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RESUMO

O leite humano muda a sua composi¢do ao longo da lactagdo, enquanto aumenta o teor
de lipideos decresce o de vitaminas lipossolUveis, se diferenciando basicamente em trés
fases distintas: colostro, transicdo e maduro. O desenvolvimento fisiolégico da mée e
sua alimentacdo comprometem a composicdo e a qualidade do leite, desta forma,
estratificou-se as maes em primiparas e multiparas. Este trabalho teve como objetivo de
mensurar as variagdes de vitaminas A e E no leite de diferentes fases, bem como avaliar
a influéncia da dieta nos nivels destas vitaminas e sua adequagdo nutricional a dieta do
lactente. Tomou-se amostras de leite humano de mées primiparas (n=9) e multiparas
(n=9), doadoras dos Bancos de leite humano do Recife. Foi levantado inquérito
alimentar das mées previamente selecionadas. A extragdo das vitaminas A (retinol-
trans) e E (a-tocoferol) foram obtidas por extracdo liquido-liquido, apds saponificagdo
metandlica, conforme método proposto por Paixdo & Stamford (2002); Paixdo &
Campos, (2003). A quantificacdo das vitaminas foi obtida por HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) em uma corrida cromatografica de 8.5 minutos,
eluidas em metanol, numa coluna ODS-11, 150 mm x 3,2 mm, ¢ 5 um, lidas em seus
maximos de absor¢do de 325nm, até 5 min, 292nm, de 5.01 a 8.5 min, respectivamente.
As multiparas apresentaram niveis de retinol (334+142ug/dL, 208+122ug/dL,
116+38ug/dL) superiores aos da primiparas  (179t57ug/dL, 109+64ug/dL,
89+18ug/dL) para colostro, transicio e maduro, respectivamente, diferindo
significativamente (p < 0,001) entre fases. As multiparas diferiram menos, nos niveis
de tocoferol, nas fases colostro (1335+906ug/dL) e transicéo (367+98ug/dL), enquanto
no maduro (412+82ug/dL) foi ligeiramente superior, inclusive de modo significante (p
< 0,001). Ao longo da lactagdo no periodo avaliado, o percentual de reducdo entre as
fases, colostro e transi¢do, e colostro e maduro foi mais acentuado para o tocoferol,
superiores a 60% em ambos os grupos. A reducdo mais expressiva de retinol foi obtida
entre o leite colostro e maduro (~50%). Na avaliagdo do inquérito alimentar, observou-
se 0 baixo consumo de alimentos ricos em vitamina A, principalmente nas primiparas, e
elevado consumo de aimentos ricos em vitamina E em ambos grupos. Existem
diferencas nos niveis de retinol e tocoferol entre leite materno de primiparas e
multiparas, nas distintas fases. Do leite colostro a maduro, observou-se uma reducéo nos
teores bem como em variabilidade, justificando diferencas no material biolégico e
tendendo a estabilizacdo no leite maduro.

Palavras-chave: leite humano, retinol, tocoferol, HPLC.



ABSTRACT

The main change in composition of milk, involve increase lipids content and respective
decrease fat soluble vitamins, along lactation that differentiate itself in three distinct
phases. colostrum, transition and mature milk. The development physiological and
nutritional  status of mothers may affect composition and quality of milk, therefore
classified groups as primiparous and multiparous. The main objective was quantified
the vitamins levels A and E in the different phases and your relation between groups,
verify influence of dietary habits on composition of these vitamins and adequacy dietary
to requirements of infant. Samples of milk of diferents phases (colostrum, transition
and mature) was took from primiparous (n=9) and multiparous (n=9) mothers
attending by Human Milk Bank of Recife. The extraction procedure of A and E
vitamins was liquid liquid extraction after methanolic saponification described by
Paixdo & Stamford, (2002), Paix&o & Campos, (2003). The quantification of A and E
vitamins were carried out by HPLC (High Performance Liquid Chromatography), using
methanol as mobile phase, column ODS-I1, 150mm x 3,2mm, ¢ 5 um, as stationary
phase. The A and E vitamins were detected in maximum of absorption, 325 nm until 5
min and 292 nm from 5.01min until 8.5 min. Multiparous groups showed retinol
(334+142ug/dL, 208+122ug/dL, 116+38ug/dL) levels superior to the of primiparous
(179£57ug/dL, 109+64ug/dL, 89+18ug/dL) to colostrum, transition and in mature milk,
statistically different between phases (p < 0,001). Tocopherol levels were less different
in the distinct phases, mainly between colostrum (1335+906pg/dL) and transition
(367+98ug/dL), while, to mature milk (412+82ug/dL) was superior and significant (p <
0,001). Along lactation, accentuated reduction ocurred to tocopherol levels, when
passing from colostrum to transition, equally primiparous and multiparous groups,
superior to 60%. The reduction observed to retinol levels between phases lactation was
superior when compared phase colostrum and mature (~50 %). Habits dietary revealed
that low frequency of consume of foods source A vitamin, mainly, to primiparous
groups, and high frequency of consume of food source E vitamins, in both, are
according the results showed. There are differences in retinol and tocopherol levels
between primiparous and multiparous, and phase of lactation. The human milk tends to
decrease vitamins levels, from colostrum until mature stage, include decreased intrinsic
variations, justifying difference between biological material, stabilizing in the mature
milk.

Key-words: human milk, retinol, tocopherol, HPLC.
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A vitamina A é um micronutriente essencial envolvido na reprodugdo, na
preservacao e desenvolvimento fetal, integridade do sistema imunol 6gico e manutencéo
do tecido epitelial (Dimenstein et al, 2003). Pertence a0 grupo dos retindides e tem a
habilidade de regular o crescimento das células e promover a diferenciacéo celular em
culturas celulares e em modelos animais. Reciprocamente, em diversos modelos de
carcinogéneses, uma deficiéncia de vitamina A esté relacionada com a promogéo de

desenvolvimento de tumores (Chen; Ross, 2004).

A vitamina E € 0 termo genérico usado para definir compostos tocéis e
tocotriendis com atividade biologica diferenciada em relagdo ao afa-tocoferol (Miquel,
2004). A vitamina E tem funcgéo de protegdo celular contra doengas degenerativas, com
propriedades anticarcinogénicas e antiateroscleréticas (Eldin et al, 2000; Vega-L épez et
al, 2004) e prevencdo na formacdo de radicais livres inibindo a oxidac&o (Escriva et al,
2002; Miquel, 2004). Em adicdo as fungbes antioxidantes, o afa tocoferol modula

células nasinalizacdo e transcricdo de diversos genes (Vega-Lopez et al, 2004).

Carotendides e tocoferdis sdo conhecidos como agentes antioxidantes por
reagirem com o oxigénio e suas formas anébmalas (radicais livres). Entretanto, tocoferois
S80 menos sequestrantes do que os carotendides. Ambas as vitaminas podem agir
fisicamente diversas vezes sem serem destruidos, porém quimicamente isto ndo ocorre

(Havemose et al, 2004).
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Por serem antioxidantes em potencial, estas vitaminas podem prevenir a reducéo
da performance de memdria associada a0 avango da idade e fungdo cognitiva. Esta
suposicdo é confirmada por dados experimentais e clinicos retardando desordens

cognitivas como deméncia vascular e o Mal de Alzheimer (Wolters et al, 2004).

Durante a gestagdo, as necessidades de vitamina A e E sdo aumentadas e €
comum em muitos paises as mulheres apresentam freglientemente sintomas de
deficiéncia (Lambert; Scott, 1996), geramente persistindo até o periodo inicia do
aleitamento (OMS, 2001). Por n&o serem sintetizadas no organismo, precisam ser

ingeridas via dieta, sendo necessérias em microquantidades (Paix&o; Stamford, 2004).

O aimento ideal para o lactente é o leite materno, que contém fatores biol 6gicos
envolvidos na regulacéo do crescimento do recém nascido, incluindo desenvolvimento
cerebral (Gazzolo et al, 2004). O leite humano € um fluido biol6égico complexo e
especifico para cada espécie, adaptado ao longo da existéncia humana para satisfazer
perfeitamente as necessidades nutricionais e imunoldgicas da crianca (Nascimento;
Issler, 2003). E a mais importante, e ndo obstante, a Gnica fonte de vitamina A para o

bebé (Strobel; Heinrich; Biesalski, 2000).

A lactacdo progride por trés estégios distintos, de 0 a 30 dias apds 0 nascimento,
bem identificados como colostro, transi¢éo e maduro. O colostro € um fluido amarelado
secretado nos ultimos dias de gestagdo e nos primeiros dias apds 0 nascimento, com alta
densidade e pouco volume (Uruapka; Ismond; Akodundu, 2002; Nascimento; Isser,

2003) variando de 2 a 10mL por mamada. Possui alta concentragdo de proteinas e

11



minerais, com baixa concentragcdo de gordura e lactose, refletindo as necessidades do

recém-nascido durante a primeira semana de vida (Nascimento; Issler, 2003).

Durante o periodo inicial de amamentag&o, a composi¢ao do leite humano sofre
ateragdes répidas, principamente na reducdo do teor protéico e de minerais e no
aumento de gorduras e lactose. Do 7° a0 21° dia pds-parto, as alteragdes ha composi Gao
|&ctea continuam ocorrendo, embora mais lentamente, quando o leite passa a receber a
denominagao de “leite de transi¢ado”. Em torno do 21° dia, a composicéo do leite torna-
se relativamente mais estavel, passando a ser caracterizado como leite maduro

(Euclydes, 1997).

A histéria obstétrica de uma mulher € expressa em termos de quantidade e
ordenagdo das gestagdes, ou seu estado gravidico. Os termos primipara e multipara sdo
utilizados para representar nenhuma gravidez anterior e vérias gestacOes,
respectivamente (Williams,1997). Em aguns mamiferos, o nimero de partos est4
diretamente relacionado com o aumento dos niveis de beta-caroteno e de vitamina E no
colostro. As possiveis razoes do aumento dos niveis de beta-caroteno no leite sdo
explicadas pelo aumento da absor¢éo do caroteno e/ou reducéo da conversdo a vitamina
A, bem como a mobilizagdo dos tecidos de estoque (Schweigert; Gottwald, 1999;

Schweigert et al 2004).

Poucos trabalhos reportam os niveis de vitaminas A e E nas diferentes fases do
leite materno, principalmente no Brasil. E pertinente o interesse de mensurar a variagio
nos niveis destas vitaminas no leite materno bem como analisar a sua adequagdo a dieta

do lactente.

12



2. REVISAQ DA LITERATURA

2.1 Importancia Nutricional das Vitaminas

2.1.1. Vitamina A

Vitamina A é o termo genérico usado para descrever todos os retindides que tém
atividade biol6gica de trans-retinol. A vitamina A natural ocorre na forma de ésteres de
retinila de cadeia longa (acetato e pamitato de retinila), tendo suas formas
metabolicamente ativas 0s seus correspondentes aldeido (retinal) e écido (&cido
retingico). Ja os carotendides séo convertidos em vitamina A, com diferentes graus de
eficiéncia, sendo o B-caroteno 0 que apresenta maior atividade bioldgica (Mahan;

Escott-Stump, 2002).

Os retindides e carotentides sdo compostos apolares e geralmente se encontram
associados aos lipidios, 6rgdos especificos ou proteinas de transporte, tanto nos
alimentos como em células vivas. No leite, o retinol se encontra associado com as
goticulas de gordura ou em micelas dispersas no meio aguoso (Fennema, 2000;

Schweigert et al, 2004).

O &cido retindico atua como um fator de crescimento e diferenciacdo em muitos
tecidos. Presente no plasma em concentragBes de nanogramas, a principal das acOes
biolégicas do acido retindico é habilitar os receptores de retindides na ativacdo da

transcrigcao de uma grande variedade de genes (Chen; Ross, 2004).
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Além das funcfes ja descritas que o retinol possui, a vitamina A desempenha
papel fundamental na visdo, pois € um dos componentes dos pigmentos visuais e
essencial para a integridade da fotorrecepgdo nos cones e bastonetes na retina (Mahan;

Escott-Stump, 2002).

Nos animais, tanto a caréncia severa quanto o excesso de vitamina A tém efeitos
teratogénicos e sdo associados a resultados desfavoraveis na gestagdo (OMS, 2001). A
deficiéncia de vitamina A altera a queratinizacéo das membranas mucosas que reveste o
trato respiratério, o canal alimentar e o trato urinério. Uma deficiéncia prolongada desta
vitamina pode produzir alteragbes na pele, cegueira noturna e xeroftalmia Outros
sintomas de deficiéncia da vitamina A so perda de apetite, inibicdo do crescimento,
anormalidades dsseas, queratinizagdo das papilas gustativas e perda do paladar

(Euclydes, 1997; OMS, 2001; Mahan; Escott-Stump, 2002).

Além destas fungdes, diversos estudos tém mostrado que a suplementacdo de
vitamina A reduz significantemente a mortalidade relacionada a0 sarampo e a
severidade desta doenga, pois 0s niveis plasmaticos desta vitamina reduz em infeccoes
agudas como sarampo, maléria, tuberculose entre outras doencgas (Enwonwu; Phillips,

2004).

2.1.2. Vitamina E

A vitamina E é norma mente denominada tocoferol e sua atividade no organismo

€ desempenhada pelo afa, beta, gama e deltatocoferol e os tocotriendis, seus

precursores naturais (Fennema, 2000; Mahan; Escott-Stump, 2002).

14



A forma principa da vitamina E € o alfatocoferol que funciona como o
composto lipossolivel de maior atividade antioxidante de lipoproteinas em tecidos
maméarios e plasma, envolvida na sintese de prostaglandinas e na inibi¢cdo da agregacéo

plaguetéria (Debier et al, 2002).

Em aimentos, outras fungbes fisiologicas tém sido atribuida a vitamina E,
agindo na prevencdo da oxidacdo de &cidos graxos poliinsaturados. A nivel celular,
protege as lipoproteinas e as membranas celular e sub-celular da deterioracdo por
catalisagdo de radicais livres, resultando na diminuigdo da integridade da membrana e
comprometendo a funcéo celular (Mahan; Escott-Stump, 2002; Yang et al, 2004). Esta
funcdo implica no desenvolvimento da patogénese de diversas doengas como cancer e

doencas inflamatérias (Debier et al, 2002).

A localizaggo da vitamina E dentro da membrana, formando um complexo com
acidos graxos poliinsaturados dos fosfolipidios, mostra que a vitamina E pode evitar o
desencadeamento das reagOes de peroxidacdo lipidica geradas pelos radicais livres,

particularmente em membranas ricas em lipidios poliinsaturados (Emekli et al, 2004).
A mais importante fungdo para o recém-nascido € a sua agdo como antioxidante
natural (Euclydes, 1997) no desenvolvimento do sistema imune bem como na

manutencdo do mesmo (Debier et al, 2002).

Yamauchi et al (2005) relata que, contrariamente ao conceito estabelecido na

literatura, o alfa-tocoferol tem falhado na protegdo contra doengas cardiovasculares em

15



humanos. Por ser considerado o mais abundante e biologiamente ativo antiaterogénico,
inibindo a oxidagdo do LDL-colesterol (Low Density Lipoprotein), pode atuar como
pré-oxidante, em um processo conhecido como peroxidacdo mediada pelo tocoferol.
Desta forma, ocorre a formagédo de radicais alfa-tocoferoxil que atuam na oxidacéo do

LDL-colesterol.

As propriedades da vitamina E de aliviar ou prevenir doencas respiratorias
fibrocistica, febre reumética, distrofia, toxemias em gravidez, aborto espontaneo e

esterilidade ainda n&o est&o bem esclarecidas (Mahan; Escott-Stump, 2002).

Em alguns mamiferos, como as vacas, baixas concentragdes plasmaticas de alfa
tocoferol no parto € considerado como um significante fator de risco parainfecgéo intra-

mamaria e mastite durante a primeira semana de lactacéo (Chawla; Kaur, 2004).

2.2. Importancia do Leite Materno

O leite humano de mées saudaveis € a forma mais segura e preferida de
alimentacdo para o recém-nascido. Contém uma Unica combinacdo de proteinas,
lipidios, carboidratos, minerais, vitaminas, enzimas e células vivas ja conhecidas, que
conduzem a beneficios imunoldgicos, fisioldgicos e econdmicos (Nascimento; Issler,

2003).

O leite materno ndo apenas fornece ao recém-nascido 0S nutrientes Necessarios,

como também, proporciona importante protecdo contra infecgdes. Além disso, ocorre

secrecd0 de varios tipos diferentes de leucdcitos, incluindo neutréfilos e macréfagos,

16



alguns dos quais sdo particularmente letais para bactérias que de outro modo, poderiam

causar infecgdes fatais em recém-nascido (Guyton; Hall, 2002).

Grande parte das mortes e problemas de salde que a crianca enfrenta no
primeiro ano de vida esta relacionada a alimentacdo. O desmame precoce, a introducéo
de aimentos complementares ou qualquer substituto do leite materno antes do quarto
més de vida da crianca, além das préticas inadequadas de alimentac&o aumentam o risco
de morbi-mortalidade (Euclydes, 1997; Borges; Philippi, 2003). A diminuicdo dos
niveis de vitamina A em criancas € principalmente devido a auséncia de aleitamento
materno nos sels primeiros meses de vida, sga aeitamento exclusivo ou
complementado, sendo a principal causa de cegueira permanente acompanhada de

morte nos paises em desenvolvimento (Dimenstein et al, 2003).

O recém-nascido quando amamentado ao seio, 0 sistema digestivo esta
devidamente preparado para receber e utilizar o leite materno. Por outro lado, quando a
crianca nasce prematuramente, ou recebe outro tipo de alimento diferente do leite
materno, fregqlentemente apresenta limitagdes ou dificuldades em graus variaveis,
dependendo do grau de imaturidade e de adequagdo ou inadequagé&o da alimentagéo

(Euclydes, 1997).

Quando se utiliza o leite de vaca para alimentar o lactente no lugar do leite
materno, 0s anticorpos presentes no leite de vaca costumam ter pouca importancia, pois
s80 normal mente destruidos dentro de poucos minutos no ambiente interno do recém-

nascido (Guyton; Hall, 2002). Além disso, a composi¢do do leite materno é adequada
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para fornecer energia e nutrientes necessarios nas quantidades adequadas e promover o

vinculo mée-filho (Mahan; Escott-Stump, 2002).

A World Health Organization (WHO) recomenda a pratica do aeitamento
materno exclusivamente por seis meses e a manutencdo do aeitamento materno

acrescido de alimentos complementares até dois anos de vida ou mais (OMS, 2001).

2.3 Variagao da composicao do leite materno

Mudancgas na composi¢éo dos solutos do leite sdo um mecanismo de relativas
atividades de sintese e transporte que ocorrem na glandula maméria. Durante a fase
inicial de secrecdo do leite materno, em torno de 24hs pos-parto, os niveis de sodio e
cloro diminuem enquanto a concentragdo de glicose no leite aumenta. HaA um bloqueio
feito pela célula epitelial do Itmem do alvéolo para o plasma, impedindo a passagem da
glicose, permitindo a passagem do sodio e potéssio do [umem para o espago intersticial

(Mcmanaman; Neville, 2003).

Durante as primeiras 48 horas ap0s 0 hascimento, na secre¢do do colostro, hAum
aumento nos niveis de lactoferrina e imunoglobulina A. Esta, protege contra infecgdes
enquanto a lactoferrina desempenha um papel no transporte de ferro e como
bacteriostatico/bactericida (Jackson et al, 2004). A concentracdo destas importantes
proteinas protetoras permanece alta, compondo mais de 10% do leite, quando entdo
caem rapidamente depois do segundo dia. Isto ocorre devido ao aumento do volume de

secrecdo de leite com consequente diluicdo dos mesmos (Mcmanaman; Neville, 2003).
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A coloracdo amarelada do colostro esta associada ao seu elevado contetdo de
carotendides, incluindo o a-caroteno, f3-caroteno e B-criptoxantina (Schweigert et al,
2004). Ele contém também proteinas e minerais, principalmente sodio, potéssio, cloro e
zinco e menos gorduras e carboidratos do que o leite maduro. O alto teor de anticorpos
facilita o crescimento de Lactobacillus bifidus no trato gastrointestina e guda na
eliminagdo do meconio (Nascimento; Issler, 2003). O colostro permanece em média até

0 4° ou 7° dia pés-parto.

Em torno de 72 horas pds-parto, h4 um aumento expressivo do volume de leite
concomitante com as taxas de sintese e/ou secrecdo da maioria dos componentes do
leite maduro, incluindo, mas ndo limitado, para lactose, proteinas (principalmente
caseina), lipidios, calcio, sodio, magnésio, potassio, citrato, glicose e fosfatos livres

(Nascimento; Issler, 2003).

Alguns autores relatam de fase inicial do leite de transigéo entre o 7° e 10° dia
pos-parto até o 25° dia. Nesta fase, ocorre decréscimo na concentracdo de
imunoglobulinas e proteinas e aumento nos niveis de lactose, gordura e no valor

energético até obtencdo de caracteristicas de leite maduro (Nascimento; Issler, 2003).

O leite maduro é uma mistura heterogénea consistindo de trés fraces: emulsdo
de glébulos de gordura, suspensdo de micelas de caseina e solucdo de componentes
hidrossolGveis (Nascimento; Issler, 2003). O leite inicial, chamado anterior, contém
menos gordura e o restante, leite posterior, que dura até o fina da lactacdo, € quatro

vezes mais gorduroso gque o anterior (Pons et al, 2000).
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Os lipidios no leite humano representam a maior fonte de energia para o
crescimento do bebé, além de excelentes reservas de vitaminas (Allen et al, 2001), e que
suprem as necessidades essenciais de vitaminas lipossolUveis e de écidos graxos

poliinsaturados (K oletzko et al, 2001).

Variacbes de componentes nutricionais do leite humano dependem do estégio
de lactacéo, periodo de alimentagdo, nutricdo materna, idade da mée, idade gestaciona
da crianga, e outros aspectos individuais e seletivos da lactante (Nascimento; Isder,

2003).

Os niveis de vitamina A e a-tocoferol sGo em geral maiores no colostro e
declinam significantemente durante as primeiras semanas de lactagéo, variando com o
estégio, com tendéncia decrescente até o fim da lactagdo (Bathe et al, 1999; Macias;
Schweigert, 2001; Debier et al, 2002; Schweigert et al, 2004). Na tabela 1 pode-se

observar o declinio das vitaminas lipossol iveis ao longo dalactacéo.

Tabelal - Vaores de calorias e vitaminas lipossol Gvei s nos leites materno e de vaca

Composicao do leiteem 100mL  Colostro Transicdo Maduro Vaca

Valor energético (Kcal) 57,0 63,0 65,0 65,0
Vitamina A (uQ) 151,0 88,0 75,0 41,0
Vitamina D (UI) - - 5,0 25
Vitamina E (mg) 15 0,9 0,25 0,07
VitaminaK (ug) - - 15 6,0

Fonte: Williams, 1997.

No Brasil, h& poucos estudos que reportam as diferengas vitaminicas nas trés

fases de lactagéo, especiamente no Nordeste. Os mais frequentes trabal hos encontrados
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na literatura se referem a outras espécies, como focas, vacas e éguas (Debier et al, 2002;
Mendonca et al, 2002; Schweigert; Gottwald, 1999), cuja variagcdo pode atingir entre

colostro e maduro.

2.4. Efeito do estado nutricional materno na gravidez e lactagéo

Todas as vitaminas s&0 fornecidas no leite materno, mas suas concentragoes
variam marcadamente de modo individual. A idade materna, a constituicéo fisica, o
estado nutricional, os antecedentes patol 6gicos individuais e hereditérios, as condicoes
genéticas, 0 contexto socio-econdmico e outras condi¢Bes influenciam o curso e o
resultado da gravidez e suas etapas seqlenciais (Low; Batista Filho; Souza, 2001;
Olafsdottir et al, 2001) podendo afetar a producéo de leite (Thell; Jorgensen; Jakobsen,
2004) e a conseqlente transmissdo de nutrientes e outros compostos de interesse

nutricional.

Maiores quantidades de vitaminas A, C, D, E, K, &cido fdlico e outras vitaminas
do complexo B s80 necessérias durante a gravidez (Martinez; Ortega, Andres, 1997) e
com freqUéncia, ocorre deficiéncia de calcio, fosfato, ferro e vitaminas (Guyton; Hall,
2002). Estudos realizados com animais e humanos confirmam gue o estado nutricional
materno é determinante direto do crescimento intra-uterino. A boa nutricdo da mée é
fundamental para assegurar a nutricdo e o perfeito crescimento e desenvolvimento do

filho (Euclydes, 1997).
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Se o0s elementos nutritivos apropriados ndo estiverem presentes na dieta da
mulher grévida, podem surgir vérias deficiéncias maternas. E também particularmente
importante a adicdo de vitamina D e vitamina A, para prevencdo de més formacoes
Osseas e hemorragia cerebral causada pelo processo de nascimento, respectivamente

(Guyton; Hall, 2002).

O estado nutricional materno durante a gravidez influencia na quantidade de
vitamina A produzida no leite materno (Martinez; Ortega, Andres, 1997). Estudos
recentes indicam que a quantidade de vitamina A no leite materno esta diretamente
relacionada com a dieta materna e menos controlada homeostaticamente (Strobel;
Heinrich; Biesalski, 2000). Uma alimentagdo que assegure um aporte adequado de
vitamina A é a maneira de responder as necessidades durante a gravidez e o periodo de

amamentacéo (OMS, 2001).

2.5 Stuacéo atual das gestantes no Brasil

De acordo com o Ultimo censo realizado no Brasil, a faixa etéria das mées de
maior percentua de nascimentos de criangas € entre 20 e 24 anos, representando cerca
de 31%. No Nordeste, este percentual chega a 33%. Nesta regido, também se observa
gue o segundo maior nimero de nascidos vivos compreende de 15 a 19 anos, sendo

superior as idades de 25 a 29 anos, como mostra atabela 2.
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Tabela 2- Percentual de nascidos vivos por faixa etéria materna no parto

L ocal I dade da mae na ocasido do parto
<15anos | 15-19 anos | 20-24 anos | 25-29 anos | 30-34 anos | 35-39 anos
Brasil 0,7 20,7 30,6 23,3 14,7 7,0
Nordeste 0,8 22,8 32,6 21,7 125 6,2
Pernambuco 0,7 219 32,7 231 12,8 6,1
RMR * 0,6 218 33,0 244 12,8 53
Recife 0,5 20,2 31,0 254 14,6 6,3

Fonte: IBGE, 2000.

* RMR- Regido Metropolitana do Recife

Os dados do Nordeste representam uma realidade ja bem registrada, pois é
crescente 0 nimero de casos de mulheres que tém filhos precocemente (Low; Batista
Filho; Souza, 2001). E um dado preocupante desde que gestacdes em qualquer extremo
etario do ciclo reprodutivo trazem problemas especificos. Uma gravidez na adolescéncia
traz varios riscos sociais e nutricionais, pois as demandas nutricionais sdo impostas a

um organismo em crescimento (Williams,1997).

Mundialmente, 0 consumo de vitaminas e minerais por adolescentes € bastante
deficiente, principa mente as vitaminas lipossolUveis e os minerais cdcio, ferro e zinco,
principamente nas mulheres (Paradowska, Trafaska; Grzybowski, 2000). A mae
adolescente tem que acrescentar suas proprias necessidades de crescimento as demais
necessidades impostas pela gravidez. Além disso, o nimero de gestacOes e os interval os
entre partos (ou gestagdes) influenciam enormemente as reservas nutricionais maternas
influenciando por ultimo na gravidez (Williams,1997). Porém, a suposi¢céo de que as
adolescentes grévidas precisam de um suplemento de nutrientes para suportar 0 seu

préprio crescimento tem sido questionada (M ahan; Escott-Stump, 2002).
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2.6 Necessidades nutricionais do lactente

O requerimento de vitamina A do lactente tém sido estimado com base na
composicdo do leite materno e no volume diario médio do leite ingerido, que gira em
torno de 750mL. Entretanto, no auge da lactagéo (2° e 3° més) a mée pode produzir

diariamente 1500mL de leite (Guyton; Hall, 2002).

A reserva de vitamina A do recém-nascido € varidvel em funcdo do estado
nutricional e da idade gestacional da mée, e dependendo da alimentacéo, essa reserva
pode aumentar rapidamente no periodo neonatal (Euclydes, 1997). Além disso,
vitaminas e outros nutrientes sdo repassados ao bebé exclusivamente via leite materno

(OMS, 2001).

N&o existem evidéncias de que a deficiéncia de tocoferol possa se desenvolver
em lactentes. Porém, deve-se suspeitar da deficiéncia nos lactentes com ma absorcéo de
gordura. A deficiéncia de vitamina E em prematuros pode causar varias doengas como:
anemia hemolitica, retinopatia, displasia broncopulmonar, hemorragia paraventricular e
intraventricular, desordens neurologicas e anormalidade da fungdo plaquetaria
(Euclydes, 1997). Na tabela 3 estdo ilustrados os niveis médios de vitaminas

lipossol iveis necessérias ao crescimento da crianca.
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Tabela 3- Necessidade nutricionais para criangas de 0-1 ano.

Vitaminas lipossolUveis 0 — 6 meses 7 meses - 12 meses
Vitamina A (LgRE, retinol equivalente) 375 400
VitaminaD (ug) 5 5
Vitamina E (mg) 2,7 2,7
VitaminaK (ug) 5 10

Fonte: WHO (2002)

No recém-nascido, a absor¢cdo da vitamina E é varidvel e influenciada por
multiplos fatores, sendo os mais importantes a idade gestacional e os componentes da
dieta. Quanto a vitamina A, a presenca de lipases estimulada pelos sais biliares no leite
contribui para a hidrdlise dos ésteres de retinila, favorecendo a liberacdo e a absorcao.

(Euclides, 1997).

Quando néo é possivel aamamentacdo ao seio, pode-se recorrer a bancos de leite
para suprimento das necessidades do bebé. A doacdo de leites das mées nos bancos de
leite humano é de fundamental importancia a salde do bebé, principamente para o
cuidado e tratamento de bebés prematuros e com baixo peso ao nascer, recém nascidos

doentes ou com alguma doenca infecciosa severa (Goes et al, 2002).

Atualmente ja é consenso que 0s nutrientes provenientes do leite materno
geramente atingem o requerimento da crian¢a, com baixa probabilidade de deficiéncia
ou excesso (Jackson et al, 2004). Porém, como ja mencionado, a secrecdo destes
nutrientes esta relacionada a diversos fatores, sendo questionavel assegurar que as

necessi dades nutricionais dos bebés estdo sendo supridas.
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2.7 Métodos de manipulagdo da composi¢ao vitaminica do leite e seus efeitos

Em situagbes de pobreza e nas regides onde os alimentos com alto teor de
vitamina A s80 raros e caros, recomenda-se fornecer suplementacdo de vitamina A
durante a gestacdo, respeitando a posologia e a frequéncia de administracdo (OMS,
2001). Em mulheres desnutridas com peso muito reduzido, aém daguela com gestactes
multiplas, ou quando a vitamina A no leite é baixa, a suplementagdo materna com

pequenas doses de vitamina A pode ser necessé&ria (Williams, 1997; Allen et al, 2001).

A recomendacdo de suplementacdo de vitamina A para maes na gestacdo e
lactacdo é questionavel em fungdo dos resultados conflitantes (Rice et al, 2000).
Olafsdottir et al (2001) suplementaram 77 maes lactantes com 6leo de figado de
bacalhau e compararam seu efeito na dieta materna e na composicdo do leite.
Concluiram os autores que hd uma relacdo entre o contelido de vitaminas A e E no leite
e a dieta materna. Além disso, observaram que a recomendacdo de vitaminas
lipossoliveis para a mée lactente pode ser mais facilmente atingida com a

suplementacdo com 6leo de bacalhau do que com a dieta habitual.

Entretanto, Gossage et al (2002) suplementaram a dieta de 21 mées entre 19 e 39
anos com beta-caroteno e ndo obteve resultado significante entre o grupo placebo e o
suplementado. Resultados semelhantes foram obtidos anteriormente por Canfield et al
(1997) onde ndo houve mudanca significante nos niveis de retinol e a-tocoferol sérico e

no leite materno, apds suplementacdo com beta-caroteno.
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Além disso, em outro estudo, Gossage et al (2000) também analisaram o efeito
da suplementac&o de beta-caroteno em lactantes e verificaram que a mesma néo afetou a
producdo de linfécito T em resposta & fitohemaglutining, ndo apresentando funcéo

imunocompetente.

Estudos recentes mostram que suplementando vitamina E na dieta materna,
incrementou o contetido de alfa-tocoferol da fracdo lipidica do plasma de vacas leiteiras,
com consequiente repasse ao leite. A associagéo do tocoferol com a membrana globular
lipidica do leite é considerada o principal determinante da estabilidade oxidativa do leite

(Yang et al, 2004; Havemose et al, 2004).

Desta forma, a partir da avaliagdo nutricional das mées e do padréo de ingestéo
alimentar de vitaminas pode ser necessario recomendar uma suplementac&do pontual de

vitaminas assegurando assim o aporte energético e nutricional dos lactentes.

2.8 Métodos de andlise de vitaminas

A andlise de vitaminas pode ser feita por espectrofotometria e mais recentemente
por cromatografia. (Strobel; Heinrich; Biesalski, 2000). Esta técnica mostra-se vantajosa
devido a sua sensibilidade, seletividade, rapidez e seguranca na determinacdo de
vitaminas lipossoltveis em alimentos e fluidos bioldgicos (LIedo; Vera; Andrés, 2001,
Gomis, Fernandez, Alvarez, 2000). A técnica mais freglentemente usada para
determinacdo simultdnea de vitaminas lipossolUveis é a High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) ou também chamada de CLAE (Cromatografia Liquida de

AltaEficiéncia) (Escrivaet al, 2002).
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O HPLC emprega pequenas colunas recheadas com materiais especiais,
constituindo-se a fase estacionéria, e umafase movel que é eluida sob altas pressdes, em
fluxo e comprimento de ondas (L) definidos, de acordo com caracteristicas dos
compostos. Mostra capacidade de realizar separagfes e andises quantitativas de varias
substéncias em diversos tipos de amostras em poucos minutos, com ata resolucéo,

eficiéncia e sensibilidade (Collins, Braga; Bonato, 1990).

O HPLC tem sido aplicado com sucesso na separacdo de vitaminas lipossolUveis
em solucdo padrdo, formulas farmacéuticas (Paulo et al, 1999), soro humano (Khachik
et al, 1997; Po; Ho; Gong, 1997), produtos animais (Qian; Sheng, 1998; Véaananen et al,
2000) e outras amostras dimenticias (Wielinski; Olszanowski, 1999) pela
confiabilidade, simplicidade e rapidez do método (Qian; Sheng, 1998). Além disso, as
determinacdes isoladas de vitamina A e E por HPL C constitui-se base do método oficial
(AOAC,1998). Entretanto, mais recentemente, sistema para determinagdo simulténea de
vitaminas A, D, D3, E e K em leites (Blanco; Fernandez; Gutierrez, 2000), tem sido
vantajoso em relagdo a detecgdo e quantificacdo isoladas dos compostos com funcéo de
vitaminas A e E (Paixdo; Stamford, 2002; Paixdo; Campos, 2003; Paix&o; Stamford,

2004).

A utilizagdo do HPLC é também eficaz em matrizes lacteas fluidas (Zamarrefio
et al, 1996; Manzi; Panfili; Pizzaferrato,1996; PO, Gong; Ho, 1997; Hewavitharang;
Bkakel, 1998; Escriva et al, 2002) e em po, achocolatados, a base de leite de soja

(Paix&o; Stamford, 2002) e em formulas infantis (Hurtado et al, 1997; Corbella et al,
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1999; Rodrigo et al, 2002; Mendoza et al, 2003; Paixdo, Campos, 2003; Heudi;

Trisconi; Blake, 2004).

A separacdo das vitaminas lipossoluveis da matriz lactea é procedida pela
extragcdo das mesmas com solventes apolares (Hewavitharana, Brakel; Harnett, 1996;
Lledd; Vera, Andrés, 2001), com prévia saponificacdo com KOH etandlico
(Tanumihardjo; Penniston, 2002) ou metandlico (Gong; Ho, 1997; Widlinski;
Olszanowski, 1999; Vaananen et al, 2000) e a seguinte reconstituicdo em fase movel
(Gong; Ho, 1997; Paixdo;, Campos, 2003; Paixdo; Stamford, 2004). As andlises
quantitativas de retinol e a-tocoferol geralmente utilizam detecgdo de UV na faixa de
313 a 328nm para retinol e 292nm, para o afatocoferol, correspondendo ao

comprimento de onda (A) maximo.

As andlises de vitaminas s@o de grande interesse na avaliacdo de varias
desordens bioquimicas e nutricionais e contribui para assegurar adegquacdo nutricional.
Recentemente, um grande nimero de fontes ou matrizes tém sido estudados para o
desenvolvimento de métodos adequados para andlise de vitaminas lipossolUveis em

alimentos (Blanco; Fernandez; Gutierrez, 2000; De Vries; Silvera, 2002).

O HPLC pode ser utilizado com diferentes sistemas de detecgdo. Para
determinacdo de vitamina E, detectores de fluorescéncia séo geralmente usados, pela
sua alta sensibilidade e seletividade. Entretanto, a absorbancia em ultravioleta pode ser
preferida por permitir determinagdo simulténea de outras vitaminas lipossol Uveis, sendo
mais freqlientemente usada (Eldin et al, 2000; Lledo; Vera;, Andrés, 2001; Paixao;

Stamford, 2004). Outros sistemas de detecgdo, como arranjo de diodo e espectrometria
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de massa podem ser utilizados com as vantagens de deteccdo com simulténeos
comprimentos de onda monitorando desta forma, isdbmeros e interferentes em matrizes
complexas (Paix&o; Stamford, 2002; Paix&o; Stamford, 2004; Heudi; Trisconi; Blake,

2004).

Um estudo redizado por Paixd e Campos (2003), obtiveram taxas de
recuperacdo superiores a 67% em matrizes lacteas liquidas na quantificacdo de
vitaminas A e E. Neste estudo, fixou-se outro tempo de saponificagdo, de 3 ou 6 horas.
Ta metodologia mostra-se vantgjosa em relagdo ao método oficial, devido reduzir o
tempo de saponificagdo 12 horas para 3 ou 6 horas, e assim reduziu o tempo de
exposicao das vitaminas, por tratar a amostra sem influxo de nitrogénio, como propde o

método oficial.

Para prevenir aisomerizagdo e oxidacao das vitaminas durante a saponificacéo, é
necessario selecdo e adicdo inicial de antioxidantes que podem ser o &cido ascorbico ou
butilhidroxitolueno (BHT) (Qian; Sheng, 1998; Lledd; Vera; Andrés, 2001), pelo pré-
condicionamento da coluna de silica com a-tocoferol (Hewavitharana, Bkakel, 1998) e
com remocao do oxigénio por nitrogénio (Véaananen et al, 2000). Vé&rios trabalhos tém
reportado o uso do pirogalol como agente antioxidante. O pirogalol é solivel em
solventes polares e ndo-polares apresentando vantagens entre os outros antioxidantes,
pois o BHT é soltvel em solventes ndo-polares e 0 acido ascorbico sdo solUvels apenas
em solventes polares. Além disso, a auséncia de pirogalol proporcionou baixa

extratibilidade e alta variabilidade (Paixdo; Campos, 2003; Paix&o; Stamford, 2004).
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O modo usua de construcdo de curvas de padrfes é através de pools, para 0s
métodos simulténeos de quantificacdo, enquanto o procedimento de injecéo pode seguir
ordem crescente de concentracdo e alternativamente aleatorizar os pontos (pools) e
repeticdes, de modo que ambos procedimentos conduzem a quantificagdo segura pela
equacdo da reta obtida, plotando-se area versus concentragdo. A adicdo de padréo
interno serve para corrigir oscilacbes em areas, decorrente do sistema cromatogréfico

(Collins, Braga; Bonato, 1990; Paix&o; Campos, 2003; Paix&o; Stamford, 2004).
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3. OBJETIVOS

- Mensurar as vitaminas A (retinol-trans) e E (afatocoferol) no leite materno em
doadoras primiparas e multiparas;

- Comparar os niveis destas vitaminas no leite materno em distintas fases (colostro,
transicdo e maduro);

- Avdiar o efeito da alimentagdo materna sobre os niveis de vitaminas A e E no leite.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Qujeitos

Uma amostra total de 18 mées voluntérias foi selecionada de acordo com o local
de residéncia, idade, nimero de gestacdes, gestacdo de um Unico concepto e auséncia de
doencas cronicas durante a gestagdo. Do total, 50% foram categorizadas em méaes
primiparas e 50 % em multiparas, com idades entre 16 e 45 anos gque apresentassem

producdo de leite excedente, isto & suficiente para coleta sem comprometer a

alimentac&o do recém-nascido.

As caracteristicas das méaes participantes estdo ilustradas no questionério de
identificagdo das mées (Anexo A). Todas as mées foram orientadas quanto aos
procedimentos da pesguisa e utilizagdo dos dados das mesmas, as quais assinaram o
termo de consentimento (Anexo B). Todas se apresentavam aparentemente saudaveis,
ndo fumantes, ndo-diabéticas e sem complicacbes na gravidez. As maes foram
guestionadas sobre a freqiiéncia de consumo de alimentos tradicionalmente fonte de

vitaminas A e E, separados por grupos, conforme discriminados no Anexo A.
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4.2 Selegéo e caracterizagéo da amostra

As amostras de leite colostro foram obtidas a partir de mées residentes na Regi&o
Metropolitana do Recife internadas na Maternidade da Encruzilhada (CISAM) e
Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os leites
de transicdo e maduro foram coletados nas residéncias das participantes. O volume de
leite coletado variou de 10 a 25mL, para cada fase (colostro, transicdo e maduro), de
ambas as mamas por ordenha manual e/ou mecanica e acondicionadas em recipientes de
vidro previamente esterilizados. Em seguida, foram armazenados sob refrigeracéo a +

5°C permanecendo resfriados até no méaximo 48 horas até a extracdo das vitaminas.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesguisa de
Pernambuco do Hospital das Clinicas e Maternidade da Encruzilhada.

4.3 Procedimento de extracdo das vitaminas

As amostras foram processadas no Laboratorio de Experimentacdo e Andlise de
Alimentos (LEAAL), no Departamento de Nutricdo da UFPE. As vitaminas A e E
foram determinadas segundo a modificagcdo do método oficial da AOAC (Association
Official of Analytical Chemistry) (1998), descrita por Paixdo & Stamford (2002) e
Paixdo & Campos (2003). Na extracdo, tomou-se 25mL das amostras pré-aquecidas a
40°C por 30 minutos em banho-maria. Adicionou-se 50mL de KOH-metandlico a
20%pl/v e pirogalol a 1%p/v, permanecendo por 3h para saponificar em frascos
Erlemeyers, protegidos da luz e oxigénio. Apds a saponificacdo, a re-extracdo das
vitaminas foi obtida adicionando-se 100mL (50+50) de éter etilico/ éter de petréleo
20%. Lavou-se com agua destilada até obtencédo de pH neutro, concentrou-se em um
evaporador rotatorio e redissolveu-se 0 extrato em 5mL de éter de petrdleo e evaporou-
se novamente o extrato, em banho-maria. Redissolveu-se em 10mL de etanol
espectrocopico e filtrou-se em fluorpore 0,45 pum. Os extratos foram estocados em

vidros &mbar, devidamente tampados e etiquetados em freezer, por no méaximo 48horas.
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4.4 Condic¢des cromatograficas

A coluna cromatogréfica utilizada foi a de fase reversa SPHERISORB-ODS 150
x 3,2 mm di, ¢ 5um e fase movel 100% metanol (grau cromatografico) a um fluxo de
0,5mL/min. A corrida cromatogréficafoi de 8,5 minutos, no qual o primeiro cana (até 5
minutos) o eluato foi lido a 325nm e a partir deste a 292nm, que corresponde
respectivamente a méaximos de absor¢do das vitaminas A (retinol-trans) e E (afa
tocoferol). O segundo canal, monitorou as amostras em um comprimento de onda fixo
de 265nm para estabel ecimento das razdes de absorbancia do Améximo/A265, conforme

originalmente descrito por Paixdo & Stamford (2002) e Paixdo & Campos (2003).

4.5 Equipamento

Na Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental (DQF- UFPE)
utilizou-se o equipamento de HPLC (bomba da Waters e injetor Rheodyne) acoplado a
detector de UV, com programa de comprimento de onda (1) de 325nm para o retinol-

trans e 292nm para o afa-tocoferol.

4.6 Sstema de quantificacéo

As curvas de calibragdo foram obtidas a partir de solugdes padrbes estoques
individuais de cada vitamina preparadas por diluicdo do padrdo em etanol grau
espectroscopico. As concentragdes finais obtidas foram 2.5, 5.0, 10.0, 25.0, 50.0 e
100ug/mL para retinol-trans, 25.0, 50.0, 100.0, 250.0, 500.0 e 1000ug/mL para afa
tocoferol enquanto utilizou-se um valor fixo de 25ug/mL para o padréo interno (acetato
de retinila). Os pools obtidos foram injetados no equipamento de HPLC no modo
pontual, respeitando a ordem crescente de dilui¢éo, e no modo aleatdrio para respectivas

concentragoes.

A quantificacdo de retinol-trans e de afa-tocoferol foi obtida por trés sistemas
de quantificacdo: modo crescente de concentragbes e aeatorio, aleatorizando

concentragoes e repeticdes e por Ultimo no modo padrdo interno, com adicdo de acetato
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de retinila. Para conversdo das éreas obtidas, estimou-se a concentracdo das vitaminas

estudadas através da aplicacdo das equacdes de reta ilustradas nos quadros abaixo.

Modo crescente de concentragtes

Composto Equacéo R
Retinol Y=101.049 + 313.433 X 0.9997
Alfa-tocoferol Y=64.657 + 16.811X 0.9998

Modo Aleatorio

Composto Equagéo R
Retinol Y=132.289 + 317.916 X 0.9998
Alfa-tocoferol Y=75.962 + 17.247 X 0.9998

Padrdo interno

Composto Equacdo R
Retinol Y=0.002564 + 0.05431 X 0.9991
Alfatocoferol | Y=0.01388 + 0.0295 X 0.9992

4.7 Andlise estatistica

As comparagOes estatisticas dos dados das vitaminas foram tratadas por
diferencas entre médias pelo teste “t” de student quando foram atingidos os critérios de
normalidade. Quando um destes critérios ndo foi obtido, procedeu-se a comparacéo
inter-grupos pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. Na comparacdo de mais de
duas médias, utilizou-se a andlise de variancia uma via, aplicando-se o teste de Sheffé
“a posteriori”. O nivel de significancia adotado foi de 5% para a rejeicdo da hipbtese
de nulidade. Os dados foram apresentados como meédia + desvio-padréo nos distintos
grupos caracterizados. Os demais dados foram tabulados graficamente pelo programa
Excel e os testes estatisticos foram realizados pelo SPSS Versdo 12.1.
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5. RESULTADOS e DISCUSSAQ

5.1 Perfil socio-econdmico das doadoras

A maioria das maes estudadas tinha entre 20 e 25 anos, seguido das maes
adolescentes com 0 mesmo percentual de maes com idade entre 30 e 34 anos (Tabela 4).
A média de escolaridade das mées foi 7.7 anos e tinham em meédia 1.9 filho. Resultados
similares foram encontrados por Gigante, Victora e Barros (2000) em um estudo de
coorte no Rio Grande do Sul.

Tabela 4 - Perfil das mées estudadas (N=18)

Variaveis N %
Idade
16 a 19 anos 5 28
20 a24 anos 6 32
25a29 anos 1 6
30 a 34 anos 5 28
35 a39 anos 1 6
Educacéo mater na (anos completos)
0-4 2 12
5-8 44
9 ou mais 8 44

NUmero defilhos + Recém nascido

Nenhum - -
Um 9 50
Dais 4 22
Trés (ou mais para areferéncia) 5 28
Tipo de parto

Normal 11 61
Cesariana 7 39
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Embora, quando comparou-se os dados de idade das mées doadoras, variou-se
mais de 10 unidades percentuais nas categorias, maes abaixo de 20 anos e acima de 30

anos, diferindo notadamente daquelas do sul do pais (Weiderpass et al, 1998).

Os partos normais foram superiores aos de cesariana representando mais de 60%
dos nascimentos, similares tanto no estudo readlizado como no de Weiderpass et al
(1998), os quais compararam aincidéncia de amamentacdo conforme o tipo de parto. Os
resultados encontrados mostraram que ndo houve diferenca nas incidéncias de
amamentacdo conforme o tipo de parto, condizente com outros estudos ja realizados no

Brasil.

De acordo com atabela 5, a média de idade, escolaridade e percentual de estado
civil casada foram inferiores aos resultados encontrados por Chapman et al (2001),
tanto em primiparas quanto nas multiparas. Em ambos trabalhos, observou-se que as
multiparas tém mais idade e menos escolaridade. O percentual de criangas do sexo
masculino do encontrado por Chapman et al (2001) foi maior nas primiparas enquanto

neste trabalho este percentual foi maior em multiparas.

Tabela 5- Caracteristicas das mées estratificadas segundo o grau de paridade

Chapman et al (2001) Presentetrabalho
Variave's Primiparas | Multiparas | Primiparas | Multiparas
(n=14) (n=15) (n=9) (n=9)
|dade (anos) 309+3.0 336+4.1 21.3+47 27.3+7.0
Educagéo (em anos) 165+27 144+19 96+29 59+18
Casadas (%) 92.9 80.0 44.0 33.0
Sexo do bebé (% masc.) 64.3 46.7 44.0 67.0
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Mendoncga et al (2002) observaram que a média de producdo de leite das vacas
gue amamentaram fémeas ndo diferiu das que amamentaram machos, n&o variando a
producdo de leite em funcdo do sexo. Gigante, Victora e Barros (2000), evidenciaram
gue as mées com 20 anos ou mais e as multiparas amamentaram seus filhos por mais
tempo, cuja média de escolaridade foi de 6.8 anos e que nd houve diferenca

significativa no periodo de amamentagdo e na escolaridade materna.

Dimenstein et al (2003) ndo obtiveram, para tal comparagcdo (multiparas e
primiparas) correlacdo entre escolaridade e os niveis de retinol, exceto sob condi¢les de

extrema pobreza. Os dados das mées podem ser melhor visualizados nafigura 1.

4 )
80,0
70,0 _
60,0 _ ﬁ o ldade (anos)
m Educacéo (anos
50,04 Géo (anos)
0 Estado civil (%)- solteira
40,0 0 Estado civil (%)- casada
W Sexo do bebé (%)- Fem
30,0
I Sexo do bebé (%)- Masc
20,01 n W Tipo de parto (%)- Nomal
0 Tipo de parto (%)- Cesariana
10,0
0,0
Primipara Multipara
\Q _/)

Figura 1- Perfil das doadoras de acordo com o nimero de gestagdes prévias.
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No Brasil, existem poucos estudos publicados relacionando a condicéo
socioecondmica materna e dos indicadores de sallde sobre os niveis de vitamina A no

colostro (Dimenstein et al, 2003).

5.2 Mensuragao de vitaminas nos leites de diferentes fases

A figura 2 mostra a diferenciacéo basica entre leite colostro, transicdo e maduro
nos trés modos de quantificacdo. N& houve diferenca significativa nestas
concentragdes a0 se comparar os dados por diferentes modos de injecdo e de
quantificacdo. O modo de injegdo do mais diluido ao concentrado (ordem crescente de

concentracdo) foi o escolhido para apresentar os demais resultados.

Concentracdo em 1 oo

pg/dL
800
Cretinol 600
il tocoferol
400
C = Colostro 200
T = Transicéo
M= Maduro Injecéo Injecdo de modo Padréo
Aleatéria crescente interno

T 2

Figura 2 - Niveis de retinol e tocoferol em leite de distintas fases

Houve declinio nos niveis das vitaminas A e E ao longo da lactacdo (figura 3),
correspondendo aos dados publicados por Macias & Schweigert (2001), que além destas
vitaminas reduziu também os niveis de carotendides polares e apolares (Schweigert et

al, 2004).
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Em espécies como o homem, bovino, focas e outros animais, um acumulo de
vitaminas lipossolGveis no colostro pode ser observado (Schweigert; Gottwald, 1999).
De um modo geral, a mudanca de fase do leite reduz o nivel de tocoferol mais
acentuadamente do que o retinol (figura 3). O percentual de reducéo do tocoferol, de
colostro para maduro, atingiu 70%. Este decréscimo ndo € sO encontrado no leite
humano. Macias e Schweigert (2001) relatam que dados similares sdo também

encontrados em outras espécies (Tabela 6).

—&— Retinol Primipara

—— Retinol Multipara
Tocoferol Primipara

—<— Tocoferol Multipara

—

Colostro Transicao

Figura 3- Comportamento de declinio dos niveis de vitaminas no periodo inicial da

lactagéo

O colostro € particularmente rico em retinol, mas durante o primeiro més os
niveis de vitamina A declinam rapidamente para menos que a metade (Ross; Harvey,

2003). Resultados semelhantes foram encontrados para retinol, porém, ndo
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ultrapassando 50%, exceto na transicdo de colostro para maduro (67%) nas multiparas

(Tabela6).

Tabela 6 - Concentragfes de vitaminas A e E segundo grau de paridade

Fasesdo leite Primiparas (n=9) Multiparas (n=9)
(30 diasde Concentragdo (*) % | Concentracdo (*) %
lactacéo) (ng/dL) CV(%) | reducéo (ng/dL) CV(%) | reducéo
Retinol
Colostro 179+57°2 32 - 334+142° 42 -
Transicéo 109 + 64° 59 39 208+ 122" 59 35
Maduro 89+ 18" 21 50 116+ 38°¢ 32 65
Tocoferol
Colostro 1293+ 701°¢ 54 - 1335+ 906 ° 68 -
Transicéo 418+ 226 ¢ 54 68 367+98¢ 27 72
Maduro 368+ 48¢ 13 71 412+ 82" 20 69

Concentracéo em Média+ DP. Dados em duplicatas.

(*) Percentual de reducéo em relagéo ao colostro.

Houve diferenca significativa (p<0,001) das vitaminas A e E entre primiparas e

multiparas em todas as fases de lactagdo estudadas, exceto para o tocoferol do colostro.

Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre retinol e tocoferol de primiparas e

tocoferol de multiparas ao passar de transicdo para maduro. Letras diferentes na mesma

linha diferem significativamente (Tabela 6).

As multiparas apresentaram o dobro de retinol no colostro em relagdo as

primiparas, 90% a mais no leite de transicéo e 30% a mais no leite maduro (Tabela 6).

No tocoferol, as primiparas apresentaram maiores niveis nos leites colostro e transi¢éo,
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exceto no leite maduro (figura 3). Ndo ha dados na literatura que fagam distin¢éo de

vitaminas em func&o da paridade, estratificando as distintas fases.

Nafigura 3, pode-se visualizar o decréscimo das vitaminas ao longo da evolucéo
da lactacdo no periodo estudado. Embora a literatura afirme que ha um declinio na
concentragdo das vitaminas ao passar de uma fase para outra (Tabelas 7 e 8), nas
multiparas, o leite de transi¢do ao passar para leite maduro houve um aumento de 17%
no tocoferol, igual ao encontrado por Schweigert & Gottwald (1999), apesar de que n&o
foi verificado o mesmo fato no retinol consistindo a hipétese de reducdo até o
estabelecimento do leite maduro. Na fase de colostro e transicdo, o leite ainda est4
passando por modificagbes na sua composicdo, tendendo manter estabilidade até
obtencdo de um leite mais estavel, que pode ou ndo persistir ao longo da lactacéo. Este
fato pode ser comprovado pela reducdo do coeficiente de variagdo, em ambas as
vitaminas, a medida em que o leite torna-se maduro, caindo de ~50% para ~20% de
variabilidade, indice aceito comumente na avaliacdo de amostras por HPLC (Paix&o;

Campos, 2003; Paixao; Stamford, 2004).
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Tabela7 - Niveis de retinol (ug/dL) em varias amostras de leites em distintas fases

Referéncias Local dapesquisa Colostro Transicéo Maduro
Nosso estudo Brasil 256.92 £ 132.34 158.54 + 108.21 102.69 + 32.40
Schweigert et al (2004) Alemanha 153.01 + 72.36 - 82.94 + 32.03
Dimenstein et al (2003) Brasil 93.10+51.10
Goes et al (2002) Brasil - - 43.19 + 25.60
Segura & Alquinta (1993) Espanha - - 60.00
Rice et al ( 2000) Bangladesh - 40.33 -
Schweigert & Gottwald (1999) * Alemanha 1270.00 + 390.00 990.00 + 320.00 710.00 + 360.00
Macias & Schweigert (2001) Cuba 102.00 + 56.00 50.00 + 21.00 33.00 £+ 14.00
Olafsdottir et al (2001) Isléndia - - 61.80 + 3.50
Martinez; Ortega; Andrés (1997) Espanha - 79.80 + 27.20 67.30 = 28.70

* Em éguas. Os demais foram em leite humano.



Tabela 8-Niveis de tocoferol (ug/dL) em vérias amostras de |eites em distintas fases

Referéncias Local de pesquisa Colostro Transicéo Maduro
Nosso estudo Brasil 1313.94 + 798.66 39253+ 17357 389.86 + 69.84
Schweigert et al (2004) Alemanha 2197.30 + 1466.30 - 567.60 + 219.30
Ortega et al (1998) Espanha - 163.40 + 56.76 94.60 + 30.96
Segura & Alquinta (1993) Espanha - - 520.00
Schweigert & Gottwald (1999)* Alemanha 83.40 + 16.40 33.80+5.70 39.50+6.70
Olafsdottir et al (2001) Islandia - - 414.40 + 20.10

* Em éguas. Os demais foram em leite humano.



Os dados sumarizados nas tabelas 7 e 8 sugerem que dados obtidos neste
trabalho sdo de certa confiabilidade pela magnitude de variagdo, entretanto, fatores
determinantes de variagdo ndo estdo explicitados suficientemente nos trabahos

apresentados.

Olafsdottir et al (2001) que obtiveram uma média do contetido de vitamina E de
414ng/dL de leite materno maduro, nos dois primeiros meses de lactacdo, cujo dado €
superior que aos 4 meses de lactacdo, evidencia que hd uma tendéncia de diminuigdo ao
longo da lactagdo, devido mecanismos pouco esclarecidos e diferenciado inter e

intraespecificos.

A concentracdo de vitamina E encontrada em focas por Debier et al (2002) foi 8
vezes maior no colostro do que no leite maduro. Os autores relatam também que a
concentracdo de tocoferol em focas pode ser de 4 a 90 vezes superior ao leite humano e

de vaca

Elevadas concentragdes de tocoferol no colostro séo recomendadas para fornecer
rapidamente um poderoso antioxidante para o recém-nascido, que esta susceptivel ao
estresse oxidativo, resultante da transicdo abrupta de um meio com baixa pressdo de

oxigénio paraum meio com elevada pressao de oxigénio (Debier et al, 2002).
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Os dados sumarizados na Tabela 9, indicam que, os valores obtidos refletem
pequena variabilidade entre os sistemas de injegdo dos padrdes, cujos valores sdo
compativels aos obtidos por Paixdo & Stamford (2002). Através deste estudo permitiu-
se rastrear os valores de Uabs, como elemento de validacéo interna do experimento

desde que ndo se dispds de amostras suficientes par obter taxas de recuperacéo.

Tabela 9 - Razéo de Absorvancia entre A méximo e A fixo e tempo de retencdo ajustado

(tR’) em padrdes e amostras de leite humano

Uabs tR' Uabs tR'
A 325/265nm  retinol-trans ) 292/265nm  o-tocoferol

Todas as maes

Minimo — Maximo 6.93-11.94 1.78-211 400-10.25 5.75-6.78

Média+ dp 10.26 £0.69 1.90+0.06 6,67 £ 1.54 6,31+ 0.33
Padr desinjetados

aleatoriamente

Minimo — Maximo 9.43-13.00 6,66 — 11,00

Meédia+ dp 9.98+0.84 1.72+0.01 852+ 094 5.67 £0.09

Padr desinjetados em

ordem crescente

Minimo — Maximo 9.56 - 12.50 6.40 — 10.00

Meédia+ dp 10.04 +0.63 1.77+0.08 8.39+ 0.87 5.67 £ 0.09

* Dados obtidos em duplicatas de leites de mesma doadora em diferentes fases
** Dados dos padrfes obtidos em triplicatas de 6 pool distintos, variando
proporcionalmente 1:10 massa/massa de retinol e de tocoferol.

5.3 Efeito da alimentacéo sobre os niveis de vitaminas A e E no leite humano

Olafsdottir et al (2001) utilizou em seu estudo o método recordatorio de ingestéo
dietética de 24 horas para investigar o efeito da ingestdo durante um curto periodo de
tempo. Os autores relataram que este método € 0 mais conveniente e menos estressante

para a mée lactante, mas tem a desvantagem de que necessariamente ndo reflete a média
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de ingestéo alimentar do participante, pois o dia avaliado pode ser um dia atipico. Para
minimizar este efeito, sugeriu questionar sobre a frequéncia da ingestéo e os hébitos
usuais. Neste estudo, foi levado em consideracdo o habito aimentar da mée, com

freqliéncia semanal ou esporadica, conforme descrito a seguir.

De acordo com o inquérito aimentar geral (item 3 do Anexo A) avaliou-se 0
consumo de varios grupos de alimentos ja descritos anteriormente. Para melhor
avaliarmos os hébitos aimentares, os conceitos “nunca”, “as vezes’ e “1 vez por
semana” foram consolidados e representados como “< lvez por semand’ ; “2 vezes por
semana”’ foi considerado com a mesma nomenclatura e “3 vezes por semana’ e
“diariamente”, como “> 3vezes por semana”’. As figuras 4a a 4e sintetizam os resultados

diferenciados entre primiparas e multiparas.
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—e— primipal

< Ix/sem 2x/s

Figura 4a - Freguéncia de consumo de figado e visceras

0% - ¢
< 1x/sem 2x/s

Figura4b - Freqiiéncia de consumo de leite, queijo, ovo



—e — primiparas

< 1x/sem 2x/sem

Figura 4c - Freqiiéncia de consumo de carne bovina, aves e peixes

< 1x/sem 2x/sem

Figura4d - Freqiiéncia de consumo de cenoura, pimentdo e abobora

< 1x/sem 2x/sem

Figura 4e - Freqiiéncia de consumo de margarina, manteiga e 6leo
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De acordo com a figura 4a, o consumo de alimentos de origem animal fonte de
vitamina A, como figado e visceras foram mais freqliente nas multiparas que nas
primiparas. Nestas, o indice de abstencdo do consumo foi quase 90% nas primiparas.
Sabe-se gque alimentos como o figado sdo ricos em vitamina A e sdo recomendados
durante a gravidez e lactacdo, podendo, se necessario, ser suplementado (Martinez;
Ortega; Andrés; 1997; Olafsdottir et al, 2001). Iguamente, observou-se elevada
frequéncia de consumo, acima de 70% das méaes primiparas, em outras classes de

alimentos fontes de vitaminas A (Figuras 4b e 4c).

O consumo de cenoura, pimentdo e abobora (figura 4d) se manteve no mesmo
patamar no consumo menor que 1 vez por semana, diminuindo afregiéncia do consumo
em primiparas, com maior freqiiéncia de consumo na multiparas. Estes alimentos sdo
fontes de beta-caroteno, que in vivo sdo convertidos em vitamina A e juntamente com o
alfa-caroteno e B-criptoxantina somam mais da metade dos carotendides encontrados no
leite (Canfield et al, 1997; Schweigert et al, 2004). Como o consumo foi maior de
alimentos de origem animal, fontes de vitamina A em ordem crescente de seu valor de
vitamina A, destacados nas figuras 4a, 4b e 4c, justificando-se, em parte, os elevados
teores de vitamina A nos leites das multiparas, inclusive as diferencas observadas entre

fases dalactagéo.

Em paises Europeus, 0 consumo de cereais, vegetais e outras fontes de vitamina
E nd é comum. Entretanto, 6leos de peixes, originamente rico em gorduras
poliinsaturadas, tém baixo conteldo de tocoferol, de freqlente consumo em paises

nordicos. Nestes paises tém se observado que ha baixa ingestdo de vitamina E, e mesmo
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assim, ndo influencia no teor desta vitamina no leite materno (Olafsdottir et al, 2001). A
maioria dos autores relata que aumentando a ingestéo de vitamina E na dieta, aumenta

nos niveis damesma no leite (Ortega et al, 1999).

O leite, 0 ovo e as margarinas/ 6leos/ manteiga sdo excelentes fontes de vitamina
E (Mahan,; Escott-Stump, 2002). Os lipidios apresentam elevada variabilidade. O
contetido de gordura muda durante cada amamentacdo e entre as amamentagdes, de

acordo com os estégios de lactacdo (Pons et al, 2000).

Com relagdo a figura 4c, as multiparas apresentaram maior consumo de carnes,
frango e peixes. Asfiguras 4b e 4e apresentam certa similaridade, com maior freqtiéncia
de consumo destes aimentos entre primiparas. Em contrapartida, a compensacédo no
consumo de alimentos com diferentes teores de gordura pode explicar o discreto
aumento dos niveis de tocoferol entre primiparas e multiparas. Porém, no colostro,
carotendides, vitamina A e vitamina E mostram-se diferentes independentes do aciimulo
geral dos lipidios (Schweigert & Gottwald ,1999; Schweigert et al,2004). O leite e 0

ovo (Figura 4b), margarinas e 6leos (Figura 4€) explicam, em parte, estes resultados.

Variagbes na composicdo do leite humano estdo relacionados com fatores que
interagem intrinsecamente. Fatores externos como o estagio de lactacdo, momento da
coleta e habitos dietéticos modulam o metabolismo materno endogeno da glandula
mamaria, tecido adiposo e metabolismo do figado, e promovem mudancas no padréo do

leite secretado (Scopesi et al, 2001).
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Em paises em desenvolvimento, a concentragdo de vitamina A do leite de
transic&o para o maduro cai, pela metade, devido baixa ingestéo de alimentos de origem
animal. Entretanto, outros fatores podem contribuir incluindo baixa ingest&o de gordura
na dieta (necessaria para a melhorar a absor¢do e utilizacdo da vitamina A e os
precursores de carotendides), maior ingestdo de fibra dietética, que pode reduzir a
biodisponibilidade de carotendides, infeccbes, que podem aumentar a demanda

metabdlica e deficiéncias de ferro e zinco (Ross; Harvey, 2003).

5.4 Adequacéo nutricional do leite materno

A amamentacdo exclusiva é recomendada até os seis meses de idade. Estudos
recentes mostram que o consumo de leite materno em paises desenvolvidos, como
Estados Unidos, gira em torno de 700mL no primeiro més evoluindo até em média de
854mL no sexto més, com os maiores indices registrados na Austraia (1187mL)
(WHO, 2002). Em paises sub-desenvolvidos, esta média chega proximo a 562mL no
primeiro més até 804mL no sexto més, com os menores indices nas Filipinas (336mL) e
no Zaire (338mL) (WHO, 2002). E de todo desconhecido o volume de leite produzido

por mées primiparas e multiparas por falta de metodologia confiavel.
A ingestdo de |leite materno varia de acordo com as préticas da amamentagdo. A
iniciacdo precoce da amamentacdo aumenta 0 sucesso e sobretudo a duracdo da

amamentacdo (Ross; Harvey, 2003).

A producdo de leite materno € influenciada por varios fatores. Em um estudo no

Brasil, Borges e Philippi (2003) revelaram que a maioria das mulheres estudadas
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(82,9%) considerou a producdo de leite em quantidade suficiente para satisfazer a
necessidade do bebé, revelando uma auto-estima e confianga maior da méae em relagéo a

amamentacao.

Em seu trabalho, Gigante, Victora e Barros (2000) as méaes com 20 anos ou mais
e as multiparas amamentaram seus filhos por mais tempo do que o grupo das demais,
sugerindo-se que a promogdo do aleitamento materno seja também destinadas as mées

primiparas.

Diferentemente dos humanos, a quantidade de leite que o bezerro ingere
representa o0 que ele é capaz de consumir e ndo 0 que a méae seria capaz de produzir
(Mendonca et al, 2002). Marquis et al (2002) utilizou para mensurar o volume de leite
ingerido pelo bebé, onde é feito pelo teste de pesagem, sendo a crianca pesada antes e
depois de cada mamada, durante 24 horas. Entdo, utilizaram uma balanca digital de
sensibilidade de 1g. Chapman et al (2001) também utilizou esta metodologia relatada e
consideraram usual em pesquisas de lactogéneses. Entretanto, este € um método indireto

para estimar a producéo de leite (Mendonga et al, 2002).

Marquis et al (2002) mediu também, em 24 horas, a ingestdo de colostro
variando de 2 a 570g, e com as médes amamentando em até 20 vezes neste periodo.
Nesse estudo, o acompanhamento do volume de leite produzido diariamente com as
maes primiparas e multiparas ficou invidvel devido a vérios fatores como: falta de
metodologia confiavel, desgaste fisico e emociona da méae, disponibilidade de um
profissional para coleta deste |eite durante 24 horas e nUmeros elevados e sucessivos de

mamadas que desgastaria a crianga e a mae.
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Apesar destes dados de volume de leite consumido pelo recém-nascido serem de
referéncia mundial (WHO), ndo existem dados oficiais da produgéo de leite materno no
Brasil. Para adequac&o a realidade brasileira € de fundamental importéncia inclusive

esta avaliacao.

O Brasil, por ser considerado ainda um pais em desenvolvimento, o0 consumo de
leite materno pelo recém-nascido estaria préximo do vaor anteriormente citado (562
mL). Considerando que a média global de concentracdo do retinol foi de 173ug/dL e do
tocoferol 699ug/dL, atingiriamos um valor diario de 972.26ug e 3928.38ug para retinol
e tocoferol, respectivamente. A WHO (2002) recomenda uma ingestdo diaria
recomendada para criancas de 0-6 meses € de 375ug de vitamina A e 2700ug de
vitamina E, isto representa cerca de 2.5 vezes mais da IDR (Ingestdo Dié&ria
Recomendada) paravitamina A e 1.4 vezes para| DR de vitamina E do lactente. Durante
0S seis primeiros meses de vida, as criangas que consomem em torno de 300ug de
vitamina A por dia, estocam no figado em torno de 125ug por dia para prevenir

sintomas clinicos de deficiéncia (Ross; Harvey, 2003).

O ponto de corte usado para o nivel de vitamina A no leite materno de mées mal
nutridas na auséncia de qualquer intervencdo para aumento no nivel de vitamina A foi
de 300ug/L, enquanto para mulheres bem nutridas foi de 700ug/L (Ross; Harvey, 2003).
A partir desta classificagéo, todas as mées doadoras se enquadram no grupos de maes
bem nutridas, pois as médias de retinol, nas trés fases iniciais de lactogénese, foram

superiores ao estabel ecido por este autor.



A WHO (2002) recomenda que em paises onde a deficiéncia de vitamina A é
comum, as maes devem ser suplementadas logo ap6s o0 nascimento do bebé para

aumentar os niveis de vitamina A no leite materno.
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6. CONCLUSOES

- Existem diferencas mensuraveis e significativas nos niveis de retinol e
tocoferol do leite, obtidos de doadoras primiparas e multiparas,

- Parece haver uma tendéncia de reduc@o nos niveis de tocoferol ao longo da
lactacdo, tanto em primiparas como em multiparas, enquanto para o retinol, esta reducdo
foi menos acentuada;

- A medida que a lactac0 progride, ha uma tendéncia de estabilizac3o do leite
materno, observado mediante reducdo na variabilidade nos teores das vitaminas, em
distintas fases;

- O perfil do consumo de alimentos fontes de vitaminas A e E permitiram

justificar apropriadamente os niveis encontrados destas vitaminas no leite.
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8. ANEXQOS

ANEXOA

QUESTIONARIO DE MAES DOADORAS EM BANCOS DE LEITE

1. Identificagéo pessoal

Nome; Registro:

End: Td: Data hoje:
Bairro: Cidade: |dade:

Ponto de referéncia: Peso:

Grau de instrucéo: Estado civil: Altura

Hospital: Nasc. Bebé:
Tipo de parto: [1 Normal [] Cesariana [] Férceps [ Outro Sexo/nome bebé:
2. Dados damée

Primipara: 0Sim [0 N&o

Nefilhos+ RN: (11 (012 (03 4 [+5 Exames clinicos:

Abortos: 00Sim [ Nao

N° abortos: 00 01 12 03 +4 Htc:

Prematuro: 0Sm [ Nao

N° prematuros: 0 01 02 03 [+4 | Hb:

Diabetes: JSm [JN&o | Medicam: Glic:
Hipertensdo: [ Sim [0 N&o | Medicam: CT:
Cardiopatiaz (1 Sim [ N&o | Medicam: Tg:
Outrapatolog: [1Sim [ N&o | Qual: Ptn:
Bebe: [0Sim [0N&o Freqg: | Fuma [0Sim [0N&o Freq:

3. Frequiéncia de consumo alimentar na gestagéo

Carnes bovina, aves, peixes

Nuncal Asvezes[l 1x/sem [ 2x/sem [ 3+x/sem [ diar. [

Figado, visceras

Nunca’]l Asvezes[l 1x/sem [12x/sem[] 3+x/sem [ diar. []

Leite, queijo, ovo

Nunca’] Asvezes(] 1x/sem [12x/sem[] 3+x/sem [ diar. []

Margarina, manteiga, 6leo

Nuncal Asvezes[l 1x/sem [ 2x/sem [ 3+x/sem [ diar. [

Cenoura, pimenté&o, abdbora

Nuncal Asvezes[l 1x/sem [ 2x/sem [ 3+x/sem ] diar. [

Observacoes:
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ANEXOB

TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu estou ciente e fui orientada sobre a

importancia da participagdo nesta pesquisa e autorizo a coleta de leite colostro, de

transi¢cdo e maduro, bem como de meus dados pessoais para a mesma.

Assinatura da responsavel

Local:
Data:
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