critérios de selecao
foram incluidas no estudo apds a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario.

Coleta de dados e material biolégico

As amostras de sangue (5mL) e de leite colostro (2mL)
foram coletadas das puérperas em jejum, antes da primeira
refeicdo do dia. O sangue foi obtido por puncao venosa
realizada por um profissional de enfermagem da materni-
dade. O leite foi coletado por alunas de graduacao treinadas,
por expressao manual de uma Unica mama, no inicio e no
final da mamada. Uma segunda coleta de colostro ocorreu
duas horas apds a primeira refeicao do dia (condicao pos-
-prandial). Em seguida, uma capsula de 200.000 Ul (60 mg)
de palmitato de retinila foi administrada. No dia seguinte,
foi realizada nova coleta de leite nas condicdes de jejum
e pos-prandial. As amostras foram coletadas em tubos de
polipropileno protegidos da luz e mantidas sob refrigeracao
durante o transporte para o laboratério de bioquimica dos
alimentos e da nutricao. As amostras de sangue foram cen-
trifugadas durante 10 minutos (500xg) para separacao e
retirada do soro, que foi armazenado a -20°C, juntamente
com as aliquotas de 500 p.L de leite colostro, até o momento
das analises.

Dados maternos e obstétricos foram coletados do pron-
tuario de cada parturiente.

Quantificacao de retinol no soro e leite maternos

O retinol foi extraido das amostras de leite colostro de
acordo com o método de Giuliano et al. adaptado.’
A extracdo de retinol do soro foi feita segundo o método
de Ortega et al.™

Os extratos secos obtidos das amostras de leite e soro
foram dissolvidos em etanol absoluto e 20 uL foram aplica-
dos no aparelho de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). A fase movel utilizada foi metanol a 100% em sis-
tema isocratico e com fluxo de 1,0 mL/min. O comprimento
de onda utilizado foi 325 nm.

A identificacdo e a quantificacao do retinol nas amostras
foram estabelecidas por comparacao da area do pico obtido
no cromatograma com a area do padrao de retinol (Sigma®,
MO, Estados Unidos). A concentracao do padrao foi confir-
mada pelo coeficiente de extincao especifico para retinol (E
1%, 1cm=1.780 a 325nm) em etanol absoluto. '

A exatidao do método foi avaliada por meio do teste de
recuperacao da extracdao. As médias de recuperacao obti-
das para o retinol acetato das amostras de leite e soro
foram de 96% e 95%, indicando eficacia na extracdo. Inter-
valos aceitaveis de recuperacao geralmente estao entre 80
e 110%.

A linearidade da curva foi determinada avaliando-se a
proporcionalidade entre a resposta do detector e diferentes
concentracdes do padrao de retinol. A curva de calibracao
foi obtida por regressao linear (area do pico em funcao
da concentracao do padrao) e o coeficiente de correlacao
obtido foi de 0,990, permitindo a quantificacao de retinol
pelo método do padrao externo.

Anélise estatistica

Os valores de retinol foram submetidos ao teste de Shapiro-
-Wilk para avaliar o acoplamento a distribuicao normal.
Os dados deste estudo sao de amostras pareadas e nao
apresentaram distribuicao normal, por isso foi utilizado o
teste ndo paramétrico para amostras pareadas de Wilco-
xon. As diferencas foram consideradas significativas quando
p<0,05. Para avaliar a relacao entre a concentracao
de retinol no soro e no leite colostro foi utilizado o teste
de correlacdo de Spearman. As analises estatisticas foram
realizadas com o auxilio dos softwares Minitab 15 Sta-
tistical (Minitab, State College PA, Estados Unidos) e R
Development Core Team (Lucent Technologies, NJ, Estados
Unidos).

Resultados

A concentracao mediana de retinol no soro das 33 mulhe-
res foi 37,3 (16,8-62,2) ng/dL, considerada adequada de
acordo com os valores de referéncia (> 20 pg/dL)."” No
colostro, a concentracdo mediana da vitamina antes da
suplementacao foi 46,8 (29,7-158,9) png/dL em jejum e 67,3
(31,1-148,7) ng/dL em condicdes pos-prandiais (p <0,05),
mostrando um aumento de 43,8% depois da refeicao. Apos
a suplementacao, os valores foram de 89,5 (32,9-264,2)
ng/dL e 102,7 (37,3-378,3) pg/dL em condicoes de jejum e
pos-prandial, respectivamente (p <0,05), equivalendo a um
aumento de 14,7% (tabela 1). Além disso, a comparacao do
retinol do colostro de jejum antes da suplementacao com
o retinol pos-prandial apos a suplementacao evidenciou um
aumento de 219,4%.

A concentracao de retinol no colostro das parturien-
tes em jejum antes da suplementacdao nao apresentou
correlacdo com os valores de retinol sérico das mesmas. As
correlacdes entre os niveis de retinol das amostras de colos-
tro, coletadas em diferentes momentos, sao apresentadas
na tabela 2.
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Tabela 1 Concentracao de retinol no leite colostro e no soro de parturientes de uma maternidade pUblica

Mediana 11Q25.75 LI LS
Leite (AS, jejum) 46,8 33,9 -102,9 29,7 158,9
Leite (AS, pos-prandial) 67,3 441 - 105,5 31,1 148,7
Leite (DS, jejum) 89,5 63,1 -137,7 32,9 264,2
Leite (DS, pos-prandial) 102,7 76,6 - 150,5 37,3 378,3
Soro materno (AS, jejum) 37,3 31,2 - 50,3 16,8 62,2

11Qz5.75, intervalo entre quartis; LI, limite inferior; LS, limite superior; AS, antes da suplementacao; DS, depois da suplementacao.

Discussao

Até o final da gravidez, uma dieta equilibrada é importante
para garantir a transferéncia de nutrientes para o feto, a
fim de prepara-lo para o nascimento e periodo de lactacao.
A vitamina A desempenha um papel importante durante
estes periodos, uma vez que esta envolvida em proces-
sos de crescimento e proliferacdo celular, tais como os
que ocorrem durante a gravidez, lactacdao e primeira
infancia.’

A suplementacdo materna com vitamina A no pds-parto
imediato tem sido uma intervencao amplamente utilizada
em areas de alto risco para a deficiéncia desta vitamina,
e estudos indicam que esta intervencao resulta em um
aumento no retinol do leite materno.'®"

Os valores de retinol sérico observados nas mulheres
deste estudo (37,3 pg/dL) foram inferiores aqueles encon-
trados na Alemanha (49,3 pg/dL)?® e Sudeste brasileiro
(48,1 ng/dL),”" e semelhantes aos verificados em mulheres
do Nordeste do Brasil (40,1 pg/dL).?

No leite colostro, os niveis de retinol em condicoes
de jejum antes da suplementacdo foram inferiores aos
de mulheres do Nordeste brasileiro (100,3 wg/dL)?? e de
Bangladesh.? Essas diferencas podem ter ocorrido devido
ao maior nimero amostral nos estudos mencionados e ao
fato de a concentracao de retinol no leite ter sido expressa
como média e desvio-padrao, por apresentar aderéncia a
distribuicdao normal. Além disso, o estudo realizado em Ban-
gladesh nao informou se as coletas do leite colostro foram
realizadas em condicdes de jejum ou pos-prandial.

Neste estudo, quando comparados os niveis de retinol
do leite em condicdes de jejum e pos-prandial, foi obser-
vado um aumento significativo apos a refeicao, nos dois dias
de coleta. Na analise estatistica, os valores de r indicaram
correlacao forte (r=0,65) entre essas concentracdes, tanto
antes quanto apos a suplementacéao (tabela 2).

Estudos realizados em animais demonstraram que a vita-
mina A é transferida para o leite materno a partir de duas
fontes: RBP (proteina transportadora de retinol) e ésteres
de retinila transportados por lipoproteinas (quilomicrons).*

No jejum, praticamente todo retinol circulante esta asso-
ciado a proteina transportadora de retinol e os niveis dessa
proteina nao variam com a ingestao de grandes quantidades
de vitamina A. No entanto, os ésteres de retinila trans-
portados por quilomicrons variam de acordo com o teor
de vitamina A da dieta, existindo a contribuicao dessas
lipoproteinas para o transporte de retinol até a glandula
maméria.1°’”’25'27

Neste estudo, o aumento do retinol no colostro apds
a refeicao sugere que, em humanos, além do mecanismo
de transporte de retinol para a glandula mamaria via RBP,
ha uma forma adicional de transferéncia deste nutriente.
Uma vez que este aumento foi verificado em condicoes pos-
-prandiais, acredita-se que este mecanismo adicional seja
via quilomicrons, tal como foi comprovado em animais.
Sendo assim, sugere-se que a suplementacao de vitamina A
seja administrada proximo ao horario de uma refeicao para
participacao ativa dos quilomicrons e consequente melhor
aproveitamento da vitamina ofertada.

Segundo Blaner et al.,”” cerca de 60% da vitamina A
sao transferidos para a glandula mamaria através dos qui-
lomicrons e dependem dos sitios de ligacao da lipoproteina
lipase (LPL) e da hidrolise de ésteres de retinila dos qui-
lomicrons pela acdo desta enzima, cuja atividade aumenta
durante a lactacao. Uma maior porcentagem de vitamina A
ingerida é direcionada preferencialmente para a glandula
mamaria em lactantes, em contraste com o que ocorre na
auséncia de estados de lactacdo.'?2%2 E provavel também
que o resultado de uma maior transferéncia de vitamina A
para a glandula mamaria ocorra provavelmente devido a
um aumento de receptores mamarios de RBP-retinol para
a formacdo de colostro.?® Essas evidéncias corroboram os

Tabela 2 Correlacdo entre concentracdes de retinol no leite de parturientes em condicdes de jejum e pos-prandial, antes e

depois da suplementacao de vitamina A

Correlacao (r)? AS, jejum AS, pos-prandial DS, jejum DS, pos-prandial
AS, jejum 1,00 0,65 0,50 0,28
AS, pos-prandial 0,65 1,00 0,32 0,26
DS, jejum 0,50 0,32 1,00 0,65
DS, pos-prandial 0,282 0,26 0,65 1,00

Correlacao de Spearman.
AS, antes da suplementacao; DS, depois da suplementacao.

2 0,10 < r < 0,29 (baixa), 0,30 < r < 0,49 (moderada), 0,50 < r < 1,00 (forte), de acordo com Cohen.>'
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resultados obtidos em nosso estudo, dado que mostrou um
aumento na quantidade de retinol ap6s uma refeicao e
suplementacao.

A vitamina A liberada durante a hidrélise dos éste-
res de retinila pode ser reesterificada para a secrecao no
leite materno ou armazenada nas células epiteliais, o que
explica a manutencdo de niveis de vitamina A elevados
no leite materno horas apo6s a suplementacdo, como foi
verificado neste estudo. Isso ocorre com a participacao da
enzima que esterifica retinol e estd presente no tecido
mamario, denominada ARAT (acil-coenzima A: aciltransfe-
rase de retinol).?>2%2%30 Além disso, as reservas hepaticas
de vitamina A também se encontram aumentadas apos a
suplementacao e contribuem para os maiores niveis de reti-
nol no leite materno.

Assim, sugere-se que a suplementacao de vitamina A rea-
lizada no poés-parto aumenta a porcentagem de retinol no
colostro, que em condicao pés-prandial ocorre através da
contribuicdo de ésteres de retinila de quilomicrons produzi-
dos em decorréncia da refeicao, cooperando com a vitamina
A armazenada na glandula mamaria e no figado, sendo trans-
portada deste ultimo da RBP até o tecido mamario.

Como exposto na tabela 2,3 a analise estatistica mos-
trou uma correlacao forte entre os valores de retinol no
colostro das mulheres antes e apos a refeicao no primeiro
dia, isto é, antes da suplementagcdo materna com vitamina
A. Entretanto, os niveis de retinol na condicdo pds-prandial
do dia seguinte a administracdo do suplemento mostraram
uma correlacao fraca com os valores de retinol de jejum do
primeiro dia.

Uma explicacdo para a fraca correlacdo supracitada é
que parece haver um limite de aumento da concentracao
desse micronutriente no leite materno, o que pode ocor-
rer devido a saturacao das proteinas envolvidas nas vias de
transferéncia de retinol do sangue para a glandula mama-
ria (lipoproteinas e RBP), bem como das enzimas envolvidas
na reesterificacao e secrecao de vitamina A no colostro. Tal
situacao evitaria um aumento excessivo de retinol no leite,
indicando a existéncia de um mecanismo adaptativo que
evitaria a passagem de quantidades excessivas de retinol
para o leite materno, protegendo o recém-nascido contra a
toxicidade desse micronutriente.

Sabe-se que a concentracao de retinol no soro humano
é altamente controlada pelos mecanismos de homeostase
hepaticos. Por outro lado, foi observado neste estudo que o
estado bioquimico de retinol no leite materno pode sofrer
modificacdes de acordo com mudancas dietéticas. Assim,
para efeitos de diagnostico do estado nutricional em vita-
mina A, é necessario que a coleta do leite seja realizada em
jejum.

Neste estudo, foi observado que ha um aumento da
concentracao de retinol no colostro humano em condicoes
pos-prandiais e apos a suplementacao materna com palmi-
tato de retinol. Isso indica que o mecanismo de transporte
de retinol para a glandula mamaria via quilomicrons, ja
conhecido em animais, provavelmente também ocorra em
humanos. Além disso, foi possivel verificar a eficacia da
suplementacdao materna, indicando que a oferta de altas
doses de vitamina A em mulheres no pds-parto imediato e,
em especial, junto com a refeicdo, é uma estratégia eficaz
para melhorar o estado nutricional em retinol de puérperas
e seus lactentes.
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