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RESUMO

Este estudo avaliou o estado nutricional de vitamina A (VA) de mulheres e seus recém-nascidos,
verificou a associagdo entre o retinol do soro materno, do corddo umbilical e do colostro, bem
como a relacdo do retinol destas amostras bioldgicas com variaveis socio-demogréaficas e
obstétricas. Além disso, o presente estudo avaliou o efeito de diferentes protocolos de
suplementacdo materna com megadoses de VA administras pos-parto, na concentracao de retinol
no leite materno ao longo de 12 semanas apds o parto. Em um hospital pablico de um municipio
do Nordeste do Brasil, durante o baseline (Oh), foram coletadas informacdes socioeconémicas e
obstétricas, bem como amostras de soro materno, de soro de corddo umbilical e de colostro de 65
pares de médes e recém-nascidos. As mulheres foram distribuidas aleatoriamente em quatro
grupos de intervencdo (G200 Oh, G200 4S, G400 24h e G400 4S) e suplementadas com
megadoses de VA (200.000 Ul ou 400.000 Ul) em diferentes momentos do puerpério (Oh, 24h,
12 semana, 4% semana pds-parto). Outras 4 aliquotas de leite materno foram coletadas 24h, 1, 4 e
12 semanas apos o parto. As concentracGes de retinol foram analisadas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia. Métodos de estimacao adequados e testes estatisticos foram aplicados para as
varidveis discretas e continuas. A técnica Generalized Estimed Equation (GEE) foi usada para
avaliar as diferencas nas concentragfes de retinol no leite materno ao longo do tempo. A
prevaléncia de deficiéncia de vitamina A (DVA) materna foi de 21,5% (IC 95%: 11.5% - 31.5%)
e 13,8% (IC 95%: 5.4% - 22.2%) com base no soro materno e no colostro, respectivamente.
Entre os recém-nascidos, 41,5% (IC 95%: 29.3% - 53.5%) tinham baixo status de VA no soro do
corddo umbilical. Na populacdo investigada, a DVA em mdes é comum e associada ao
nascimento de infantes com baixas concentracdes de retinol no soro de corddo umbilical. A
paridade e a escolaridade maternas estiveram relacionadas ao status de VA materno. A
suplementacdo materna de VA, quando administrada no pos-parto imediato, proporcionou
incremento das concentragcdes de retinol no colostro. As concentracdes de retinol no leite
materno nos quatro grupos foram semelhantes ao final de 12 semanas pés-parto (p>0,05). Os
resultados apontam para a necessidade da adocdo de medidas de combate e controle da DVA
nessa populacdo, contudo, alteragdes nos protocolos de suplementacdo quanto ao numero de
doses e/ou momento de administracdo ndo ofereceram beneficio adicional as concentracdes de
retinol no leite maduro.

Palavras-chave: Deficiéncia de vitamina A. Suplementos dietéticos. Periodo pds-parto. Estudo
de intervencdo. Leite materno. Cromatografia liquida de alta eficiéncia.



ABSTRACT

This study evaluated the nutritional status of vitamin A (VA) in women and their newborns and
determine the association between retinol in the maternal serum, umbilical cord blood and
colostrum milk, as well as the relationship between retinol concentrations in the biological
samples and socio-demographic and obstetric variables. Furthermore, this study evaluatedthe
effect of some different maternal supplementation protocols with megadoses of vitamin A at
postpartum, in the breast milk retinol concentrations over a period of 12 weeks. In a public
hospital located in a Brazilian Northeast city, at the baseline (0h), were collected socioeconomic
and obstetric information, as well as samples of maternal serum, umbilical cord serum and
colostrum of 65 pairs of mothers and newborns. The women were randomized into four
intervention groups (G200 Oh, G200 4S, G400 24h and G400 4S) and were supplemented with
megadoses of VA (200,000 IU or 400,000 IU) at different times postpartum (Oh, 24h, 1, and 4
weeks postpartum). Four other aliquots of breast milk were collected at times 24h, 1, 4 and 12
weeks after delivery. Retinol concentrations were analyzed by high performance liquid
chromatography. Appropriate statistical methods were used to evaluate the differences between
the studied variables. The Generalized Estimation Equation (GEE) assessed the different retinol
levels in the breast milk over time. The prevalence of maternal vitamin A deficiency (VAD) was
21.5% (95% CI: 11.5% - 31.5%) and 13.8% (95% CI: 5.4% - 22.2%) based on maternal serum
and colostrum, respectively. Among the newborns, 41.5% (95% CI: 29.3% - 53.5%) had low VA
status in cord serum. In this population, VAD mothers is common and this problem is associated
with delivering a low status of VA in newborns. Maternal parity and educational level were
related with the maternal VA status. When administered immediately after delivery, maternal
supplementation of VA provided increment of retinol concentrations in colostrum. Retinol
concentrations in breast milk in the four groups were similar at the end of 12 weeks postpartum
(p> 0.05). The findings pointed out the need to adopt control actions against VAD in this
population, although, changes in the supplementation protocols regarding on the number of
doses and/or time of administration offered no additional benefits to retinol concentrations in
mature milk.

Keywords: vitamin A deficiency, dietary supplements, postpartum period, intervention study,
breast milk, high performance liquid chromatography.
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1 APRESENTACAO

A deficiéncia de vitamina A (DVA) é um grave problema de salde publica nos paises
em desenvolvimento e por este motivo alguns paises tém implementado a suplementacdo de
grupos de risco com vitamina A (VA) como medida terapéutica e profilatica
(WHO/UNICEF/IVACG, 1997; IVACG, 2002; WHO, 2009; BRASIL, 2013). Contudo, varios
estudos mostraram que a suplementacdo materna no pds-parto imediato com Unica megadose de
VA (200.000 Ul), anteriormente recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
parece nao assegurar niveis adequados de VA ao longo da lactacéo, podendo, a caréncia de VA
estar presente nas formas marginais, mesmo nas criancas em aleitamento materno exclusivo.
Diante disso, foi sugerido que uma dose maior poderia fornecer um beneficio prolongado (RICE
etal., 1999; BAHL et al., 2002; SOMMER, DAVIDSON, 2002).

Nesse contexto, o International Vitamin A Consultative Group (IVACG)
temporariamente recomendou que a suplementacdo materna fosse administrada através de
400.000 IU de VA dividida em duas doses de 200.000 Ul com intervalo minimo de 24 horas
entre elas, e maximo de até 6 semanas pés-parto (SOMMER, DAVIDSON, 2002). No entanto,
pesquisas que avaliaram os efeitos dessa intervencdo ndo comprovaram beneficios adicionais
quanto as concentrac@es de retinol no leite, sangue materno ou sangue de infantes, tampouco no
estado de saide materno-infantil quando a dupla dose foi comparada a dose Unica (IDINDILI et
al., 2007; DARBOE et al., 2007; BEZERRA et al., 2010).

Embora ambas as posologias (dose Unica ou dupla) ja tenham sido investigadas, a
existéncia de estudos que objetivem encontrar um possivel intervalo de tempo 6timo para a dupla
dosagem de VA administrada as maes no pos-parto, e que permitam avaliar o impacto desse
regime de suplementacdo nas concentragcbes de VA no leite materno, ainda séo considerados
escassos e por isso se fazem necessarios para completa investigacdo de suas potencialidades.

Ademais, segundo a OMS (2013a), também sdo necessarias pesquisas que investiguem
os efeitos da megadose unica (200.000 Ul) na concentracéo de retinol no leite materno, quando
esta for administrada semanas ap6s o parto, em comparacdo a suplementacdo realizada no pos-

parto imediato.



17

Assim, torna-se relevante verificar se 0 momento de administracdo de alta dose (Unica e
dupla) de VA pode aumentar a efetividade da suplementacdo materna com relagdo ao seu
Impacto na concentragdo de retinol no leite materno.

Diante das lacunas existentes quanto & eficacia da suplementacdo materna de VA e as
diferencas entre os regimes de suplementacdo adotados por diversas populacbes, qual dos
protocolos ja sugeridos para a suplementacdo materna de VA no pds-parto seria capaz de
incrementar significativamente as concentragcdes de retinol no leite materno? A suplementagéo
materna com dupla megadose de VA (200.000 Ul + 2000.000 Ul = 400.000 UI) administrada
como 1 semana de intervalo entre as dosagens serad vantajosa quando comparada a aplicacdo de
dupla megadose com intervalo de 24h entre as dosagens, bem como a administracdo de Unica
megadose (200.000 Ul) no pds-parto imediato ou em quatro semanas apds o parto?

Tais elucidages contribuiriam com uma maior objetividade quanto aos aspectos
relacionados a suplementacdo materna de VA, ajudando na formulacdo de estratégias de
intervencdo apoiadas por evidéncias. Essas questdes tornam-se especialmente importantes no
Brasil, onde a aplicacdo de megadoses de VA no pos-parto continua a ser recomendada como
uma estratégia potencialmente promissora para a prevenc¢do e controle da DVA no bindmio mée-
filho, especialmente em areas de risco como a regido Nordeste do pais (BRASIL, 2013).

Nesse contexto e na expectativa da obtencdo de respostas para as questdes condutoras, 0
presente trabalho objetivou avaliar o impacto dos protocolos de suplementacdo materna quanto a
magnitude do incremento das concentragdes de retinol no leite materno durante as primeiras 12
semanas pos-parto, além de diagnosticar o estado nutricional de VA dos pares mée-filho
assistidos no Hospital Universitario Ana Bezerra (HUAB-UFRN), localizado no Rio Grande do
Norte.

Para isso, foram avaliadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
aliquotas de soro materno e de corddao umbilical coletadas durante o parto, além de aliquotas de
leite colostro, leite de transicdo e leite maduro obtidas no decorrer das 12 primeiras semanas de
lactacdo.

Essa investigacao é apresentada no formato de tese onde estdo reunidos, um capitulo de
revisdo de literatura sobre aspectos relacionados a “vitamina A” e a “deficiéncia de vitamina A”

e dois artigos cientificos originais como resultados do estudo, conforme normas regulamentares
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estabelecidas em 3 de abril de 2008 pelo Colegiado do Programa de P6s-Graduacdo em Nutricdo
do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco.

O primeiro artigo original intitula-se “Vitamin A deficiency and associated factors in the
mother-newborn pairs” e descreve as concentragdes de retinol avaliadas nos flidos bioldgicos:
sangue materno, soro de corddo umbilical e leite materno, associando-as as caracteristicas
sociodemogréaficas e obstétricas. O referido artigo foi submetido para publicacdo no Journal of
Pediatric Gastroenterology and Nutrition (Anexo A).

O segundo artigo, cujo titulo ¢ “Effect of maternal supplementation of vitamin A given
at different intervals on breast milk levels of retinol 7, avalia a interferéncia de quatro diferentes
regimes de suplementacdo materna nas concentracGes de retinol no leite materno apos 12

semanas apos o parto. Este artigo foi submetido a publicacdo no Nutrition Research (Anexo B).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 NOMENCLATURA E FONTES DIETETICAS DA VITAMINA A

“Vitamina A” (VA) é o descritor genérico para todo composto que possui atividade
bioldgica de retinol; enquanto o termo “retindides” inclui formas naturais de VA e os muitoS
analogos sintéticos do retinol com ou sem atividade biol6gica (COMBS Jr, 2012). Ambos sédo
compostos apolares sensiveis a degradacdo oxidativa ou isomerizacdo quando expostos a luz,
oxigénio, metais reativos e calor (SOLOMONS, 2012).

Naturalmente, a VA pré-formada (retinol) ocorre na forma de ésteres de retinil de cadeia
longa, tendo como suas formas metabolicamente ativas, 0s seus correspondentes aldeido (retinal)
e acido (acido retinoico). Ja os carotendides com atividade pré-vitamina A, isto é, aqueles que
podem ser clivados por animais para produzir pelo menos uma molécula de retinal, incluem
principalmente o B-caroteno e, em menores propor¢des, 0 o-caroteno e as P-criptoxantinas
(McLAREN, KRAEMER, 2012; ROSS, 2013).

Os retinoides pré-formados sdo armazenados nos tecidos animais e estdo presentes,
especialmente no figado, nas visceras, na gema de ovo, na carne e no leite, predominantemente
na forma de retinil-palmitato (ALMEIDA-MURADIAN; PENTEADO, 2003; BLOMHOFF,
2006; SOLOMONS, 2012). Em contrapartida, os carotenoides pro-vitamina A, sdo sintetizados
como pigmentos por muitas plantas e encontrados em tecidos vegetais amarelos, alaranjados e
verde-escuros como mangas, mamao, abobora, cenoura e espinafre, tornando-se mais acessiveis
que os produtos de origem animal e, principalmente por isso, contribuem com a maior parte da
VA nas dietas das populagdes economicamente desfavorecidas (FRASER, BRAMLEY, 2004;
FAO/WHO, 2001).
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2.2 ABSORCAO, TRANSPORTE E ASPECTOS METABOLICOS DA VITAMINA A

A VA ao chegar no trato gastrointestinal, sofre absorcdo de modo semelhante as
gorduras. Esteres de retinil e carotendides juntamente com outros componentes dietéticos
insollveis em agua sdo parcialmente libertados do alimento por protedlise e emulsionados no
estdmago antes da entrada no intestino delgado (LEVIN, 2004).

Dentro do Iumen intestinal, ésteres de retinil s&o hidrolisados a &cidos graxos livres e
retinol livre tanto por enzimas secretadas pelo pancreas (lipase pancreatica) como por outras
esterases (retinil éster hidrolase), sendo em seguida bem absorvidos (70% - 90%) pelas células
da mucosa intestinal, os chamados enterdcitos. Os carotenoides, por sua vez, tanto podem ser
absorvidos intactos ou clivados nos enterdcitos atraveés da enzima caroteno dioxigenase para
gerar o retinaldeido, sendo posteriormente reduzido a retinol pela retinol dehidrogenase.
Todavia, a absorcdo dos carotenoides € particularmente dependente da composicdo da dieta e
varia de 5 a 50%, podendo ser aumentada por dietas ricas em gordura (McLAREN, FRIGG,
2001; LEVIN, 2004).

No enterdcito, o retinol livre é ligado a uma proteina especifica de ligacdo ao retinol
celular tipo 11 (CRBP Il — celular retinol binding protein Il) que evita sua oxidacdo e o direciona
a reesterificagcdo com acidos graxos de cadeia longa realizada pelas enzimas lecitina-retinol
aciltransferase (LRAT) e acil coenzima A retinol aciltransferase (ARAT) (COMBS Jr, 2012).

Juntamente com lipidos exdgenos, ésteres de retinil recém-formados e carotendides ndo
hidrolisados sdo incorporados em quilomicrons e seus remanescentes e transportados do intestino
para o figado, onde sdo armazenados nas células de Ito/estreladas, todavia, uma parte da VA
também pode ser armazenada no tecido adiposo ou em outros tecidos como, por exemplo, na
glandula maméria durante a lactacdo (I0OM, 2006; ROSS, 2013). Quanto aos carotendides nao
hidrolisados, uma parte é clivada por uma caroteno dioxigenase hepatica, novamente dando
origem a retinaldeido e ésteres de retinil; e o restante € segregado em lipoproteinas de muito
baixa densidade (VLDLS), que levam os carotenoides a outros tecidos onde a clivagem pode ser
feita por caroteno dioxigenases locais (BENDER, 2009).

Quando a ingestdo de VA é adequada, mais de 90% do total desta vitamina do corpo

esta localizada no figado, que continuamente libera o retinol livre para a circulagdo em um
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processo que depende da disponibilidade de proteina de ligacdo ao retinol (Retinol Binding
Protein - RBP) (IOM, 2006).

O retinol ligado & RBP deixa o figado e entra no sangue, onde se associa a transtirretina
(TTR), formando o complexo retinol:RBP:TTR. Esse complexo transporta o retinol até os
tecidos-alvos periféricos, onde receptores de superficie celular capturam o retinol do complexo
retinol:RBP:TTR, transferindo-o para uma RBP intracelular (BENDER, 2009). J& nos tecidos,
além de ser esterificado para o armazenamento, o retinol também pode ser oxidado uma vez para
gerar retinal, e duas vezes para gerar o acido retindico (AR), podendo assim, agir por diferentes
mecanismos e apresentar funcdes especificas de acordo com o tecido, érgdo ou sistema organico
(MAHAN, ESCOTT-STUMP, 2005; BIESALSKI, 2007).

2.3 FUNCOES DA VITAMINA A

Ap6s um processo de oxidacdo reversivel, o retinol é convertido a forma retinaldeido
(11-cis-retinal), envolvendo-se no processo visual, onde é componente estrutural dos pigmentos
visuais dos cones e bastonetes da retina sendo, assim, essencial para a foto-recep¢do (COMBS Jr,
2012).

Além da funcdo visual, em vista do fato de que os receptores nucleares para 0s
retindides tém sido identificados em praticamente todo o tipo de célula, pode-se argumentar que
de alguma forma a VA desempenha um papel em todos os processos corporais (McLAREN,
KRAEMER, 2012).

Nesse sentido, 0 AR juntamente com seus isdmeros medeia quase todas as funcdes
sistémicas dependentes de VA. Tal como os horménios esterdides e vitamina D, 0 AR, interage
com receptores nucleares e regulam a transcricdo de genes especificos, relacionados ao
desenvolvimento de tecidos, vértebras, aparelhos visual, circulatério, auditivos, além de
codificadores de enzimas, receptores, proteinas da matriz celular, entre outros. Além disso, 0 AR
é ainda responsavel por manter a proliferacdo e diferenciacdo celular, reproducdo e resposta
imune (IOM, 2001; BLOMHOFF, BLOMHOFF, 2006; BENDER, 2009).
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Contudo, cabe destacar que mesmo as variacdes de VA dentro de um aparente intervalo
considerado adequado, podem influenciar a saide humana e modular a funcéo fisiologica desse
micronutriente (SOLOMONS, 2012). Assim, para que a VA possa desempenhar suas diversas
funcgdes satisfatoriamente, de modo a manter o estado nutricional do individuo e suas funces
organicas em equilibrio, faz-se necessario que sejam atendidos 0s requerimentos nutricionais

individuais para esse micronutriente.

2.4 REQUERIMENTOS DE INGESTAO DE VITAMINA A

Requerimento nutricional € um nivel de consumo que ira atender a critérios especificos
de adequacdo, evitando risco de déficit ou excesso de um determinado nutriente. Estes critérios
incluem um gradiente de efeitos bioldgicos relacionados com o consumo de nutrientes, cuja
importancia se da através da prevencdo da morte, doenca clinica ou condicGes patoldgicas sub-
clinicas, identificadas por meio de ensaios bioquimicos ou funcionais (FAO/WHO, 2001).

O requerimento da VA ¢é baseado na quantidade absorvida, necessaria para manter o
estado nutricional do individuo adequado. Ja as recomendac6es de ingestdo de VA compreendem
as quantidades a serem ingeridas diariamente para satisfazer seus niveis de requerimento. Esses
diferem de acordo com o sexo, idade e situacBes fisioldgicas especiais que aceleram o uso,
estocagem ou destruicdo da vitamina, tais como a gestacdo, lactacdo e doencas cronicas e agudas
(SOLOMONS, 2001). Nesse sentido, quando as recomendacBes de ingestdo individuais séo
consideradas, para um nivel de consumo de referéncia garantir mais de 90% de probabilidade de
satisfazer o requerimento de VA para um individuo saudavel, as Dietary Reference Intakes
(DRISs), criadas pelo Institute of Medicine (IOM), calculam a Recommended Dietary Allowance

(RDA) (IOM, 2001), as quais sdo apresentadas por estagio de vida no quadro 1 a seguir.
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Quadro 1- Recomendacg6es para ingestdo didria de vitamina A nos diferentes estagios de vida

Estagio de Vida DRils - RI?A/AI* DRIs - RDA/AI*
(ng/dia) (un

Criancas

0 - 6 meses 400* 1.333*
7 - 12 meses 500* 1.667*
Gestantes

< 18 anos 750 2.500
19 — 50 anos 770 2.567
Nutrizes

< 18 anos 1.200 4.000
19 — 50 anos 1.300 4.333

RDA = recommended dietary allowance. Al = adequate intake. Ul = unidades internacionais.
Fonte: Adaptado de IOM (2001).

As recomendacdes de VA sdo importantes para o adequado planejamento e avaliagéo da
ingestdo, todavia, deve-se considerar e contabilizar a biodisponibilidade proporcional da
vitamina pré-formada (cerca de 90%) e carotendides pré-vitamina de uma dieta que contenha
gordura suficiente (pelo menos 5-10 g) para uma adequada absor¢do (FAO/WHO, 2001).

Nesse contexto, cabe destacar que os carotendides sdo convertidos em VA com
diferentes graus de eficiéncia, sendo a maior atividade bioldgica apresentada pelo [-caroteno.
Assim, uma vez que existem muitas formas e eficiéncias de utilizacdo diferenciadas para a VA,
torna-se necessario expressar a sua bioatividade total em termos de equivalentes. Por isso, na
atualidade, os requerimentos para a VA sao indicados em equivalentes de retinol (RAEs - Retinol
Activity Equivalents), de modo que 1 pg de RAE corresponde a 1 pg de retinol-all-trans, 2 ug de
—caroteno em oleo, 12 pg de B—caroteno em mistura de alimentos, e 24 pg a-caroteno ou f-
criptoxantina (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 2002; I0M, 2006).

Contudo, ainda uma série de outros fatores como a desnutricdo energético-protéica,
deficiéncia de zinco, gorduras, alcool, infec¢bes e grau de processamento da matriz de alimentos
afetam a biodisponibilidade e bioconversdo de retinol e carotendides (BLOMHOFF,

BLOMHOFF, 2006). Portanto, pode-se dizer que as contribui¢des dietéticas relativas de VA sdo
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influenciadas pela disponibilidade de alimentos e habitos alimentares pessoais, 0 que pode ser
significativamente diferente entre populacdes.

Em dietas de onivoros americanos, as necessidades de VA sdo satisfeitas com produtos
de origem animal e alimentos fortificados; no entanto, nas dietas de vegetarianos e de muitas
familias pobres nos paises em desenvolvimento, as Unicas verdadeiras fontes de VA sdo
alimentos de origem vegetal - especialmente as verduras (COMBS Jr, 2012), ficando evidente a
importante contribuicdo dos carotendides para o atendimento as necessidades nutricionais da
vitamina, principalmente em populagdes carentes (PENTEADO, 2003).

Em se tratando de alta ingestdo, o elevado consumo de [-caroteno ou outros
carotenoides ndo tem sido frequentemente relacionado a casos de toxicidade. As inofensivas
coloragbes da pele na forma de carotenodermia (coloracdo amarela) ou lycopenodermia
(coloracdo laranja) sdo consideradas os Unicos efeitos adversos comprovados associados ao
excesso de consumo de carotendides através de alimentos e suplementos, sendo essas alteracfes
de coloracdo revertidas quando a ingestdo de caroteno € interrompida (IOM, 2006; ROSS, 2013).

Ao contrério do que é relatado para o alto consumo de B-caroteno, a ingestao elevada de
pré-vitamina A pode resultar em hipervitaminose A aguda ou cronica. No primeiro caso, 0s
sintomas sugerem aumento da pressdo intracraniana como, por exemplo, nauseas, vémitos, dor
de cabeca e abaulamento fontanela (lactentes e criancas jovens). J& na forma cronica de
toxicidade por VA, a sintomatologia pode ser muito variada, afetando sistemas organicos
diferentes e, por vezes, imitando outras doencas. Entre os sintomas mais comuns estéo, diplopia,
alopecia, secura das mucosas, descamacao, dores 6sseas e articulares, lesdes no figado e coma,
podendo ainda aumentar o risco de defeitos fisicos congénitos, caso a alta ingestdo aconteca
durante o periodo gestacional (I0OM, 2001; McLAREN, KRAEMER, 2012).

Neste contexto, o estabelecimento do UL (Tolerable Upper Intake Level), se faz
relevante devido ao aumento da disponibilidade de alimentos fortificados e uso de suplementos
dietéticos, ndo sendo, portanto, o nivel de ingestdo recomendado e sim, o nivel maximo tolerado
de ingestdo diaria que ndo causa efeitos adversos para a satde de quase todos os individuos em
uma populacdo saudavel. Todavia, 0 UL de VA ndo se aplica a populacdes de individuos que
estejam recebendo suplementacdo de VA ou ingerindo periodicamente alimentos fortificados de
maneira a prevenir ou tratar a deficiéncia de vitamina A (DVA), uma caréncia nutricional

associada a varias manifestacoes clinicas e funcionais (I0OM, 2006).
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2.5 DEFICIENCIA DE VITAMINA A

2.5.1 Fatores etiologicos

A influéncia da VA é particularmente critica durante periodos de grande proliferacéo e
diferenciacdo celular como a primeira infancia e a gestacdo (AZAIS-BRAESCO; PASCAL,
2000), por isso, criangas jovens e mulheres em idade reprodutiva compdem 0s grupos de maior
vulnerabilidade paraa DVA (WHO, 2001; WEST Jr et al., 2002).

De modo amplo, a DVA pode ocorrer por dois motivos principais: insuficiente ingestao
dietética de pro-vitamina A e/ou pré-vitamina A (causa primaria) de modo crénico, ou por causa
de falhas na sua utilizacdo fisioldgica, como por exemplo, absorcao dietética insuficiente de
zinco, proteinas, gorduras e/ou 6leos (causa secundaria) (COMBS Jr, 2012).

Contudo, quando a atencdo é direcionada as causas da DVA na populacdo de neonatos,
a situacdo torna-se ainda mais complexa, comparativamente a populacdo geral. 1sso acontece
porque a progressdo e manutencdo normal do status de VA durante a fase inicial da vida é
influenciada por seus estoques hepaticos de retinol ao nascimento, pelo consumo da VA através
do leite materno e de outros alimentos e por perdas devido as infeccBes e parasitas, uma vez que
a DVA ocorre frequentemente como parte de um "ciclo vicioso”, em que a infeccdo se agrava e
aumenta a susceptibilidade a deficiéncia nutricional (ALLEN, HASKELL, 2001; MILLER et al.,
2002).

Nesse cendrio, a preocupacdo com o0s bebés se intensifica, uma vez que, ao nascer, eles
possuem habitualmente niveis baixos de VA no plasma e tecidos, e 0s primeiros meses de vida
sdo considerados criticos para a criacdo de estoques de VA em um nivel que seja suficiente para
a prevengdo da DVA apos o periodo de desmame (UNDERWOOD, 1994). Consequentemente,
0s bebés dependem do leite materno e a transferéncia de VA realizada pela mde durante a
lactacdo torna-se, entdo, quantitativamente fundamental até que a alimentacdo complementar seja
adequadamente instituida (STOLTZFUS, UNDERWOOD, 1995).

Desse modo, quando oferecido de forma pertinente (exclusivo durante os seis meses

iniciais apos o nascimento e complementado até os dois anos de idade), o leite materno é
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considerado o grande fator protetor contra a DVA para lactentes (MARTINS, 2007). Contudo, se
0s recém-nascidos ndo ingerem o colostro, ou nos casos onde a amamentacao é inadequada, a
DVA pode ainda se apresentar mesmo em criangas em aleitamento materno, uma vez que em
populagdes em risco de DVA, quanto menor a duracdo do aleitamento materno, mais cedo ocorre
0 inicio da deficiéncia (STOLTZFUS, UNDERWOOD, 1995; HASKELL, BROWN, 1999;
BRASIL, 2004). Além disso, o inadequado status de VA da mée pode afetar negativamente as
concentracdes de VA no seu leite e, consequentemente, o status do seu bebé. Assim, mesmo em
aleitamento materno exclusivo, criangas menores de dois anos estdo suscetiveis a DVA quando
suas maes produzem leite materno com baixas concentracdes de VA, em consequéncia da sua
prépria deficiéncia nutricional (MILLER et al., 2002).

Somando-se aos fatores supracitados, outras circunstancias podem ainda contribuir para
a maior suscetibilidade de algumas populagdes as desordens causadas pela DVA. O diagrama de
fluxo abaixo (Figura 1) mostra combinacbes de fatores de risco que conspiram juntos em
diferentes estagios do ciclo de vida para predispor uma comunidade ao desenvolvimento e
persisténcia dos transtornos provocados pela DVA (McLAREN, KRAEMER, 2012).

Adultos Gestantes
- Dependéncia de frutas e hortaligas; - Aumento das necessidades
- Bamxo consumo de VA pré-formada; - Tahusz alimentares
- Bamta witamina E;

— Bamo estogue fetal de VA

~

Criancas
Aumento das necessidades para o crescimento

Y

- Parasitas

— Bamn status de VA

- Desmarne
- Infecpiies e Parasitas
- Meghgéncia

l

LDDVA

Figura 1. Ciclo dos fatores causais das doencas por deficiéncia de vitamina A (DDVA)
Fonte: Adaptado de McLaren, Kraemer (2012).
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2.5.2 Epidemiologia e impacto na saude

Estima-se que mundialmente, entre o periodo de 1995-2005 a DVA afetou 1/3 (190
milhdes) das criancas em idade pré-escolar e aproximadamente 15% (19,1 milhdes) das mulheres
gravidas, estando a maioria na Africa e Sudoeste da Asia (WHO, 2009a).

Nesta perspectiva, apesar de grandes avanc¢os no conhecimento da biologia da VA, a sua
deficiéncia ainda constitui um dos principais problemas nutricionais de popula¢des de paises em
desenvolvimento, como o Brasil, onde a DVA é considerada um problema de salde publica
moderado (WHO, 2009a), e se estende a todas as regides brasileiras. Deste modo, 17,4% das
criangas e 12,3% das mulheres em idade fértil apresentam concentragGes séricas inadequadas de
VA, segundo a Pesquisa Nacional de Demografia e Satde da Crianca e da Mulher (PNDS-2006)
(BRASIL, 2009). A grande relevancia desses dados se mostra no impacto que a DVA pode
provocar na satde desses individuos.

Uma vez que a VA desempenha fungdes em muitos 6rgdos do corpo, a inadequacgdo do
status desta vitamina pode levar a uma sequéncia de eventos fisiolégicos que, finalmente, se
manifestam em varios sinais clinicos, como cegueira noturna, xerose da conjuntiva, mancha de
bitot, xerose corneal, ceratomalacia, cicatriz corneal e fundus xeroftalmicus, conhecidos em
conjunto como “xeroftalmia”. Como agravante, se tem o fato de que as manifestacbes da
xeroftalmia s&o evolutivas e podem culminar em cegueira nutricional irreversivel (McLAREN,
KRAEMER, 2012).

De modo geral, as consequéncias para a satde publica que podem ser atribuidas a DVA,
ou seja, as “doengas por deficiéncia de vitamina A” (DDVAs), incluem as manifestagoes
especificas oculares da xeroftalmia e sua sequela, a cegueira, bem como as consequéncias
inespecificas como anemia, disfuncdo imunoldgica, aumento da susceptibilidade para infecgéo,
crescimento insuficiente e mortalidade (SOMMER, DAVIDSON, 2002; WEST JR, 2002).
Contudo, dada a falta de especificidade desses agravos, de fato, as desordens oculares sdo 0s
unicos sinais/indicadores inequivocos de DVA (COMBS Jr, 2012).
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2.5.3 Indicadores diagnosticos

A melhor estimativa de estoques de VA ¢ a avaliacdo das reservas hepaticas através da
biopsia do figado; entretanto, por ser muito invasivo, este método ndo é adequado para a
avaliacdo de rotina do estado da VA de populacBes. Nesse contexto, surgem os biomarcadores de
VA que, de modo amplo, podem ser agrupados em duas categorias principais: (1) Os indicadores
biologicos: clinico (xeroftalmia), funcional (cegueira noturna) e histologicos (citologia de
impressdo conjuntival); e (2) indicadores bioquimicos qualitativos (retinol sérico e concentragédo
de retinol no leite materno) e quantitativos [RBP, teste de resposta relativa a dose-(RDR), teste
de resposta relativa a dose modificado (MRDR), teste de resposta sérica de 30 dias (+S30DR)].
Os sinais clinicos sao especificos e de facil deteccdo para a avaliacdo da DVA, todavia, estes sao
inadequados quanto ao estado de deficiéncia nutricional sub-clinica, considerado de dificil
diagnéstico (WHO, 1996; TANUMIHARDJO, 2012).

Atualmente ha disponivel uma variedade de métodos de avaliacdo de niveis subclinicos
de VA, o que faz com que a decisao sobre a escolha do método seja muito dificil. Cada método é
atil na identificacdo de diferentes populacdes e apresenta vantagens e limitagdes (WHO, 1996;
McLAREM, FRIGG, 1999).

Contrariamente ao indicador clinico da xeroftalmia, a avaliacdo funcional é um
indicador subclinico e, desse modo, faz o diagnostico anterior ao surgimento das manifestacdes
clinicas oculares; no entanto, necessita treinamento e habilidade para a utilizacdo. J& os
indicadores histoldgicos, sdo de fécil técnica, mas subjetivos e ndo tém padronizacdo na
interpretacdo. Por fim, os indicadores bioquimicos detectam precocemente casos de caréncia
subclinica, mas, em sua maioria, sdo considerados invasivos e de elevado custo (WHO, 1996;
NETO, PRIORE, FRANCESCHINI, 2006).

Assim, a escolha depende do objetivo de seu uso, devendo-se considerar 0 custo, 0
tempo, 0s equipamentos e o treinamento necessarios para a sua realizacdo (NETO, PRIORE,
FRANCESCHINI, 2006). Isso se faz ainda mais relevante, visto que além de identificar mais
especificamente as populacbes em risco de DVA, os biomarcadores de VA também sdo
necessarios para avaliar e monitorar a eficacia de diferentes intervencdes de controle a essa
deficiéncia (TANUMIHARDJO, 2012).
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2.5.4 Estratégias de intervencao

Em consonancia aos principais fatores geradores de risco para a DVA em populagdes,
especialmente aquelas socioeconomicamente desfavorecidas, para evitar ou reduzir esta caréncia
nutricional, as principais interven¢fes comunitarias sdo resumidamente agrupadas em trés
esferas: (1) educagdo alimentar e nutricional e incentivo a producdo e consumo de alimentos
fontes de VA, além de politicas econdmicas/alimentares; (2) fortificagdo de um alimento bésico
ou condimento com a VA, por exemplo, enriquecimento da farinha de milho, 6leos comestiveis e
arroz; e (3) distribuicdo programada de suplementos de VA em altas doses aos grupos de risco
(WHO, 2009a; McLAREN, FRIGG, 1999).

Sabe-se que intervencdes alimentares que promovam a geragéo e consumo de alimentos
ricos em micronutrientes, tém varias vantagens sobre outros tipos de programas, pois essas,
muitas vezes melhoram a qualidade da alimentacdo e empoderam as mulheres. Ademais, além de
aumentar o nutriente-alvo, essas agOes ainda contribuem para a seguranga alimentar e renda
familiar (REDDY, 2003).

Nesta perspectiva, o incentivo ao consumo e cultivo de alimentos ricos em VA, bem
como alimentos enriquecidos com esse micronutriente, apresenta carater mais sustentavel para
melhorar a situacdo das comunidades em risco de DVA, em comparacao as doses suplementares
periddicas ou ocasionais; todavia, respostas efetivas a essas estratégias sdo esperadas apenas em
médio e longo prazo (TANUMIHARDJO, 2004).

Apesar do elevado dispéndio financeiro, de acordo com o Dr. Dean Jamison, do
National Institutes of Health, na Bethesda, Maryland (USA), na comparacédo entre os beneficios
e 0s custos oriundos de uma ampla gama de intervengdes publicas, a suplementacdo em altas
doses de VA e a fortificacdo de alimentos, mantém-se entre 0s investimentos mais atraentes
quando se avalia a relagcdo custo-efetividade das intervengdes, visto que ambos os tipos de
programas sao altamente rentaveis em termos de vidas salvas e reducéo de anos de vida alterados
por incapacidade (JAMISON, 2003).

Todavia, para que tenham sucesso, os programas de fortificacdo de alimentos muitas
vezes tém de fazer face as barreiras politicas, comerciais e regulamentares (IVACG, 2002).

Desse modo, em curto prazo, torna-se importante a incorporacao de programas de suplementacgéo
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de VA em programas de saude de paises em desenvolvimento, principalmente em populacdes
onde o consumo dietético de VA pelos grupos de risco seja insuficiente, encontrando-se, assim,
em risco de DVA (PAHO, 2001; TANUMIHARDJO, 2004). Nesse contexto, a suplementacao
combinada de mulheres logo apds o parto e de seus filhos pequenos podem ajudar a melhorar o

status de VA materno-infantil.

2.5.4.1 Suplementagdo materno-infantil no Mundo

De acordo com a OMS (2013b), nos paises onde a DVA € um problema de saude
publica, os programas que fornecem suplementos de VA em megadoses para criangas de 6-59
meses de vida tem sido implementados como estratégia para melhorar a sobrevivéncia infantil.
Em muitos casos, a suplementacdo é fornecida quando as criancas entram em contato com o
sistema de salde, aproveitando-se dos momentos imediatamente apds o nascimento, e/ou em
visitas p6s-natais ou de imunizag&o.

Evidéncias apontam que em contextos comunitarios nos paises em desenvolvimento, a
suplementacdo preventiva atua na reducdo global da mortalidade, bem como na reducdo de
mortes por causa especifica de diarréia em criancas na faixa etaria supracitada (OMS, 2013b;
IMDAD et al., 2011).

Como os recém-nascidos ndo estdo incluidos nesta programacdo de suplementacdo com
megadoses de VA, tem-se verificado grande interesse na suplementacdo de VA no periodo
neonatal (primeiros 28 dias de vida) como uma estratégia para também melhorar a sobrevivéncia
de bebés de 0-6 meses de vida (KIRKWOOD, HUMPHREY, MOULTON, MARTINES, 2010).
Entretanto, as evidéncias disponiveis para os resultados esperados foram consideradas
conflitantes em duas revisdes sistematicas (HAIDER, BHUTTA, 2011; GOGIA, SACHDEV,
2011) usadas para o desenvolvimento de orientacdes sobre a suplementacdo de VA em neonatos
e por isso, atualmente, a OMS ndo recomenda a suplementacdo neonatal de VA como
intervencdo de salde publica para reduzir a morbidade e mortalidade infantil (OMS, 2013c),

complementando que se deve continuar a encorajar as maes a alimentar seus bebés
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exclusivamente com leite materno durante os primeiros 6 meses de vida, para que atinjam o
crescimento, desenvolvimento e saude ideais.

Nesse contexto, a suplementagdo da nutriz com alta dose [200.000 Ul (60mg)] de VA
ap6s o parto (até 6 semanas) seria uma estratégia mais segura para incrementar o estado
nutricional de bebés menores de 6 meses de idade, além de ao mesmo tempo também beneficiar
a lactante (WHO/UNICEF/IVACG, 1997). Todavia, para o alcance dos benficios esperados, essa
estratégia depende do aumento nos niveis de VA do leite materno e da frequéncia e duracéo
adequadas da amamentacao (CHRISTIAN, 2010).

Nessa perspectiva, a suplementacdo materna com 200.000 Ul de VA no pos-parto
imediato foi considerada insuficiente para assegurar a permanéncia de adequadas concentracdes
desse micronutriente no leite materno ao longo do tempo, bem como corrigir a DVA subclinica
em mulheres e seus bebés (HUMPHREY, ICHORD, 2001; RICE et al., 1999; BAHL et al.,
2002; SOMMER, DAVIDSON, 2002), deixando assim de ser recomendada pela OMS em sua
nova diretriz (OMS, 2013a).

Atraveés de calculos teéricos e modelagem cinética, foi mostrado que pelo menos duas
doses de 200.000 Ul de VA seriam necessarias para manter concentracfes adequadas de retinol
no leite materno e que este regime de dosagem seria seguro (BENOIST, MARTINES
GOODMAN, 2001; ALLEN, HASKELL, 2002). Diante disso, 0 Grupo Consultivo Internacional
da vitamina A (International Vitamin A Consultative Group - IVACG) fez a recomendacéo
provisoria para se administrar duas doses de 200.000 Ul [400.000 Ul (120mg) no total] de VA,
para mulheres no pos-parto que vivem em areas endémicas de DVA, respeitando-se o intervalo
minimo de 24 horas entre cada dose, sendo a segunda dose ofertada em até 6 semanas pos-parto
(periodo infértil), uma vez que altas doses de suplementos de VA podem causar efeitos
teratogénicos no inicio da gravidez (IVACG, 2002).

O espagamento minimo de 24 horas entre as duas doses minimizaria o risco de aumentar
as concentragfes de &cido retindico do leite materno a niveis hipoteticamente toxicos (ROSS,
2002), uma vez que 24 horas pode ser considerado tempo suficiente para que a primeira dose
seja metabolizada e absorvida pelo figado. Entretanto, um intervalo maior teoricamente
asseguraria uma melhor retengdo da segunda dose de VA (BENOIST, MARTINES

GOODMAN, 2001). Em todo modo, isso deveria ser feito 0 mais cedo possivel apds o parto,
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para maximizar os beneficios da VA no status materno, nas concentragcdes no leite materno e no
estado nutricional do lactente (SOMMER, DAVIDSON, 2002).

Alguns estudos avaliando a suplementacdo com 400.000 Ul de VA no pés-parto e seus
efeitos nas concentragdes de retinol no soro e leite materno e/ou na satde materno-infantil foram
realizados, inclusive no Brasil, mas ainda ndo foram observados resultados estatisticamente
animadores (TCHUM et al., 2006; IDINDILI et al., 2007; DARBOE et al., 2007; BEZERRA et
al., 2010; FERNANDES et al., 2012; SANTOS et al., 2013). Contudo, ndo existem estudos que
tenham avaliado a suplementagdo materna via oral com 400.000 Ul dividida em duas doses
(200.000 + 200.000 UI) e administrada em diferentes momentos, para que fosse observado se o
intervalo de tempo entre a primeira e a segunda administracdo (24h a 6 semanas) poderia

influenciar os resultados. Assim, permanece uma lacuna cujo presente estudo propde investigar.

2.5.4.2 Suplementacdo materno-infantil no Brasil

Ha décadas, a necessidade de intervencdes eficazes para reduzir a prevaléncia elevada
da caréncia de V A no Brasil vem sendo demonstrada (MARTINS, 2007).

Nessa perspectiva, desde 2005, o Ministério da Salde do Brasil, desenvolve o
“Programa Nacional de Suplementa¢do de Vitamina A”, em areas brasileiras consideradas de
risco para a DVA. Até o primeiro semestre de 2012, o Programa abrangia a Regido Nordeste;
municipios do Vale do Jequitinhonha e Mucuri, localizados no Estado de Minas Gerais; Regido
Norte; Estado de Mato Grosso e alguns Distritos Sanitarios Especiais Indigenas. A partir do
segundo semestre de 2012, o Programa foi ampliado para todo o pais (todos os municipios da
Regido Norte e Distritos Sanitarios Especiais Indigenas e municipios prioritarios do “Plano
Brasil Sem Miséria” das regioes Centro-Oeste, Sudeste e Sul) (BRASIL, 2013).

Apesar da OMS (2013a) ndo mais recomendar a suplementagdo materna com megadose
de VA no puerpério como intervencdo de salde publica para prevencdo da morbidade e
mortalidade materna e infantil, o Brasil, assim como outros paises em desenvolvimento,
incentiva 0 uso de suplemento com megadose de VA para as mulheres no p6s-parto imediato,

considerando que apenas o consumo dietético diario de VA por mulheres no puerpério nao é
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suficiente para prevenir a deficiéncia nutricional deste nutriente e suas consequéncias (BRASIL,
2013).

Nesse contexto, a Portaria n°® 729, de 13 de maio de 2005 regulamenta até a atualidade
que a suplementacgdo profilatica com megadoses de VA deve ser administrada de forma periodica
e regular as criancgas de 6 a 59 meses de idade, e administrada as mulheres no pds-parto imediato
(BRASIL, 2005). Nesse ultimo caso, a suplementacdo acontece somente na Regido Nordeste e
em alguns municipios situados na Regido Norte, Estado de Minas Gerais e Mato Grosso
(BRASIL, 2013).

O calendario e o esquema de administracdo das suplementacdes no Brasil sdo

apresentados a seguir:

Quadro 2 — Esquema para administracdo de vitamina A em criancas e puérperas.

Idade Dose Frequéncia
Criancas: 6 — 11 meses 100.000 Ul (30 mg) | Uma dose
Criancas: 12 — 59 meses | 200.000 Ul (60 mg) | Uma dose a cada 6 meses

Puérperas 200.000 Ul (60 mg) | Uma dose no pds-parto imediato

(antes da alta hospitalar)

Fonte: Adaptado de BRASIL. Ministério da Saude. Portaria n® 729, de 13 de maio de 2005.

Outras importantes acdes de prevencdo da DVA, também adotadas pelo Ministério da
Saude brasileiro (BRASIL, 2005), sdo a promocdo ao aleitamento materno exclusivo até 6 meses
e complementar até 2 anos de idade ou mais, com a introducdo dos alimentos complementares
em tempo oportuno e de qualidade; alem do fortalecimento das atividades educativas de
orientagdo alimentar e nutricional, assegurando informacgfes de incentivo ao consumo de
alimentos fontes em VA, estando de acordo com as principais estratégias mundiais de combate e
controle da DVA.

No entanto, para que sejam presumidos e esclarecidos todos os potenciais efeitos das
acOes estratégicas de combate e controle a DVA, especialmente quanto a suplementacao
materna, e assim possam ser confirmadas as a¢Oes mais acertadas quanto ao incremento do
estado nutricional de VA nos pares de mée-filho em curto prazo, a OMS (2013a) aponta a

necessidade de realizacdo de pesquisas sobre os efeitos dos suplementos de VA, com relacéo as
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concentracdes de retinol no leite materno quando a megadose Unica (200.000 Ul) for
administrada as lactantes, semanas ap0s o parto, em contraste a suplementacdo no pos-parto
imediato, como ainda adotada no Brasil e em outros paises em desenvolvimento.

Ademais, dadas as lacunas existentes na literatura, uma vez que existem diferencas entre
0s regimes de suplementacdo seguidos por diversas populacfes, também ainda se faz necessaria
a realizacédo de estudos que comparem a dose Gnica com a dose dupla de 200.000 Ul de VA, bem
como avaliem o momento ideal para a suplementacdo, de modo a identificar se estas variagoes
quanto a posologia e/ou tempo podem impactar significativamente nos niveis de retinol no leite
materno e assim fundamentar a recomendacao de acGes estratégicas direcionadas a cada contexto
populacional.

Em consonancia a estas necessidades, o presente estudo ao construir 0 seu desenho
investigativo, teve o proposito de ajudar a melhorar a saide materno-infantil, uma vez que
também, e principalmente, servira de base para o conhecimento da realidade quanto ao estado
nutricional em VA do bindmio mée-filho da populacédo de Santa Cruz-RN, fornecendo subsidios
para 0 melhor planejamento de ac¢Ges publicas voltadas para 0 combate da DVA na populagéo-

alvo, visto que dados quanto a esta caréncia ainda ndo foram levantados naquela regiéo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementacdo oral materna com megadose de vitamina A,
administrada em diferentes posologias (200.000 Ul ou 200.000 + 200.000 Ul) e em diferentes
momentos do pos-parto (Oh, 24h, 1 semana ou 4 semanas), na concentracdo de retinol no leite

materno.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o ldentificar as caracteristicas sociodemogréaficas e obstétricas da populacao;

e Identificar a concentracdo de retinol do corddo umbilical dos recém-nascidos;

e ldentificar a concentracdo de retinol sérico materno no baseline;

e ldentificar as concentracfes de retinol no leite materno no baseline, 24h, 1, 4 e 12
semanas pos-parto;

e Verificar a associacdo entre as concentracGes de retinol do soro materno, do cordéo
umbilical e do colostro;

e Verificar associacdo entre o estado nutricional de VA materno e o estado nutricional de
VA dos recém-nascidos;

e Verificar a relacdo das concentragfes de retinol de cada tipo de amostra bioldgica
(colostro, soro materno e soro de corddo umbilical) com varidveis socio-demogréaficas e
obstétricas;

e Awvaliar, intra e inter-grupos, as concentraces de retinol no leite materno durante as

primeiras 12 semanas pds-parto;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DESENHO, POPULACAO E LOCAL DO ESTUDO

Trata-se de um estudo de intervencdo clinica, desenvolvido com pares mae-filho,
assistidos no hospital amigo da crianca: Hospital Universitario Ana Bezerra (HUAB) - UFRN,
localizado no municipio de Santa Cruz-Rio Grande do Norte, com acompanhamento durante as

primeiras 12 semanas pos-parto.

4.2 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Fizeram parte da pesquisa, mulheres voluntarias entre 18-40 anos de idade, de baixo
risco obstétrico, juntamente com seus respectivos recém-nascidos.

Uma vez que algumas situacdes poderiam interferir na avaliacdo dos resultados, nao
foram incluidas no estudo, portadoras de diabetes, hipertensdo, neoplasias, doencas do trato
gastrintestinal e hepéticas, cardiopatias, doencas infecciosas, transtorno mental e que tiveram
parto pré-termo (IG abaixo de 37 semanas), mulheres com conceptos mdltiplos e/ou com
malformacdes e que fizeram uso de suplementos vitaminicos contendo VA, durante a gestacao.
Quanto as criancas, foram excluidas aquelas com prematuridade, paralisia cerebral,
malformacdes do aparelho digestivo, malformagdes cardiovasculares e pulmonares, e

malformacdes da cavidade oral dificultadoras da succéo ao peito.

4.3 TAMANHO DA AMOSTRA

O calculo do tamanho amostral foi realizado através de método inferencial, sendo

utilizados valores médios e medida de dispersdo de concentracdes de retinol no leite materno,
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tomando-se como base que o desvio padrdo do retinol no leite materno ndo seria maior que
0,43umol/L (média = 3,9 umol/L) (DIMENSTEIN et al., 2010). Consequentemente, seria
necessario recrutar 14 mulheres em cada grupo para detectar uma diferenca de 0,3umol/L com
poder de 80% e confianga de 95%.

4.4 CAPTURA DOS PARTICIPES E COLETA DE DADOS

A coleta dos dados da pesquisa foi realizada no periodo de julho/2011 a julho/2014.
Foram utilizados dois formularios padronizados para coleta de informacgdes socioeconémicas e
demograéficas, dados do pré-natal e parto (APENDICES A e B). Todos os integrantes auxiliares
do experimento foram treinados e orientados sobre os procedimentos e a rotina de
desenvolvimento da pesquisa, para que fossem normatizados o preenchimento ou transcri¢cdo dos
dados para o questionario, bem como para maior confiabilidade as intervencBes necessarias ao
estudo.

Para a classificacdo do estado nutricional antropométrico, 0 peso e a estatura maternos
referentes a ultima consulta do pré-natal foram coletados do cartdo de acompanhamento e
empregados no célculo do indice de massa corporal (IMC) para a idade gestacional, proposto por
Atalah et al. (1997) e adotado pelo Ministério da Saide do Brasil (BRASIL, 2011). O peso e 0
comprimento do bebé ao nascimento foram coletados do prontuério hospitalar. O indice peso
para idade (P/I) foi expresso em escore-z e analisado no software Anthro versdo 3.0 (WHO,
2009b), para identificar o estado nutricional antropométrico dos recém-nascidos. A eutrofia foi
definida a partir do ponto de corte do escore-z +1,00 e -1,00, e a desnutri¢do, pelo escore-z para
P/l abaixo de -2,00. Possivel risco para sobrepeso definiu-se a partir do P/l entre +1,00 e +1,99, e
sobrepeso entre +2,00 e +2,99; para a obesidade, foi utilizado o P/l acima de + 3,00 (WHO,
2009b).

Casos de anemia materna durante a gestacdo foram identificados a partir dos resultados
de hemoglobina (<11 g/dL) e hematocrito (< 33%) (WHO, 2001).

Além dos dados supracitados, também foram coletadas amostras de leite materno e de

sangues venoso materno e do cordao umbilical, como descrito a seguir.
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4.5 MODELO DE INTERVENCAO

e Momento 1: INTERNACAO PARA O PARTO (Figura 2).

Seguindo a rotina do hospital, no internamento para o parto, os técnicos do laboratorio
do HUAB-UFRN, coletaram, por puncdo venosa periférica, uma aliquota de sangue de todas as
puérperas para que fossem feitos os testes de rotina VDRL e HIV. Desse modo, apos a
centrifugacdo e resultado negativo do sangue analisado, 0s técnicos adicionaram
aproximadamente 1 mL do soro restante em tubos de polipropileno recoberto com papel
aluminio e identificados com os respectivos cddigos de registro na pesquisa, data e hora.
Posteriormente, os tubos foram acondicionados em freezer (-20 °C) para que somente apds a
assinatura das mulheres do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE
C), estes fossem levados ao Laboratdrio de Bioquimica dos Alimentos e da Nutricdo — LABAN,
localizado no Departamento de Bioquimica do Centro de Biociéncias da UFRN.

As amostras bioldgicas das parturientes que ndo se encaixavam nos critérios de inclusdo
bem como aquelas oriundas de mulheres que ndo concordaram em participar do estudo, foram na

sequéncia, imediatamente descartadas.

e Momento 2: PARTO (Figura 2).

Na sala de parto, a equipe (enfermeiros e médicos obstetras) de plantonistas do hospital
coletou o sangue de corddo umbilical (aproximadamente 5 mL) em tubos de polipropileno
recoberto com papel aluminio e identificados com os respectivos codigos de registro na pesquisa,
data e hora. Apds a centrifugacdo do sangue de corddo umbilical, os técnicos do laboratério
adicionaram aproximadamente 1 mL do soro em tubos recobertos com papel aluminio e os
acondicionaram em freezer, para que somente apds a assinatura das mulheres no TCLE, estes
pudessem ser levados ao LABAN da UFRN.

Novamente, as amostras bioldgicas que ndo se encaixavam nos critérios de inclusdo bem
como aquelas oriundas de corddo umbilical de mulheres que ndo concordaram em participar do

estudo, foram completamente descartadas.
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e Momento 3: POS-PARTO IMEDIATO (Leite 0h) (Figura 2).

Ja na enfermaria, as mulheres foram abordadas por um dos pesquisadores, sempre no
periodo matutino. Aquelas selecionadas que concordaram em participar do estudo, assinaram 0
TCLE, apo6s a sua leitura e explicacdo. Nos casos em que a mulher era iletrada, o entrevistador
explicou o0s objetivos da pesquisa e a confiabilidade dos dados, com a leitura do TCLE em voz
alta, sendo o seu consentimento obtido pela impressdo digital. As voluntarias receberam
identificacdo de participacdo no prontuario hospitalar, todavia, foi explicitada para a equipe do
hospital, bem como para as voluntérias, a possibilidade de desisténcia da participagdo em
qualgquer momento do estudo. Apds este procedimento, as mulheres foram aleatoriamente
designadas para integrarem um dos quatro grupos do presente estudo (Quadro 3). Esta estratégia
permitiu a comparacao entre as posologias de 200.000 Ul e 400.000 Ul (200.000 Ul + 200.000
Ul), bem como permitiu verificar se 0 momento de administracdo no poés-parto poderia
influenciar nas concentracdes de retinol no leite materno nas primeiras 12 semanas pos-parto.

Os grupos de intervencao foram divididos, conforme apresentados a seguir:

Quadro 3. Grupos de intervencao e esquema de suplementacdo materna com VA

Via de
Grupos administracao Esquema de suplementacéo Total
da VA
G200(0H) Oral 200.000 Ul de VA no poés-parto 200.000 Ul de VA
imediato
G200(4S) Oral 200.000 Ul de VA 4 semanas pés- 200.000 Ul de VA
parto
G400(24H) Oral 200.000 Ul de VA no poés-parto 400.000 Ul de VA
imediato + 200.000 Ul de VA 24h
pos-parto
G400(1S) Oral 200.000 Ul de VA no poés-parto 400.000 Ul de VA
imediato + 200.000 Ul de VA na 12
semana pés-parto
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Posteriormente, todas as maes, exceto as do grupo G200(4S), receberam a 12 cépsula
contendo 200.000 Ul de VA, apds coleta de aproximadamente 1 mL de leite colostro materno
(leite O h).

e Momento 4: 24H POS-SUPLEMENTACAO (Leite 24h) (Figura 2).

Ainda na enfermaria, passadas 24 horas da 1° coleta de leite, uma nova aliquota (= 1 mL)
de leite colostro foi obtida das participantes dos quatro grupos (leite 24 h), seguindo-se de nova
administracdo oral de capsula de VA (200.000 Ul de VA), fornecida exclusivamente para as
mulheres do grupo G400(24h).

e Momento 5: 1 SEMANA POS-PARTO (Figura 2).

Uma semana ap0s o parto, em retorno das mulheres ao hospital para a realizacao de testes
da rotina assistencial hospitalar ao bebé, foi coletada nova aliquota (3 mL) de leite materno de
todas as participantes, seguindo-se de administracéo, via oral, de capsula de VA (200.000 Ul de
VA), apenas para as do grupo G400(1S).

Todas as participantes foram incentivadas a retornar ao hospital, 4 semanas ap0s o parto

para novo encontro com os pesquisadores.

e Momento 6: 4 SEMANAS POS-PARTO (Leite 4 semanas) (Figura 2).

Quatro semanas apds o parto, em retorno ao hospital, foi coletada nova aliquota (3 mL)
de leite materno. Posteriormente, a administragdo via oral de cpsula de VA (200.000 Ul de VA)
foi efetuada exclusivamente as mulheres do grupo G200(4S). Todas as participantes foram

incentivadas a retornar ao hospital, 12 semanas ap0s o parto para nova coleta de informacoes.

e Momento 7: 12 SEMANAS POS-PARTO (Leite 12 semanas) (Figura 2).

Em novo encontro com a equipe da pesquisa, a ultima aliquota (3m L) de leite foi
coletada das voluntarias.

A cada encontro com 0 pesquisador, no intuito de se evitar o desmame precoce, as
mulheres foram incentivadas quanto & manutencdo do aleitamento materno exclusivo e

esclarecidas sobre as vantagens deste tipo de aleitamento.
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A figura 2 mostra de forma esquematica o fluxo de coletas (sangue e leite) e intervencédo

NOS Seus respectivos momentos de segmento.

PRE-PARTO

{ SANGUE daMAE |

POS-PARTO

! SANGUE do CORDAO UMBILICAL |

........

200.000 Ul de VA

200.000 Ul de VA

G200(0H) G200(4S)
| |
| Leite 0 hora | | Leite 0 hora |
20000001 |
| Leite 24 horas | | Leite 24 horas |

| Leitelsemana |

| Leite 4 semanas |

| Leite 12 semanas |

| Leitelsemana |

| Leite 4 semanas |

i
......

...........................

| Leite 12 semanas |

400.000 Ul de VA

400.000 Ul de VA

G400 (24H) G400 (1S)
| |
| Leite 0 hora | | Leite O hora |
2000001 | 12000001 |
| Leite 24 horas | | Leite 24 horas |
20000001 |

Leite 1 semana |

Leite 4 semanas |

Leite 12 semanas |

| Leitelsemana |

| Leite 4 semanas |

| Leite 12 semanas |

Figura 2 — Esquema de distribuicdo dos participes, momentos das coletas (sangue e leite) e de

intervencao.

4.6 DADOS BIOQUIMICOS

4.6.1 Coleta do material biolégico

e Sangue materno e sangue de corddo umbilical: Foram colhidos, por técnico capacitado,

aproximadamente 5 mL de sangue venoso materno, antes do parto e 5 mL do sangue do corddo

umbilical dos neonatos (ordenha), imediatamente apds o parto. As amostras de sangue foram
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coletadas em tubo de polipropileno recoberto com papel aluminio para protecdo contra a luz.
Apds cada coleta, o tubo com sangue foi devidamente tampado e transferido para centrifuga,
permanecendo em descanso por um tempo médio de 20 minutos, enquanto ocorria a retragdo do
codgulo. Posteriormente as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 1073 G, para a
separacdo do soro, quando se retirou uma aliquota de 1 mL de cada amostra, armazenando-a em
freezer a temperatura —20 °C para posterior transporte, em caixa térmica com gelo, ao LABAN-
UFRN, onde as amostras foram analisadas para a extragdo do retinol sérico.

e Leite materno: Nas manhds em que ocorreram 0s encontros entre os pesquisadores e as
mulheres voluntérias, o auxiliar de pesquisa, solicitou a méde (em jejum noturno) que colocasse 0
bebé para mamar em uma das mamas para estimular a ejecéo de leite, seguindo-se da coleta (por
ordenha manual) de leite materno da outra mama nédo sugada, mantendo-se um intervalo de, pelo
menos, 2 horas entre a Gltima mamada e a coleta da amostra. A primeira ejecdo do leite foi
desprezada para evitar flutuacbes no teor de retinol e gordura. As amostras possuiam
aproximadamente 1 mL de leite colostro e as aliquotas foram coletadas em tubos de
polipropileno protegidos da luz e devidamente identificados com codigos de registro na pesquisa,
data e hora. Imediatamente ap0s cada etapa de coletas, as amostras de leite materno foram
transferidas para o freezer (-20 °C), sendo posteriormente transportadas ao Laboratério de
Bioguimica da UFRN em caixa térmica com gelo.

4.6.2 Extragéo do retinol

e Soro (materno e de cordao umbilical): O procedimento extrativo ocorreu segundo o método
modificado de Ortega et al. (1997). Apds o descongelamento do soro, foi adicionado 1 mL de
alcool etilico 95% (Vetec®) para a precipitacdo das proteinas, e retinol acetato como padréo
interno (Sigma®). Em seguida, as amostras foram agitadas por 1 minuto, no agitador de tubos,
em velocidade continua, e centrifugadas a 1073 G, durante 10 minutos. A amostra foi extraida
em trés etapas com a adicdo de 2 mL de hexano (Merck®) em cada etapa. Apds cada adigédo de
hexano, as amostras foram agitadas durante 1 minuto e centrifugadas a 1073 G por 10 minutos,

sendo a camada hexéanica sobrenadante removida para tubo de vidro com capacidade para 5 mL.
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Em sequéncia, uma aliquota de 3 mL da fase hexanica foi evaporada em banho-maria a 37 °C. O
residuo da amostra foi redissolvido em 500 pL de metanol (Vetec®) com grau de pureza para
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), agitado durante 1 minuto e deste, retirados 20
uL para aplicacdo e leitura em cromatografo.

e Leite materno: O retinol no leite materno foi dosado, obedecendo ao método modificado de
Giuliano et al. (1992). Apds descongelamento das amostras de leite, em banho de agua a 37 °C
com agitacdo de 60 oscilagdes por minuto, houve uma saponificagdo alcalina com hidréxido de
potassio (1 mL) a 50% v/v (Vetec®), no intuito de hidrolisar os ésteres de retinil. Ao mesmo
tempo foi adicionado alcool etilico 95% em igual volume ao da amostra, para desnaturacdo das
proteinas. As amostras foram homogeneizadas durante 1 minuto em agitador de tubos, e
submetidas ao banho-maria sob agitagdo a 45 °C por duas horas. Posteriormente, foram
adicionadas as aliquotas, 2 mL de hexano como reagente extrativo, agitando-se durante 1 minuto
para posterior centrifugacdo a 1073 G por 10 minutos. O sobrenadante hexanico foi removido
para outro tubo e no precipitado foram adicionados mais 2 mL de hexano, repetindo-se o
processo extrativo por 3 vezes no total. Uma aliquota de 3 mL da fase hexanica foi evaporada em
banho-maria a 37 °C. Os extratos foram dissolvidos em 500 pL de metanol (Vetec®) em grau de

pureza para CLAE, agitados durante 1 minuto e 20 pL da solucéo foram analisados em CLAE.

4.6.3 Condicdes cromatograficas e quantificacdo do retinol

As concentracOes de retinol de todas as amostras (soro materno, soro de corddo
umbilical e leite materno) foram determinadas em cromatografo da marca Shimadzu®. O
equipamento é constituido de bomba LC-20 AT Shimadzu, acoplado a um Detector SPD-20A
Shimadzu UV-VIS, Coluna Shim-pack CLC-ODS (M) 4,6mmx15cm e computador com
programa LC solution (Shimadzu Corporation®) para processamento dos dados. A fase movel
utilizada para a analise de retinol foi metanol 100%, em sistema isocratico com fluxo de 1
mL/min e tempo de retencdo de 4,2 minutos. O comprimento de onda adotado para
monitoramento da absorbancia foi de 325 nm. A identificacdo e a quantificacdo do retinol nas
amostras foram estabelecidas por comparacdo da respectiva area do pico obtido no
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cromatograma com a area do padrdo de retinol (Sigma®). As concentracdes dos padrdes foram
confirmadas por meio do coeficiente de extingdo especifico para retinol em etanol absoluto (e
1%, 1 cm = 1.780 a 325 nm).

4.6.4 Precisao e exatidao dos métodos

A exatiddo e precisdo dos métodos (ORTEGA et al. 1997 e GIULLIANO et al., 1992)
modificados foram avaliadas através dos testes de recuperacdo da extracdo e de repetitividade,
respectivamente.

e Teste de recuperacdo: Trés grupos de amostras: G1 (apenas leite), G2 (leite e padrdo de
retinol de concentracdo conhecida), G3 (agua e padrdo de retinol de concentracdo conhecida)
foram extraidas em triplicata e aplicadas em CLAE nas mesmas condi¢es antes descritas para
cada um dos métodos. Os resultados mostraram que a extracdo do retinol foi eficaz, com uma
recuperacdo do retinol de 98%.

e Teste de repetitividade: trés aliquotas de uma mesma amostra de leite, de soro materno e de
soro de corddo, foram extraidas como descritas anteriormente (item 4.6.2) em trés dias
alternados, seguindo-se de dosagem em CLAE. O coeficiente de variacdo obtido foi inferior a
4%.

4.6.5 Classificacao do estado nutricional de vitamina A

O retinol do colostro e dos soros materno e do corddo umbilical foi utilizado para
expressar 0 estado nutricional de VA materno e dos neonatos. Além disso, o retinol do leite
materno foi utilizado para avaliar o efeito da suplementagdo materna com megadose de VA
administrada no pds-parto, quanto ao incremento de retinol nas concentra¢fes de VA no leite
materno. Visto ndo haver ponto de corte definido para a inadequacgéo do status de VA a partir do

colostro, consideramos que concentracdes de retinol no colostro inferiores ao ponto de corte
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estabelecido para o leite maduro (1,05 pmoL/L) (WHO, 1996), poderiam ser sugestivos de
deficiéncia subclinica de VA, uma vez que o colostro naturalmente tem mais retinol que o leite
maduro (MACIAS; SCHWEIGERT, 2001). No soro materno, concentragdes de retinol inferiores
a 0,7 umoL/L configuraram DVA (WEST Jr, 2002, RICE; WEST Jr; BLACK, 2004). Quanto ao
soro do corddo umbilical dos recém-nascidos, as concentragdes de retinol menores que 0,70
pumoL/L foram classificadas como baixo status de VA (GODEL, et al., 1996).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Para as anélises estatisticas dos dados, foi utilizado o software Statistical Package for
Social Sciences (SPSS) 20.0. As amostras foram submetidas ao teste Kolmogorov smirnov para
verificar o seu acoplamento a distribuicdo normal. Nos casos de normalidade da distribuicéo,
para as variaveis continuas, os dados foram analisados descritivamente na forma de média e
desvio padrdo; nos casos de distribuicdo assimétrica, os resultados foram descritos como a
mediana (amplitude interquartil: p25 — p75). As variaveis categoricas foram apresentadas em
porcentagem (%).

Os testes “t” de Student independentes ou pareados e a andlise de variancia (ANOVA)
ou 0s seus respectivos correspondentes ndo paramétricos, Mann-Whitney e Kruskal-Wallis,
foram usados na analise de comparacdo de médias entre as variaveis do estudo. Para avaliar a
relacdo entre as variaveis numéricas continuas, foram utilizados os testes de correlacdo linear de
Pearson ou Sperman e para verificar diferencas entre proporcfes, foram criadas tabelas de
contingéncia e em seguida aplicado o teste Qui-quadrado de Pearson (7).

Nas comparacGes com os grupos de estudo, a fim de conhecer os efeitos das variaveis
independentes nas concentragfes de retinol no leite materno, foi realizada uma analise tipo
Generalized Estimed Equation (GEE) com fung&o ligante linear, matriz de correlagdo de trabalho
auto-regressiva (AR-1), teste de hipotese de Wald e post hoc de Bonferroni.

Em todos os casos os resultados foram considerados estatisticamente significantes para
p<0,05.
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4.8 CONSIDERACOES ETICAS

O estudo foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos da UFPE, de
acordo com as normas contidas na resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude (Brasil/MS,
1996), sendo aprovado sob o numero 476/10 (CAAE- 0471.0.172.172-10) em 03 de fevereiro de
2011 (ANEXO — C).

Como todas as mulheres receberam suplementacdo ainda dentro do periodo de
cuidados/atencdo pds-parto oferecido pelo hospital-maternidade, estas foram orientadas a
retornarem ao hospital, caso eventos adversos ocorressem com elas e/ou seus bebés, em um
periodo de até trés dias apds cada suplementacdo. Todavia, ndo foram identificados, em nenhum
dos grupos de intervencgdo, casos de cefaléia, vomitos, abaulamento de fontanela, ou quaisquer
outras adversidades tipicas de intoxicacdo materna ou infantil apds suplementacdo com

megadoses de VA.
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5 RESULTADOS

Os resultados gerados por este estudo estdo sob o formato de 02 artigos cientificos
originais apresentados em concordancia as normas das respectivas revistas nas quais estes foram

submetidos para publicacao.
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Abstract

Objective: The purpose of this study was to assess the vitamin A (VA) nutritional status of
women and their newborns in the a Brazilian Northeast city and determine the association
between retinol in the maternal serum, umbilical cord blood and colostrum milk, as well as to
evaluate the relationship between retinol concentrations in the biological samples and socio-
demographic and obstetric variables.

Methods: The VA nutritional status in 65 pairs of women and newborns was assessed from
samples of the mother’s serum, umbilical cord serum and colostrum milk using a high-
performance liquid chromatography method. Appropriate estimation methods and statistical tests
were applied for discreet and continuous variables.

Results: The prevalence of inadequate maternal VA status was 21.5% (95% CI: 11.5% - 31.5%)
and 13.8% (95% CI: 5.4% - 22.2%) based on maternal serum and colostrum concentrations,
respectively. Among newborns, 41.5% (95% CI: 29.3% - 53.5%) presented a low status of VA
concentrations based on cord serum. Newborns were more likely to be a low status if born to
mothers with Vitamin A Deficiency (VAD) versus adequate serum retinol (odd ratio: 8.02, 95%
Cl: 1.9 — 32.8). Retinol in maternal serum was lower in mothers less educated (p = 0,04) and
colostrum retinol concentrations were lower in primiparous (p = 0,002).

Conclusions: VAD mothers is common among public hospital attenders in Northeast Brazil and
this problem is associated with delivering a low status of VA in newborns. Maternal parity and
educational level were related with the maternal VA status. The findings pointed out the need to
adopt control actions against VAD in this population.

Keywords: vitamin A; serum; umbilical cord; colostrum; high performance liquid

chromatography.
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Summary box: Vitamin A deficiency (VAD) is a public health problem in many parts of the
world. Needy communities, like that from the Brazilian Northeast, must be the focus of studies
which makes it possible the mapping and identification of factors that are related or contribute to
this occurrence in populations at risk. In this study, VAD was a common problem in mothers and
was associated with delivering a low status of VA in newborns. Maternal parity and educational
level were related with the maternal VA status. The findings pointed out the need to adopt

control actions against VAD in this population.

Introduction

Vitamin A (VA) plays essential but distinct roles regarding the functions it performs,
including the vision, normal cell differentiation, embryonic growth and development, skeletal
growth, immune response, and reproduction (1).

Due to the importance of VA to human health, vitamin A deficiency (VAD) during
pregnancyis related to prematurity, pregnancy hypertensive syndromes, puerperal sepsis, anemia
in pregnancy, oxidative stress, and higher odds of miscarriage. These problems contribute,
directly or indirectly, to increase the morbidity and mortality rates of mothers and infants in their
first months of life (2). Globally, estimates based on the serum retinol indicator suggest that in
the period 1995-2005, VAD hit 33.3% (190 million) children below 5 years of age, and that
approximately 15.3% (19.1 million) pregnant women also had VA concentrations deemed
deficient (3).

In Brazil, VAD is deemed a moderate public health problem (3), where 17.4% of children
and 12.3% of women in childbearing age has deficient levels of VA. The highest prevalence is

found in the Northeast (19.0%) and Southeast (21.6%) regions of the country (4). In the
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Brazilian Northeast context, many publications (5,6,7,8) have showed high probability to occur
this kind of deficiency among women attended in public hospitals in this region, which suggests
that VAD can result in serious prejudice for women health and their babies on first days after
childbirth. Faced with these circumstances, it is important having studies to assess the VA
nutritional status of populations at risk of developing VAD, such as those in the Brazilian
Northeast. So, this study aims to analyze the vitamin A nutritional status in women and their
newborns in the Brazilian Northeast from different perspectives (maternal serum, umbilical cord
serum and colostrum milk) and determine the association between retinol concentrations and

some socio-demographic and obstetric variables.

Methods
Population and study characterization

This is a cross-sectional study conducted with pairs of mothers and children delivered at a
children’s hospital: University Hospital Ana Bezerra, located at Santa Cruz municipality— Rio
Grande do Norte (RN), Brazilian Northeast. This municipality is located 115 km from Natal,
capital of the State of RN. The territorial area of Santa Cruz is 624.36 km?, with a population of
38,142 inhabitants, and a demographic density of 57.33 inhabitants per km?. The population lives

predominantly in the urban area. Their economy is mainly based on services (9).

Sample calculation

To calculate the sample size, it was used the total number of individuals needed to get a
reliable estimate of the population mean. The basic parameters used were the critical value that
corresponds to the desired confidence level, the expected standard deviation for the variable

studied and the maximum permissible error.
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Assuming that standard deviations for retinol in the colostrum, in the maternal serum, and in the
serum of the newborn (umbilical cord) would not exceed 1,01 pmol/L (8), 0,38 pumol/L (8), and
0,93 umol/L (10), respectively, therefore, it would be necessary to recruit at least 63 mother-
children pairs, since this was the number estimated to maternal milk, substrate that has the
highest variability among the types of sample. The maximum estimated error would be 0.25

umol/L at a 5% significance level.

Selection of participants

This study, approved by the Committee of Ethics on Research with Human Beings of the
Federal University of Pernambuco (File No. 476/10; CAAE- 0471.0.172.172-10) and by the
Research Commission of University Hospital Ana Bezerra (venue of the screening of the
mother-child binomial), was performed accordingly to the ethical standards laid down in the
1964 Declaration of Helsinki and its later amendments. All women signed an informed consent
to participate in the study.

The selection of the 65 participants of the study happened at the moment of their admission
for delivery, according to the spontaneous demand of the maternity hospital, and adopted the
following inclusion criteria: women 18-40 years of age and low obstetrical risk. As exclusion
criteria, the following parameters were considered: women with diabetes, hypertension,
neoplasias, gastrointestinal tract (Gl tract) and liver diseases, cardiopathies, syphilis and HIV+
and remaining infectious diseases, mental disorders, and women who had multiple and/or
malformed fetuses, and used vitamin supplements containing VA during pregnancy. Regarding
the children, premature babies (less than 37 weeks) or those with mental paralysis and

malformation of the Gl tract, heart or lungs were not part of the survey.
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Biochemical evaluation of retinol

In order to determine the serum concentrations of retinol, at the moment women were
being prepared for the delivery (when collecting samples for VDRL and HIV tests), 5 mL of
blood sample was drawn from the parturients via brachial venipuncture. The neonates underwent
umbilical cord blood milking, immediately after delivery. After being collected, blood samples
were centrifuged (at 1073 G) to separate and extract the serum.

An aliquot (1 mL) of the colostrum was collected in the first morning after delivery, after a
night fasting, by manual pumping of one single breast, at time intervals of at least 2 hours
between the last breastfeed and the sample collection.

All samples (mother’s serum, umbilical cord serum, and colostrum) were stored in
polypropylene tubes after being sterilized and covered with aluminum paper for protection
against the light. Then, the samples were frozen at -20 °C and shipped to the Food and Nutrition
Biochemistry Lab of the Federal University of Rio Grande do Norte, in the city of Natal-RN.

For the analysis of retinol, the serum samples were extracted by adapting the method
described by Ortega et al. (1997) (11), as follows. For 1 mL of serum, 1 mL of ethanol 95%
(Vetec®) was used to precipitate the proteins, followed by three steps of extraction with 2 mL of
hexane (Merck®) added in each step. After adding hexane each time, the samples were agitated
during 1 minute and centrifuged at 1073 G for 10 minutes. Then, the resulting hexane sample
was removed to another tube. An aliquot of 3 mL of the hexane phase was evaporated under a
nitrogen atmosphere in water bath at 37 °C. In order to extract retinol from the colostrum, a
saponification step was added to the above mentioned method with 1 mL of potassium hydroxide

50% v/v (Vetec®) (12).
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After this process, all extracts resulting from samples of serum and colostrum were
dissolved again in 500 pL of methanol (Vetec®) with purity grade for high-performance liquid
chromatography (HPLC), and 20 puL were applied to the chromatographer (Shimadzu®) to
quantify the existing retinol. The mobile phase used for the analysis of retinol was methanol at
100% in an isocratic system, with a 1 mL/min flow, and a retention time of 4.2 minutes. The
wavelength adopted for the monitoring of absorbance was 325 nm. The identification and
quantification of retinol in the samples were established by comparing the respective peak area
obtained in the chromatogram to the retinol standard area (Sigma®). The concentrations of the
standards were confirmed by the extinction coefficient specific to retinol in absolute ethanol (&
1%, 1 cm = 1,780 at 325 nm).
The retinol found in the colostrum, in the maternal serum and in the umbilical cords of the
newborns were presented in pmoL/L and used to express the VA nutritional status of the
mothers and neonates. It is known that colostrum has more retinol than mature milk (13),
however there is no cut-off point defined to identify an inadequate status of vitamin A in the
colostrum. So, the authors assumed that retinol concentrations in colostrum lower than the cut-
off point defined to the mature milk (1.05 pumoL/L) (14) would be suggestive to indicate a
subclinical vitamin A deficiency (DVA). When considered the maternal serum, retinol
concentrations less than 0.7 umoL/L configured VAD (15,16). As to the serum of the umbilical
cords of newborns, retinol concentrations less than 0.70 umoL/L were classified as a low status
(17).
Variables of interest

In order to characterize the sample, socio-demographic information on the women’s

prenatal period, delivery and clinical history was obtained by interviewing the puerperae and via
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information collected from their hospital medical records and from their prenatal follow-up
cards.

Among the variables possibly related to the immediate causes of the nutritional status of
the studied group, the following details were included biological/obstetric (anthropometric
gestational nutritional status and parity) and socio-demographic information (mother’s age range,
number of individuals per household, mother’s education level and family income).

The classification of the women’s gestational anthropometric status was done according to the
critical levels of the Body Mass Index (BMI) for the gestational ages, as proposed by Atalah et
al. (1997) (18), and adopted by the Brazilian Ministry of Health (19). The anthropometric
assessment related to their pregnancy was based on the information of their last antenatal care
visit. For the anthropometric classification of the neonates, those who had less than 2,500 g were
considered in a low weight condition at birth (20). Cases of maternal anemia during pregnancy
were identified from hemoglobin (<11 g/dL) and hematocrit (< 33%) results (21). All of the
collected information was registered in questionnaires and pre-coded and pre-tested forms.
Statistical analyses

As to the statistical analyses of the data, the software “Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) 20.0 was used. The variables were submitted to Kolmogorov-Smirnov’s test to
evaluate their coupling to the normal distribution. For the symmetrical distribution variables, the
results were arranged as average (standard deviation); in the cases of asymmetrical distribution,
the results were described as the median (interquartile amplitude).

In order to evaluate the relation among the continuous numerical variables (retinol in the
colostrum x retinol in the maternal serum x retinol in the serum of the umbilical cord), Pearson’s

and Sperman’s linear correlation tests were used, in accordance with the pertinence of each case.
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In order to assess the relation between the VA nutritional status of the mothers and their infants
by means of the cut-off points of indicators maternal serum, serum of the umbilical cord and
colostrum, contingency tables were created and a chi-square (5°) test was applied to check the
differences between these proportions. In addition, comparison tests were done for the retinol
averages between groups of variables set for the socio-demographic and obstetric conditions of
the mother-child group. For this purpose, Student’s “t”-tests and the Analysis of Variance
(ANOVA) or the non-parametric correspondence, Mann-Whitney and Kruskal-Wallis,
respectively, were used. In all cases, the results were considered statistically significant for

p<0.05.

Results

The participants of this study had a mean age of 24.8 (5.4) years of age, and 69.2% of them
were in the range from 21 to 35 years of age (Table 1). The assessment of the socio-demographic
characteristics determined that most of the participants were married or lived with their partners
(81.5%), had a low education level (56.3% had only the primary or middle school level) and low
income (78.1% had an income up to one average minimum monthly salary of US$ 243.14 during
the studied period). Regarding the obstetric characteristics, there was a predominance of vaginal
delivery (84.6%) and that most of the women (70.8%) had two or more children (parity average
= 1.7 children).

According to the mother’s anthropometric nutritional status during the gestational period,
38.1% of them had eutrophia. Not all women had the register of the hematological exams
realized during the gestational period, but among those who had the results registered more than

86% was not anemic. Regarding the newborns, the predominant gender was male (58.5%), and
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the birth weight of most of them was considered adequate (96,9%). Maternal breastfeeding was
given in the immediate postpartum to 87.7% of the neonates.

The measurements of central tendency of retinol and prevalence of inadequacy of retinol
status based on the results in the indicators maternal serum, serum of the newborn (umbilical
cord) and colostrumare presented in Table 2. No relation was found between the median of
retinol concentrations in the colostrum and the retinol averages in the maternal serum (r = -0.20;
p = 0.12) or in the serum of the umbilical cord (r = 0.02; p = 0.90). However, it was showed a
significant linear relation between the averages of retinol found in the maternal serum and the
serum of the umbilical cord (r = 0.34; p = 0.006).

In addition, the distribution over the different cut-off points for the classification of the
mother-child VA nutritional status highlighted that infants whose mothers have deficient serum
retinol concentrations (<0.70 pumol/L) were at higher odds to have low retinol concentrations in
the serum of their umbilical cords (odds ratio: 8,02; 95% CI: 1,96-32,75) (Table 3).

There was no statistical difference among groups when considered the anthropometric
nutritional status in the mothers and their newborns, either through the retinol concentrations in
the maternal serum, serum of the umbilical cord and colostrum (p > 0,05) (Table 4).
Furthermore, there was no significant difference in measurements of central tendency of retinol
when the concentrations in biological samples (maternal serum, serum of the umbilical cord and
colostrum) were compared among groups of the most of socioeconomic variables (maternal age,
marital status, number of individuals per household and family income) (p > 0,05). However,
when analyzed the educational level, the results pointed significant statistical difference between
groups in the biological samples of maternal serum (p = 0.04) and colostrum (p = 0.01). Similar

result was found when the retinol concentration in the colostrum was evaluated according to the
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parity (p = 0.002). In addition, it was identified a significant association between educational
level and parity (p < 0.001), so that women who had a lower educational level were those who
had a higher number of children (results not presented). The mothers who brought together both

conditions were those who presented the highest values to retinol in the colostrum (Table 4).

Discussion

Due to the impact of VAD in the health of the populations, especially the mother-child
group, the assessment of the VA nutritional status in individuals of communities not yet
investigated is very important, particularly in disadvantaged areas like the municipality of Santa
Cruz, Brazilian Northeast. In these regions, the detection of cases of deficiency, especially by
means of reliable indicators, becomes essential to decide on the intervention strategies.

In this research, despite the average concentration of retinol in the maternal serum
indicates adequacy and is compatible with other literature findings (22,23,24), substantial part of
the maternal population presented VAD, which emphasize an important risk to women health
and their infants. To evaluate the VA status in neonates, there is a predominant number of
studies in the literature which use <0,7 pumol/L as the cut-off point to suggest a low retinol
concentration (10,25,26,27,28,29), and this was the value also adopted as the cut-off point in the
present study. The average identified here ratifies the findings of other studies (22,23,24,30), in
which the values found are deemed typical for the full-term and healthy newborn, and within the
expected estimates for developing countries (0% to 89%) (31). For some authors, part of the
explanation for the higher proportion of low values in the developing regions may be due to the
higher rates of preterm deliveries and low birth weight (31). Nevertheless, in this research,

prematurity was considered one of the exclusion criteria, and low birth weight was found in only
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two (1,3%) neonates; therefore, it is not a determining factor for the high prevalence of serum
concentrations of retinol below 0.70 umol/L, as found here. Even in countries not known for
their VAD, a significant number of children are born with retinol concentrations <0.70 pmol/L,
thus, this value is not uncommon, and its use as a deficiency indicator requires more validation
(32), since it can be overestimating the number of inadequacy cases.

The retinol concentrations found in the umbilical cord of newborns were lower than
maternal concentrations and the average retinol value in the umbilical cord corresponds to 62.1%
of the average concentration of maternal serum retinol, which is consistent with previous
investigations (17,23,33). Shirali et al. (1989) (34) found a logarithmic relationship between the
concentrations of maternal retinol and retinol in the umbilical cord of the newborns in a study
assessing VA serum concentrations in the mother-child binomial of an Indian population,
suggesting a saturable transplacental transport of VA. The fetal concentration of VA seems to be
stable despite the variations in the maternal status and intake of VA (35). In this sense, even if
the mothers have adequate VA reserves, such as what happens in developed countries, VA liver
stocks in the newborn are found physiologically low, considering their requirements for the post-
natal period, and VA is only sufficient for the first days of life (36). However, the regulation
mechanisms that sustain homeostasis remain obscure, and it is not yet known if these
mechanisms may successfully offset an extreme deprivation or excess of VA (35).

When was verified the relation between the retinol nutritional status of these neonates
(umbilical cord) and the retinol nutritional status of the mothers, it was clear that newborns of
women with VAD were at 8.02 times higher odds to present low retinol levels in the serum of

the umbilical cord. This association corroborates the literature, suggesting that when there is



60

maternal VAD, the risk for the newborn to present the deficiency is high, and this may have
great impact on their immunological system and in the child morbidity and mortality rates (3,33).

However, in case the mother uses a diet intake or adequate VA liver reserves, such as the
production of milk in sufficient volumes and adequate concentrations of VA, the VA liver stock
in the newborn may be increased during the breastfeeding period (37). This is why the first
months of life of a baby are considered critical for accumulating VA reserves at levels sufficient
to prevent VAD in the post-weaning period (32). In this context, diagnosing the VA content in
the breast milk provides information about the mother’s nutritional status, and about the relevant
micronutrient that goes to the baby. For these reasons, concentration of VA in the human milk is
an important indicator and has been used for investigations on VAD in the mother-child group
(38).

In the present research, retinol concentrations in the colostrum were compatible with the
values in the breast milk found in developing countries (2.1 - 3.5 umol/L) (38). It is expected that
the VA concentrations in the colostrum are usually hight (39,13), which was confirmed in the
results presented here. This is the main cause to explain that the median value in the colostrum
was higher than the cut-off point of 1.05 umol/L (14,40), however, this does not mean that these
values will remain, after the subsequent lactation periods are reached, as, with time, there is a
remarkable drop in the VA levels of the breast milk (41).

When we evaluated the retinol prevalence based on the cut-off point (<1,05 pumol/L)
adopted to the colostrum, 13.8% of the maternal population presented values below this cut-off
point, which represents an important risk to infant health, since VA concentrations in maternal
milk of at least 1.05 pmol/L are required to attend the metabolic necessities of the babies but are

not enough to accumulate reserves in the liver, so that is considered the minimum VA
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concentration to prevent VAD in the first six months of infant’s life (14). It is worth to note that
this situation is more worrying if it is considered that, in function of the inexistence of an
specific cut-off point to the colostrum, it was adopted the cut-off point to the mature milk (1,05
pmoL/L) to evaluate the retinol status even in the beginning of the lactation, when VA
concentrations are naturally high (39,13). Then, based on the results it is possible to speculate
that an even greater problem would be more evident in nursing mothers from this region if the
cut-off point were increased to take into consideration the natural characteristic of the higher VA
concentrations in the first days after delivery.

In view of the above, the diagnosis of the factors which are related to the VA status can
help to identify the conditions that possibly modulate retinol in the mothers and may guide
preventive measures against VAD for the most vulnerable groups. The literature suggests that
some of the nutrition-related factors, the obstetrical and socioeconomic/demographic profile may
all have an impact on the concentration of retinol, however, there is not yet full agreement about
this relations (8,33,42,43,44).

In this sense, even though the results have pointed that retinol in the maternal serum was
higher in the group of women who had higher educational level (p = 0.04) and is known that
factors as educational level can interfere in the nutritional knowledge and dietary behavior (45),
what can impact consequently the nutritional status of the individuals, in the present
investigation was observed that the retinol in the colostrum was higher in the group of women
with a low educational level (p = 0.01), with a stronger statistical significance in the last finding
(colostrum), what can indicate a greatest power of evidence. It was also found a relationship
between the retinol levels in the colostrum and maternal parity, aspect that corroborates with

literature achievements which suggest that parity may have an influent effect on retinol levels in
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the milk, as previous lactation enables high mobilization of retinol reserves and their high rates
of transfer to the mammary gland (46). In this context, it is worth highlighting that in the present
study, women who had a low educational level had higher parity (p < 0.001), what justify why
those who had a low educational level had higher retinol concentrations in the colostrum, in
contrast to the results identified to the maternal serum. Nevertheless, in view of the problems
intrinsically related to dietary, demographic and cultural factors, typical of economically and
socially disadvantaged locations, such as the municipality of Santa Cruz, it is believed that the
population becomes more vulnerable to the harms of an inadequate family planning, educational
level and maternal nutritional status, especially as far as children growth and development are

concerned, even if the results found here have been apparently conflicting in some aspects.

Conclusion

The achievements of the present research allow concluding that in a sample those who
frequent a public hospital in Brazilian Northeast, VAD is a common problem among mothers
and is associated to delivery of newborns with a low retinol concentration in the serum of the
umbilical cord. Moreover, maternal parity and educational level were related to the maternal
status of VA. These results are very important, since this is a pioneer study in the quantification
of the VAD problem in the sole public maternity hospital in Santa Cruz-RN, municipality in
Brazilian Northeast.

Considering the results found here, continuous actions to monitor and intervene in the
target population are justifiable, such as extending the studies to assess the VA status, the referral
of individuals suspicious of having VAD to health services, the maternal supplementation with

VA megadoses after delivery, the promotion of breastfeeding, encouragement to adopt a
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diversified diet and the consumption and farming of food that is a source of VA and the adoption
of educational activities comprising health and nutrition, as well as the adoption of policies to
improve the life and health condition of the woman and child, from the beginning of pregnancy,

all the way to the lactation period, aiming to prevent this important nutritional deficiency.
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Table 1- Socio-demographic and obstetric characteristics of mothers and newborns attended in a

public hospital in Santa Cruz-RN, Brazilian Northeast (2012-2013).

CHARACTERISTCS Total (n=65) % Mean (SD)

MOTHER
Age 24.8 (5.4)

18-20 years old 17 26.2 -

21-35 45 69.2 -

>35 03 4.6 -
Marital Status

Single 12 185 -

Married or living with partner 53 81.5 -
Number of individuals per household 3.5(1.3)

<4 18 28.1 -

>4 46 71.9 -
Education Level

Elementary or middle school 36 56.3 -

High school 28 43.8 -
Family Income®

<1 50 78.1 -

>1 14 21.9 -
Parity 1.4 (0.5)

Primiparous 19 29.2 -

Multiparous 46 70.8 -
Type of delivery

Vaginal 55 84.6 -

Caesarean 10 154 -
Haemoglobin (g/dL) (n=60) 12.0 (1.2)

<11 08 13.3 -

>11 52 86.7 -
Haematocrit (%) (n=59) 354 (3.1)

<33 08 13.6 -

>33 51 86.4 -

Gestational Nutritional Status (n=63)
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Low weight 14 12.2 -

Eutrophia 24 38.1 -

Overwheight 18 28.6 -

Obesity 07 111 -
Breastfed another child during pregnacy (n=65)

Yes 07 10.8 -

No 58 89.2 -
NEWBORN
Gestational Age - Weeks (n=63) 39.9 (1.4)
Sex (n=65)

Female 27 41.5 -

Male 38 58.5 -
Birth Weight (g) (n=64)

<2,500 02 13.1

>2,500 62 96,9 -
Exclusive breastfeeding (n=65)

Yes 57 87.7 -

No 08 12.3 -

SD=Standard deviation. *One Minimum Brazilian Wage = 243.14 US dollars.
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Table 2- Retinol concentrations in the colostrum, maternal serum and serum of the newborn

(umbilical cord) attended in a public hospital in Santa Cruz-RN, Brazilian Northeast (2012-2013).

Biological Material Retinol (umol/L) VAD prevalence (%)
Colostrum 3.10(1.71 -5.31)° 13.8°
Maternal serum 1.24 (0.58)° 21.5°
Serum of the Newborn 0.77 (0.35)° 41.5°

*Median (p25-p75); "Mean (SD); “Subclinical VAD = Retinol <1.05pumoL/L; “VAD = Retinol
<0.7umolL/L; ®Low status of VA = Retinol <0.7 umoL/L.
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Table 3- Association between nutritional status of vitamin A of the mothers and newborn attended

in a public hospital in Santa Cruz-RN, Brazilian Northeast (2012-2013).

NEWBORNS
MOTHERS Cord serum retinol Total 2 p OR CI (95%)
<0.7umol/L > 0.7pmol/L
Serum retinol n % n %
<0,7 pmol/L 11 78.6 3 214 14
10.08 0.002* 8.02 1.96 - 32.75
>0.7 umol/L 16 314 35 68.6
Colostrum retinol
<1.05 pumol/L 3 33.3 6 66.7 9
0.29 0.59 0.67 0.15-2.94
>1.05 pmol/L 24 42.9 32 57.1 56

2 = Chi-squared test; OR = odds ratio; Cl = Confidence interval; *Statistical significance: p<0.05
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Table 4- Retinol profile in maternal serum, newborn serum (umbilical cord) and colostrum, according to socio-demographic and obstetric

characteristics of mothers and newborns attended in a public hospital in Santa Cruz, Brazilian Northeast (2012-2013).

Maternal Newborn
Colostrum
CHARACTERISTICS n ::tri:r:l SD p :;ril:]r; SD p retinol p25-p75 p
(umol/L) (umol/L) (umoliL)
Mother age (years)®*
18-20 17 1.45 0.62 0.77 0.43 1.73 1.10-3.70
21-35 45 1.15 055  0.13 0.74 0.34 0.91° 3.34 2.11-5.11 0.09°
>35 03 1.53 0.40 0.81 0.25 6.44 4.21-10.33
Marital Status ®°
Single 12 1.25 0.77 0.96° 0.76 0.54 0.98° 2.16 0.98-6.33 0.49°
Married or living with partner 53 1.24 0.53 0.75 0.31 3.15 1.98-4.26
N° of individuals per household ¢
<4 18 1.25 0.58 0.99° 0.71 0.28 0.49° 2.11 1.34-4.23 0.32°
>4 46 1.25 0.58 0.78 0.38 3.16 1.98-6.12
Education Level ¢
Elementary and middle school 36 1.12 0.50 0.04% 0.76 0.38 0.89° 3.84 2.50-6.40 0.01°
High school 28 1.43 0.63 0.77 0.32 2.06 1.08-3.98
Family Income (MBW?) ¢¢
<1 50 1.20 0.56 0.20° 0.78 0.35 0.90° 3.49 2.07-6.12 0.08°
>1 14 1.43 0.63 0.77 0.36 1.89 1.01-4.17

Gestational Nutritional Status ¢
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Low weight 14
Eutrophia 24
Overwheight 18
Obesity 07
Parity **
Primiparous 19
Multiparous 46
Birth Weight ®*
< 2,5009 02
>2,500g 62

1.14
1.16
1.42
1.27

1.32
1.21

1.06
1.25

0.71
0.51
0.59
0.56

0.63
0.56

0.09
0.59

0.47°

0.50¢

0.18¢

0.80
0.65
0.84
0.78

0.76
0.77

0.78
0.75

0.41
0.32
0.41
0.20

0.35
0.36

0.28
0.36

0.38°

0.93¢

1.00¢

2.50
3.52
291
2.14

1.70
3.49

2.23
3.06

1.42-4.26
1.77-5.55
1.10-4.23
2.09-4.58

0.80-3.76
2.23-6.35

0.58-5.21
1.73-5.11

0.75°

0.002°*

0.48°

*0One Minimum Brazilian Wage = 243.14 US dollars; "ANOVA; Kruskal-Wallis; “Student t test; “Man-Whitney; *Statistical significance: p<0.05
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Abstract

Vitamin A deficiency (VAD) is still considered a nutritional problem during pregnancy,
lactation, and early childhood. This study aimed to assess the effect of different megadoses of
vitamin A (VA) given to mothers postnatally on the breast milk levels of retinol. Women were
distributed into four intervention groups and given a single 200,000 U postnatal dosage of VA at
time 0 h (G200 OH); a single 200,000 IU dosage of VA in week four (G200 4W); 200,000 1U of
VA at time 0 h + 200,000 IU of VA 24 h after the first supplementation (G400 24H); and
200,000 1U of VA at time 0 h + 200,000 IU of VA one week after the first supplementation
(G400 1W). Breast milk samples were collected postnatally over a 12-week period, at 0 h, 24 h,
1 week, 4 weeks, and 12 weeks. Retinol levels were determined by high-performance liquid
chromatography. The Generalized Estimated Equation (GEE) assessed the different retinol
levels. At baseline the retinol levels in breast milk of all four groups were similar (p = 0.83). At
24 h the groups G200(0H), G400(24H), and G400(1W) presented higher retinol levels than
group G200(4W) (p < 0.001). At times 1 week, 4 weeks, and 12 weeks after delivery, the retinol
levels of all groups were similar (p > 0.05). Maternal VA supplementation given postnatally
increased retinol levels in the colostrum. However, 12 weeks after delivery different
supplementation dosages or administration times did not result in added benefit to the levels of

retinol in mature breast milk.

Keywords: vitamin A, dietary supplements, breast milk, high pressure liquid chromatography,

longitudinal studies, postpartum.
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1. Introduction

Vitamin A deficiency (VAD) is still considered a nutritional problem during pregnancy,
lactation, and early childhood in many regions around the world, especially in developing
countries [1].

Maternal vitamin A (VA) supplementation in areas of risk for VAD was launched as a
public health strategy to improve the level of this nutrient in nursing mothers and consequently,
to increase VA levels in breast milk [2]. In this sense, in 1997 the World Health Organization
(WHO) recommended giving mothers 200,000 IU of VA orally immediately after delivery
wherever VAD was considered a public health problem [3].

Once theoretical studies suggested that two dosages could provide a prolonged and safe
benefit to the mother-child VA status, in 2002 the recommendation regarding maternal
supplementation was updated by the International Vitamin A Consultative Group (IVACG) to
two dosages of 200,000 1U, totaling 400,000 IU. The first dosage should be given immediately
after delivery and the second, between 24h and 6-8 weeks after delivery, that is, during the safe,
sterile postnatal period [4, 5, 6].

An interval greater than 24h between dosages would theoretically be more advantageous
because it would ensure a higher retention of the second supplement [7]. The time of
supplementation could be critical for breast milk VA levels since a second VA supplement given
at an optimal time would hypothetically be better stored, helping to benefit the VA status of the
mother-child dyad. However, no study has investigated whether the interval between dosages
would affect the results. Studies so far were designed to assess the benefits of different

supplementation protocols, and the expected efficacy of the second supplement has not been
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confirmed [8, 9, 10]. Hence, it is still necessary to assess whether breast milk retinol levels can
be increased by giving high VA dosages postnatally at different intervals [11].

Although the WHO no longer recommends giving VA to women after delivery as a
public health intervention to prevent maternal and child morbidity and mortality and reinforces
that women after delivery should have an appropriate intake of dietary VA from a healthy and
balanced diet [11], some countries like Brazil opted to continue giving women supplemental VA
before hospital discharge. Brazil considers that the puerperal women living in risk areas for VAD
do not get adequate amounts of dietary vitamin A to prevent this nutritional insufficiency [12]. It
is believed that in the short term, postnatal supplementation of mothers with inadequate VA
intake remains a way to increase maternal and child (through breast milk) VA stores [13].

Bearing in mind the already suggested different maternal supplementation protocols and
the existing gaps, the present study aimed to compare the effect of giving mothers postnatally
200,000 I1U or 400,000 IU of VA at different intervals on the breast milk levels of retinol. The
study participants were women seen at a public maternity hospital located in the Brazilian

Northeast.

2. Material and methods

2.1. Study design and population

The present study is a longitudinal clinical trial of healthy women seen at a public

maternity hospital that provides care to women from the municipality of Santa Cruz-Rio Grande
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do Norte (RN)-Brazil and nearby cities. The municipality has an area of approximately 624.36

Km? and 38,142 inhabitants, living mostly in urban areas [14].

2.2. Sample size calculation

Sample size was calculated by the inferential method, using mean values and measuring
the dispersion of breast milk retinol levels, considering that the standard deviation of retinol in
breast milk would not exceed 0.43 umol/L (mean = 3.9 pumol/L) [15]. Consequently, 14 women
per group would be necessary to detect a difference of 0.3 umol/L with a power of 80% and a

confidence of 95%.

2.3. Participant recruitment

The patients were recruited for the study at hospital admission for delivery. The
exclusion criteria were: women aged more than 40 years; women with diabetes, high blood
pressure, neoplasms, heart disease, syphilis, human immunodeficiency virus (HIV) and other
infectious diseases, gastrointestinal tract diseases, mental disorders, multiple or preterm (< 37
weeks) fetuses, cerebral palsy, metabolic disorders, palatal cleft, digestive tract malformations,

and lung disease; and women who took VA supplements during pregnancy.

2.4. Groups and follow-up
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From July 2012 to July 2014, immediately after delivery the volunteers were placed in
one of the four study groups. In the next twelve weeks, the volunteers then met periodically with
the research team. A 12-week follow-up time was chosen because the first three or four months
of lactation seem to be the period of greatest breast milk nutrient variation. After this period
nutrient levels seem quite stable until the involution of the mammary gland [16, 17]. Thus, this
period would be enough to demonstrate increments of retinol in breast milk after
supplementation with megadoses of VA.

According to the Supplementation Program of the Brazilian Ministry of Health, the VA
tablet should be given postnatally to all women seen in public hospitals in the Brazilian
Northeast, so ethics prevented the inclusion of a non-supplemented group. Therefore, four
intervention groups were created and given different VA megadoses at different intervals. This
strategy allowed us to compare between dosages of 200,000 IU and 400,000 1U (200,000 IU +
200,000 1U) and verify whether the different protocols would affect breast milk retinol levels in
the first twelve weeks after delivery. The intervention groups were as follows:

e G200(0H) = Single VA supplementation: 200,000 IU given orally immediately after delivery;

e G200(4W) = Single VA supplementation: 200,000 1U given orally four weeks after delivery;

e G400(24H) = Double VA supplementation: 200,000 IU given orally immediately after
delivery + 200,000 1U given orally 24 hours after the first supplement (total of 400,000 1U of
VA).

e G400(1W) = Double VA supplementation: 200,000 IU given orally immediately after
delivery + 200,000 U given orally one week after the first supplement (total of 400,000 IU of

VA).
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Figure 1 shows the follow-up times and how the women were recruited and distributed

into the groups.

2.5. Intervention and breast milk collection

The first breast milk sample (baseline) was collected before breakfast in the ward the
morning after delivery. Breast milk was collected by manually expressing one breast at least two
hours after the last nursing. Later, all mothers except those in the G200(4W) group were given
orally one 200,000 IU tablet of VA.

Twenty-four hours after the first breast milk collection, a new sample was collected
from all participants followed by the second oral administration of 200,000 U of VA to the
participants in the G400(24H) group, totaling 400,000 IU of retinol.

One week after delivery, the puerperal women returned to the hospital for infant
examination, according to the postnatal follow-up schedule. At this time a new breast milk
sample was collected from all participants who showed up followed by giving the second oral
200,000 IU VA supplement to the participants in the G400(1W) group, totaling 400,000 IU of
retinol.

New breast milk samples were collected during scheduled hospital visits, confirmed by
telephone four and twelve weeks after delivery. After milk collection in the fourth week, the
women in G200(4W) were given their first and only 200,000 IU VA tablet. In the twelfth week
after delivery, all participants returned to the hospital for the last milk collection. All breast milk
samples were collected in a standardized fashion, following the procedures used in the baseline

collection.
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The VA tablets used by the study were the same as the ones used by the
Supplementation Program of the Brazilian Ministry of Health (Farmanguinhos-Fiocruz, Rio de
Janeiro, RJ, Brazil) [12]. Each tablet has 200,000 IU (60 mg) of retinyl palmitate + 40 mg of
vitamin E. They were personally given to the mothers at the hospital (ward and/or outpatient
clinic) by the research team.

The mothers were strongly encouraged to maintain exclusive breastfeeding. However,
those who introduced other foods (water and/or tea) during the follow-up were treated like all

other mothers during the follow-up and not excluded from the study.

2.6. Anthropometric parameters

Maternal weight and height collected at the last prenatal visit were taken from the
mothers’ follow-up card. The mothers’ nutritional status was analyzed according to the body
mass index (BMI)-for-gestational age proposed by Atalah et al. (1997) [18] and adopted by the
Brazilian Ministry of Health [19].

The infants’ weight and length were collected from their hospital records and analyzed

according to their z-score by the software Anthro version 3 [20].

2.7. Other variables of interest

The following delivery-related information was collected from the patients’ medical

records to characterize the sample: parity, delivery route, and neonatal sex. The participants were

also interviewed to collect the following sociodemographic data: maternal age, marital status,
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residence location, number of individuals in the household, maternal education level, and family

income.

2.8. Biochemical retinol assessment

The samples were placed in sterile polypropylene tubes wrapped in aluminum foil to
protect the samples from light. The samples were then frozen to -20 °C and taken to the
Laboratory of Food and Nutrition Biochemistry of the Federal University of Rio Grande do
Norte, located in the city of Natal.

For retinol analysis the milk samples were extracted by adapting the method developed
by Giulliano et al. (1992) [21] as described below.

After thawing the samples in water baths < 37° C under 60 rpm stirring, the samples
were submitted to alkaline saponification with two sample volumes of 50% v/v potassium
hydroxide (Vetec®) to hydrolize the retinyl esters. One sample volume of 95% ethanol (Vetec®)
was also added to the sample to denature the proteins. Next the samples were homogenized for
one minute by a vortex mixer and submitted to a 45° C warm bath for two hours.

Two milliliters of the extraction reagent hexane (Merck®) were added to the samples,
followed by one minute of vortex mixing and centrifugation at 1073 G for 10 minutes. The
supernatant (hexane phase) was placed in another tube, where another 2 mL of hexane was
added. This procedure was repeated three times.

A 37° C water bath was used for evaporating approximately 3 mL of the hexane phase
in a nitrogen atmosphere, and the resulting extracts were diluted again in 1 mL of high-

performance liquid chromatography (HPLC)-grade methanol (Vetec®). After stirring the
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samples in a vortex mixer for one minute, 20 pL aliquots were placed in a chromatographer
(Shimadzu®) for retinol quantification.

The mobile phase used for the analysis was methanol at 100% in an isocratic system
with a flow of 1 mL/min and 4.2-minute retention time. Absorbance was monitored at a
wavelength of 325 nm. Retinol in the samples was identified and quantified by comparing the
area under the chromatographic peak with retinol’s standard area under the peak (Sigma®). The
concentrations of the standards were confirmed by an extinction coefficient specific for retinol in
absolute ethanol (g 1%, 1 cm = 1,780 at 325 nm).

Retinol in breast milk is presented in pmoL/L and used for expressing the nutritional
status of maternal VA [22]. Values <1.05 pumoL/L were considered as indicative of subclinical

VAD in breast milk [23].

2.9. Statistical analyses

The data were treated by the software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
version 20.0 and analyzed descriptively. Continuous variables were expressed as means and
standard deviations and the categorical variables, as percentages (%). In order to investigate the
similarities between the characteristics of the experimental groups, the inferential part used
Pearson’s chi-square test (y?) and one-way analysis of variance (one-way ANOVA) for
comparing proportions and means, respectively. A generalized estimating equation (GEE) with
linear link function, autoregressive working correlation matrix (AR-1), Wald test for testing
hypothesis, and Bonferroni correction investigated the effects of the independent variables

(maternal group, follow-up time, living location, family income, education level, and
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anthropometric nutritional status) on breast milk retinol levels. The significance level was set at

5% to minimize type-I error.

2.10. Ethical aspects

The Human Research Ethics Committee of the Federal University of Pernambuco
(protocol no. 476/10; CAAE-0471.0.172.172-10) and the Research Commission of the study
maternity hospital where the samples were collected approved the study.

Since all women were given supplements within the scheduled postnatal care period of
the maternity hospital, they were advised to return to the hospital should adverse events happen
to them and/or their babies up to three days after supplementation. However, none of the women
or infants experienced headaches, vomiting, fontanelle bulging, or any other adverse events

typical of maternal or child poisoning with megadoses of VA.

3. Results

The study women had a mean age of 25.5 (4.9) years, lived in the urban areas (79%) of
the municipality of Santa Cruz-RN-Brazil, were married or living with their partners (86.4%),
had incomplete elementary or high school (65.3%), and had a monthly family income equal to or
below one Brazilian minimum salary (61.7%). At the end of pregnancy, 42.4% of the
participants had normal gestational BMI. Their mean parity was 1.0 (1.2) and most achieved

vaginal delivery (75%) (Table 1).
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The mean gestational age of the neonates was 37.3 weeks, most were males (54.8%),
and most had normal nutritional status (96.4%) according to the weight-for-age (W/A) ratio
(Table 1). Twelve weeks after delivery, 95.2% of the infants were still being exclusively
breastfed; only 4 infants had been introduced to water and/or tea (G200 OH: n = 2; G400 24H: n
=1; G400 1W: n = 1) (data not shown).

The characteristics of the women in the four experimental groups are similar (p > 0.05)
(Table 1).

The predictive model showed that the follow-up time and the interaction group-follow-
up time had a significant impact on breast milk retinol levels (p < 0.001) (Table 2).

Table 3 shows the mean retinol levels in the breast milk of the four treatment groups at
the various follow-up times. The Bonferroni post hoc correction identified changes in the breast
milk levels of retinol in the different treatment groups (p < 0.05) (Table 3).

All groups had similar baseline levels of breast milk retinol (p = 0.83). However, retinol
level in the colostrum at 24h was lower in the G200(4W) group than in the G200(0H) (p =
0.007); G400(24H) (p = 0.001); and G400(1W) (p = 0.006) groups, which remained similar (p =
1.00) at 24h. At 1 week, 4 weeks, and 12 weeks all groups had similar breast milk retinol levels

(p > 0.05) (Figure 2).

4. Discussion

The present study used breast milk to assess the nutritional status of VA since breast

milk can show the effectiveness of VA-related interventions and help to monitor VA status [22,

23]. Moreover, breast milk is not affected by systemic inflammation [24].
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Assessment of the effect of different VA supplementation protocols on the levels of
breast milk retinol showed that all four groups had similar levels at baseline, 1 week, 4 weeks,
and 12 weeks after delivery. Hence, although other studies have not assessed the ideal interval
for maternal supplementation, the present results are similar to other published results: retinol
levels in different body fluids do not differ after maternal supplementation with megadoses of
VA8, 9, 10].

The apparent absence of a demonstrable effect from the different supplementation
protocols on breast milk retinol levels does not necessarily mean that postnatal maternal VA
supplementation is not beneficial. The most important question is whether the use of megadoses
of VA would be enough to meet the infant’s basic requirements [25] and to create hepatic stores
for the critical breastfeeding period. The mean breast milk retinol levels at different assessment
times showed that all groups were above the cut-off point for VAD in breast milk (1.05 pmol/L)
[23] (Table 3).

However, one week after delivery only the groups G400(24H) and G400(1W) had
adequate breast milk retinol levels to create VA stores in the infant’s liver (>2.3 umol/L) [22]. At
weeks four and twelve, all groups had inadequate breast milk vitamin A to create hepatic stores.
This is concerning because children under two years of age depend mostly on breast milk to get
VA and create the hepatic VA stores they need after weaning [22]. Thus, the study infants are at
risk of VAD because, already in the exclusive breastfeeding period, they cannot obtain enough
retinol to create hepatic stores.

The groups that received at least one megadose of VA immediately after delivery
[G200(0H), G400(24H), G400(1W)] had significantly higher levels of colostrum VA at 24h than

at baseline (p<0.05). This increase was not seen in the group G200(4W) (p>0.05) since the
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participants in this group only received the supplement four weeks after delivery. Hence, once
can suggest that supplementation immediately after delivery is quantitatively more advantageous
than supplementation at four weeks because the naturally high levels of colostrum retinol [26]
increased in the groups G200(0H), G400(24H), and G400(1W), maximizing and anticipating the
benefit to the maternal and child nutritional status.

Additionally, maternal supplementation with 200,000 IU of VA immediately after
delivery may also increase the colostrum levels of immunoglobulin A (IgA) [27]. This factor is
promising with respect to the potential benefits to the infant’s health and survival and reinforces
the importance of feeding the newborn with maternal colostrum [28]. IgA levels, like VA levels,
tend to decrease as the milk matures [26, 29]. Therefore, these facts make the period immediately
after birth a key time for maternal supplementation with megadoses of vitamin A, considering
the improvements in the nutritional status and immunity of mothers and infants.

Since lactation stage (colostrum, transition milk, and mature milk) impacts VA level in
breast milk [26], it would be important to find a supplementation regime capable of keeping
retinol levels high as much as twelve weeks after delivery. However, comparison of the
treatment protocols showed that even mothers given the supplement four weeks after delivery
[G200(4W)] did not have higher breast milk retinol levels than the other groups in week twelve.
Yet, retinol levels in weeks one, four, and twelve were higher than the cut-off point for VAD
(1.05 pmol/L) and similar in all groups (p > 0.05), which is certainly favorable for the nutritional
status of mothers and infants. Moreover, the eight-week interval between the last two
measurements (weeks 4 and 12) may have been too big to detect differences in the retinol levels

of group G200(4W) and the other groups.



91

The group who received two supplements with a 24-hour interval [G400(24H)] had
higher retinol levels than the other groups at week one, but the difference was not significant (p >
0.05). Retinol levels in week one could have increased due to the second supplementation 24h
after delivery, but this was not enough to cause significant differences between the groups. Thus,
the G400(24H) protocol could have affected the natural decreasing trend of retinol in breast
milk, making the retinol levels of transitional milk closer to the baseline levels. However, this
similarity was not seen in weeks four and twelve after delivery (p < 0.05).

The use of a double supplementation protocol for the short-term prevention of VAD in
populations at risk would be logistically more viable than one supplement given four weeks after
delivery [G200(4W)] or the double supplementation with a one-week interval [G400(1W)]. The
smaller interval [G400(24H)] would allow the women to receive the two supplements at the
hospital, so a second visit would not be required for a first [G200(4W)] or second [G400(1W)]
dosage. These last two protocols would require the mothers to return to the hospital or home
visits by the health care team, which sometimes is not possible because of great distances and/or
difficult access.

However, the G400(24H) protocol was statistically similar to the G200(0H) protocol in
all occasions, and numerically inferior in weeks four and twelve after delivery. These protocols
also presented the additional disadvantage of increasing health care costs, which could prevent
their selection. This is important because in economically disadvantaged populations such as
those in the Brazilian Northeast, all efforts and resources should be carefully provided and
directed towards the set of strategies capable of increasing the mother’s and infant’s VA status

and the health and life conditions of the general population.
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In conclusion, VA supplements given to mothers from the Brazilian Northeast
immediately after birth, regardless of dosage, increased colostrum VA levels significantly 24
hours after administration. However, twelve weeks after delivery the different supplementation
protocols did not promote differences in breast milk retinol levels. After comparing the retinol
levels promoted by the different treatments in the various study occasions, we believe the
protocol adopted by the Brazilian Vitamin A Supplementation Program in areas of risk for VAD,
that is, a single 200,000 1U megadose of VA given immediately after delivery, is reasonable.

However, these data should be interpreted with caution since the present study was
conducted in a maternity hospital located in a poor municipality of the Brazilian Northeast,
limiting extrapolation of the results to groups with better socioeconomic status and different
characteristics that could influence the results. We also recommend that other studies measure
breast milk retinol levels at shorter intervals to determine exactly how long each treatment
increases retinol levels in breast milk.

Other considerations are also key to fighting VAD since maternal supplementation is a
prophylactic and emergent measure. Hence, simultaneous interventions that fight the causes of
VAD in each population are necessary to reduce the long-term costs and increase the long-term
sustainability of all efforts more than continuous VA supplementation. This will certainly
improve more consistently and decisively the VA status, general health, and quality of life of the

mother-child dyad.
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Figure 1 — Participant recruitment, distribution, and follow-up flowchart.




Table 1- Characteristics of the study women and infants, Santa Cruz-RN-Brazil (2012-2014).
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TG Gy e emge e
MATERNAL
Age (years) 24.6 (3.9)° 26.8 (5.6)° 24,0 (4.5)° 26.7(5.1) 0.15° 25.5 (4.9)
Parity 1.1(1.7)° 0.9 (1.1)® 0.9 (0.8)° 1.3(1.1)° 0.66° 1.0 (1.2)
Marital status 0.84¢
Single 4 (4.9)" 2 (25)° 3(3.7)° 2(2.5)°" 11 (13.6)
Married 17 (21.0)° 16 (19.8)" 19 (23.5)° 18 (22.2)" 70 (86.4)
People per household 0.47°
Up to three 14 (17.6)" 11 (13.8)° 13 (16.3)" 13 (16.4)° 51 (64.1)
Four or more 7(8.8)" 7(8.8)° 8 (10)° 7(8.8)° 29 (36.3)
Education level 0.48°
High school and higher education 6 (7.4)" 5(6.1)" 8(9.9)" 9 (11.0)° 28 (34.6)
Up to elementary school 15 (18.5)" 13 (16.1)° 14 (17.3)" 11 (13.6)° 53 (65.3)
Family income (minimum salaries) 0.98¢
<1 13 (16.0)" 11 (13.6)° 12 (14.8)" 14 (17.3)° 50 (61.7)
>1 8(9.9)° 7(8.7)° 10 (12.3)" 6 (7.4)° 31 (38.3)
Residence location 0.57¢
Rural 5(6.2)" 3(3.7)° 3@3.7)° 6 (7.4)° 17 (21.0)
Urban 16 (19.8)° 15 (18.5)° 19 (23.5)" 14 (17.3)° 64 (79.0)
Gestational nutritional status 0.57°
Low weight 5(6.3)" 2(25)° 5(6.3)" 1(1.3)° 13 (16.3)
Normal weight 9(11.3)° 7(8.8)° 6(7.5)" 12 (15.0)° 34 (42.4)
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Overweight 6(7.5)" 6 (7.5)" 6 (7.5)" 5(6.3)" 23 (28.8)

Obese 1(1.3)° 2(25)° 4 (5.0)" 3(3.8)° 10 (12.5)
Delivery route 0.44¢

Vaginal 16 (19.0)° 12 (14.3)° 17 (20.2)" 19 (22.6)° 64 (76.2)

Caesarian 5 (6.0)" 7(8.3)° 5(6.0)" 3(3.6)° 20 (23.8)
INFANTS
Gestational age (weeks) 39.8(1.1)° 39.8(1.2)° 40.1 (1.2)° 38.8(1.4)° 0.89° 37.3(2.3)
Sex 0.05°

Female 8(9.5)°" 14 (16.7)" 8(9.5)" 8(9.5)°" 38 (45.2)

Male 13 (15.5)" 5 (6.0)" 14 (16.7)" 14 (16.7)° 46 (54.8)
Weight (kg) 3357.9(368.3)* 3430.3 (454.6)* 3283.6 (435.4)® 3410.7 (301.9)® 0.62° 3368.6 (389.6)
Length (cm) 49.0 (1.5)° 49.3 (1.8)° 48.2 (1.7)° 49.0 (1.6)° 0.24° 48.9 (1.7)
Weight-for-age (W/A) 0.35¢

Low weight-for-age 0(0)° 1(1.2)° 2(2.4)° 0(0)° 3(3.6)

Adequate weight-for-age 21 (25)° 18 (21.4)° 20 (23.8)° 22 (26.2)° 81 (96.4)

Brazilian minimum salary = 243.14 United States dollars; a = mean (standard deviation); b = n (%); c = ANOVA,; d = 4 Statistical significance for p<0.05.



Table 2 - Predictive model for the concentration of retinol

after intervention and control of maternal variables.

Source Model
v’ de Wald df P

Group 3.20 3 036
Follow-up time 92.71 4 <0.001*
Group*follow-up time 65.53 12 <0.001*
Living location 0.50 1 0.47
Family income 1.35 1 0.24
Education level 1.30 1 0.25

Anthropometric nutritional
1.70 3 063
status

df: degrees of freedom

Dependent variable: retinol

Model: group, follow-up time, group*follow-up time, living location,
family income, education level, anthropometric nutritional status.
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Table 3 — Intragroup assessment of the mean retinol levels in breast milk (umol/L) in different

follow-up times, Santa Cruz-RN-Brazil (2012-2014).

Groups
Follow-up
G200(0H) G200(4W) G400(24H) G400(1W)
Baseline (1C95%) 3.43(2.50-4.36)*  3.03(2.09-3.97)%  3.35(2.44-4.25)"  3.66 (2.72-4.60)'
24 hours (1C95%) 6.19 (4.89-7.50)°  3.34(2.20-4.47)"  6.76 (5.38-8.14)¢  7.11 (5.18-9.05)’
1 week (1C95%) 1.76 (1.04-2.29)¢  1.93(1.24-2.61)*°  3.12(1.87-4.37)"  2.54 (1.87-3.20)"'
4 weeks (1C95%) 1.71 (1.15-2.28)¢  1.44(1.01-1.88)°  1.26(0.89-1.63)"  1.97 (1.53-2.41)'
12 weeks (1C95%) 1.48 (1.11-1.85)°  1.46 (1.09-1.82)°  1.35(0.96-1.74)"  1.51 (1.02-2.01)'

95%CI = 95% confidence interval. Different lower case letters in the columns = mean intragroup retinol levels
differ between the different occasions. Bonferroni post hoc correction with statistical significance for p<0.05.
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9,00 ~

8,00 - —o— G200 (OH)

—m—- G200(4S)
7,00 -
G400 (24H)

6,00 -

—— G400 (15)

5,00 -
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2,00 -
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0,00 . . . . .
Baseline 24 horas 1 semana 4 semanas 12 semanas
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*Bonferroni post hoc correction with statistical significance for p<0.05.

Figure 2 — Intergroup assessment of breast milk retinol levels by follow-up time, Santa Cruz-
RN-Brazil (2012-2014).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo ao investigar o estado nutricional de VA de uma populacéo
materno-infantil do municipio Santa Cruz-RN, ratificou que a DVA ainda faz parte do
contexto de sociedades socioeconomicamente desprivilegiadas como as localizadas no
Nordeste do Brasil. Sabe-se que popula¢Ges como esta sofrem com a concomitante existéncia
de agravos, o0 que nos leva a acreditar que a DVA é apenas mais um dentre 0s VArios
indicadores de ma-qualidade de vida existente na populacdo alvo. Isso justifica acbes
abrangentes e integradas que busquem beneficios, os quais devem contemplar melhor
distribuicdo de renda, adequado acesso a alimentacdo, saneamento bésico, assisténcia em
salde, educacdo, seguranca e lazer. Além disso, as estratégias governamentais devem ser
planejadas para a obtencdo de resultados favoraveis a sua populacdo em curto, médio e longo
prazo.

De modo profilatico direcionado, fazem-se oportunos todos os esforcos voltados a
melhorias do estado nutricional de gestantes e nutrizes, visando também o beneficio conjunto
para seus respectivos filhos, uma vez que estes apresentam importante relacdo de dependéncia
com o status materno. Isso implica na urgente necessidade de avalia¢do e reavaliacdo das
estratégias ja existentes, de modo a confirmar ou refutar os beneficios aspirados com tais
acoes.

Nessa proposta, embora ndo tenham sido encontradas diferencas estatisticas quanto
as concentracfes de retinol no leite materno maduro entre os tratamentos investigados pelo
presente estudo, considera-se a continuacdo da suplementacdo materna com megadose Unica
de VA (200.000 Ul) no pds-parto imediato, adotada pelo Programa de Suplementacdo de
vitamina A no Brasil, uma das estratégias emergenciais adequadas ao combate e controle da
DVA em é&reas de risco no pais. Este protocolo proporciona a antecipa¢do do incremento das
concentracdes de retinol no colostro, em comparagdo a administracdo realizada no pos-parto
mais tardio (4 semana). A administracdo Unica de 200.000 Ul de VA durante o pds-parto
imediato também é vantajosa por impactar em menores custos quando comparado a dose
dupla (200.000 Ul + 200.000 Ul) e, também, por proporcionar maior viabilidade logistica,

quando comparado a administracdo de dose Unica (200.000 Ul) realizada somente 1 semana
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poOs-parto ou em comparagdo a dose dupla (200.000 Ul + 200.000 Ul) quando administrada
com intervalo de 1 semana entre a 12 e a 22 administracéo.

Ainda se destaca que outras pesquisas semelhantes a esta devem ser encorajadas e
desenvolvidas em outras populacGes, no intuito de contribuir para uma melhor compreenséo
sobre a complexidade do metabolismo da VA em lactantes e, assim, auxiliar no conhecimento

do tema, uma vez que este é fundamental para a adequada tomada de decisdes.
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Dados pessoais

Q1. Nome:

Q2. Endereco:

Q3. Telefone:

Q4. Data de Nascimento:

| Q5. Idade:

Dados da consulta (Pré-natal/ CARTAO DA GESTANTE)

Q6. D.U.M.
Q7. Paridade (numero de filhos, contar com a/o gestagdo/nascimento atual):
Q8. Altura: Q0. Peso:
Q10. Data da dltima pesagem: QL. IG:
Q12. Estado Nutricional Materno: 1.Baixo peso 2.Normal 3.Sobrepeso
Q13. Usou medicamento ou vitamina? 4.Sim  Qual: 5.Nao
Q14. Amamentou durante a gestacéo? 4.Sim Fregiéncia: 5.Nao
EXAME VALOR DATA
Hemoglobima
Hematocrito
Dados sobre o parto (PRONTUARIO)
Q16. Data/parto: Q17. Hora/parto:
Q18. Tipo/parto: Q 18.1 Sexo do RN:
Q19. Peso do RN: Q19.1. Perimetro cefalico (PC):
Q19.2. Perimetro Toréacico (PT): Q19.3. Perimetro Braquial (PB):
Q20. IG/ RN:
Q21. Aleitamento no pés-parto: 4.Sim
5.Néo
Q22. Mae foi suplementada com vit. A (antes da coleta leite Oh)? | 4.Sim Dia/Hora:
5.Ndo
EXAME VALOR DATA
Hemoglobima
Hematdcrito
Coleta da amostra
Q23. SANGUE materno: 12 coleta (venoso Oh) Data: Hora:
22 coleta (venoso 3meses) Data:
Hora:
Q23.1. SANGUE do bebé: 12 coleta (cordd@o umbilical) Data: Hora:
22 coleta (venoso - 3meses)
Data: Hora:
Q24. Coleta de LEITE: 12 coleta (Leite Oh) Data: Hora:
22 coleta (Leite 24h) Data: Hora:
32 coleta (Leite 1 sem.) Data: Hora:
48 coleta (Leite 1 més) Data: Hora:

52 coleta (Leite 3 meses) Data:

Hora:
Q25. Suplementacao (Vit. A/ 200.000 | 12 Data: Hora:
0])) 2% Data: Hora:
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AGENDAMENTO DO RETORNO

1 semana - Data: Hora:
1 més - Data: Hora:
3 meses - Data: Hora:

Data:

/

Responsavel:




APENDICE B — Informagcdes Socio-econdmicas
1. Qual a sua idade?

2. Como vocé se considera:
(A) Branca.

(B) Parda.

(C) Preta.

(D) Amarela.

(E) Indigena.

3. Qual a sua religido?

(A) Catdlica.

(B) Protestante ou Evangélica.
(C) Espirita.

(D) Umbanda ou Candomblé.
(E) Outra.

(F) Sem religi&o.

4. Qual seu estado civil?

(A) Solteira.

(B) Casada/ mora com um companheiro.
(C) Separada / divorciada / desquitada.
(D) Vilva.

5. Onde e como vocé mora atualmente?

(A) Em casa ou apartamento, com minha familia.
(B) Em casa ou apartamento, sozinha.

(C) Em quarto ou cémodo alugado, sozinha.

(D) Em habitagdo coletiva: hotel, hospedaria, quartel, pensionato, republica etc.

(E) Outra situagéo.

6. Como e onde é sua casa? SIM OU NAO
(A) Propria.

(B) E em rua calgada ou asfaltada.

(C) Tem &gua corrente na torneira.

(D) Tem eletricidade.

(E) E situada em zona rural.

(F) E situada em comunidade indigena.
(G) E situada em comunidade quilombola.

7. Quantos(as) filhos(as) vocé tem? (Contando com o RN)

8. Quem mora com vocé? (Marque uma resposta para cada item.)

(A) Pai e/ou mée

(B) Esposo(a) / companheiro(a)

(C) Filhos(as)

(D) Irméos(&s)

(E) Outros parentes, amigos(as) ou colegas
(F) Outra situacéo
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9. Quantas pessoas moram em sua casa? (Contando com seus filhos, pais, irmaos ou outras
pessoas que moram em uma mesma casa).

10. Qual a sua escolaridade?

(A) Analfabeto.

(B) Semi-analfabeto.

(C) Alfabetizado.

(D) Ensino fundamental incompleto.
(E) Ensino fundamental completo.
(F) Segundo grau incompleto.

(G) Segundo grau completo.

(H) Terceiro grau completo.

(1) Terceiro grau completo.

11. Voce trabalha, atualmente? SIM () NAO ( )

12. Se vocé esta trabalhando atualmente, qual a sua atividade?

13. Se vocé esté trabalhando atualmente, qual a sua renda ou seu salario mensal?

14. Somando a sua renda com a renda das pessoas que moram com Vocé, quanto &,
aproximadamente, a renda familiar? (Considere a renda de todos que moram na sua casa.)
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APENDICE C — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo da Pesquisa: Impacto da suplementacdo materna com dupla megadose de vitamina A,
administrada em diferentes intervalos, sobre a composicdo do leite materno e o estado
nutricional do binémio mae-filho nos primeiros meses p6s-parto.

Justificativa: As mades que estdo amamentando podem ficar deficientes em uma vitamina
chamada de vitamina A. Ela é fundamental a salide da mae e também ao crescimento e
desenvolvimento normal de seu bebé, que muitas vezes, adquire esta vitamina apenas do leite
materno. Uma vez que a mée esteja deficiente nesta vitamina, seu leite também podera estar.
Pensando nisso, 0 Ministério da Salde criou um projeto para fornecer as maes que
amamentam, altas quantidades da vitamina A: a suplementacdo. Porém ndo se sabe se a
quantidade da de suplementacdo e 0 momento em que ela é dada, aumenta o teor de retinol no
leite materno, independente do estado nutricional de vitamina A da mae. A falta de
informacdes sobre a suplementacédo contribui para a realizacao deste trabalho.

Objetivo: Avaliar a influéncia da suplementacdo materna de vitamina A, sobre o0s niveis de
retinol no leite materno e sangue do binémio mée-filho.

Pesquisador responsavel: Profa. Danielle Soares Bezerra (Endereco: Rua Industrial Jodo
Motta, 1637, Capim Macio, Natal-RN, tel.: 9131-3806).

Comité de Etica — UFPE: Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitaria, Recife - PE -
CEP: 50670-901 | Fone PABX: (81) 2126.8000.

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

1. Endereco residencial

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

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

4. Coleta de material biolégico (25 mL de leite materno (fracionado em 5 coletas) e 3 coletas
de 05 mL de sangue )

5. Coleta de placenta

Para seu esclarecimento informamos que:

1. Este estudo pode oferecer riscos aos participantes como dor de cabega, tontura, fraqueza,
enjéo, vbmitos; onde o acompanhamento e assisténcia serdo realizados pela equipe da
instituicdo (Hospital Universitario Ana Bezerra). Entretanto, trard beneficios quanto ao
conhecimento de efeitos da suplementagdo com vitamina A nos niveis deste nutriente no leite
de lactantes do grupo populacional estudado, bem como possiveis efeitos no crescimento do
recém-nascido;

2. Serdo garantidos esclarecimentos, antes e durante o curso da pesquisa, sobre a
metodologia;
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3. Os sujeitos poderéo se recusar a participar ou retirar seu consentimento, em qualquer fase
da pesquisa, por quaisquer motivos sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado;

4. Os resultados obtidos em anélise serdo arquivados e mantidos eticamente em absoluto
sigilo;

5. Declaramos que ndo ha previsdo de ressarcimento para 0s sujeitos que participarem da
pesquisa, uma vez que 0S mesmos nao terdo gastos financeiros com a pesquisa. Entretanto,
caso ocorra algum eventual dano ao participante, decorrente da pesquisa, a instituicdo (UFPE)
0 indenizara.

Santa Cruz, de de 20

Assinatura da Participante

Assinatura do Pesquisador
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ANEXO A - Comprovante de submisséo do artigo | ao Journal of Pediatric
Gastroenterology and Nutrition.
ZNms Imprienir

A manuscript number has been assigned to Vitamin A defidency and associated faciors in the

At mother-newbom pairs

De: JPGHN (emi@editorialmanager.com})
Para: daniellesbezemai@yahoo.com. br;

Data: Segunda-feira, 22 de Dezembro de 2014 18:26

Dec 22, 2014
Dear Dr. Bererra,

Your submission entitled "Vitamin A deficiency and associated factors in the mother-newbom pairs™
has been assigned the following manuscript number: JPGMN-14-905.

You may check on the progress of vour submission at any time by logging in to Editorial Manager as
an author.

Thank you for submitting to the Journal of Pediatric Gastroenterology & Mutrition.
Regards,

Emily Senerth

Managing Editor (NA)

Tournal of Pediatric Gastroenterology & MNutrition

httpedfjpen.edmgr.com/

Your username is: DANIELLEBEZEREA
Your password is: bezerrad®T

hitps:ibr-mgf.mail yahoo.comémealaunch? rand=6 | 1 1jHprisBamangT n
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ANEXO B - Comprovante de submissdo do artigo Il ao Nutrition Research
Z0ams Imprienir

Assunto: Submission Confirmation

De: Mutrition Research (ees.nr.0.2eeccd.cdad 15boi@essmail elsevier.com)
Para: daniellesbezemai@yahoo. com. br;

Data: Cuinta-fieira, 28 de Janesiro de 2015 2:08

Dear Prof. Danielle Bezerra,

Your submission entitled "Effect of maternal supplementation of vitamin A given at different intervals
on breast milk levels of retinol™ has been received by Nutrition Research

You may check on the progress of vour paper by logging on to the Elsevier Editorial Svstem as an
author. The URL is hupeffees elsevier. cominr.

Your usename is: daniellesbezerrai@yvahoo com br

If you need to retrieve password details please go to: hitp:fees_ elsevier com/nr/antomail_query.asp
Your manuscript will be given a reference mumber once an Editor has been assigned.

Thank you for submitting vour work to this journal.

Kind regards,

Elsevier Editorial System
Mutrition Research

hitps:iibr-m gf.mailyahoo. comyneataunchi?. rand=d | 11jiprasT HEsas02 1
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ANEXO C - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N°. 030/2011 - CEP/CCS Recife, 03 de fevereiro de 2011

Registro do SISNEP FR — 393077

CAAE - 0471.0.172.172-10

Registro CEP/CCS/UFPE N° 476/10

Titulo: impacto da suplementacido materna com dupla megadose de vitamina A, administrada em
diferentes intervalos, sobre a composicgdo do leite materno e estado nutricional do bindmio mée-
filho.

Pesquisador Responsavel: Danielle Soares Bezerra.

Senhor (a) Pesquisador (a):

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Centro de
Ciéncias da Salde da Universidade Federal de Pemambuco (CEP/CCS/UFPE) registrou e analisou de
acordo com a Resolugdo N.° 196/96 do Conselho Nacional de Satide, o protocolo de pesquisa em
epigrafe, liberando-o para inicio da coleta de dados em 02 de fevereiro de 2011.

Ressaltamos que a aprovacéo definitiva do projeto seré dada ap6s a entrega do relatério final,
conforme as seguintes orientacdes:
a) Projetos com, no méximo. 06 (seis) meses para conclus&o: o pesquisador devera

enviar apenas um relatério finai;
b) Projetos riodos maiores de 06 (seis) meses: 0 pesquisador devera enviar
relat6rios semestrais.
Dessa forma, o oficio de aprovagdo somente sera entregue apos a analise do relatério final.
Atenciosa ‘ ente (6
Prof. %eraldo Bosco Lind Couto

Coordenador do CEP/

A
Doutoranda Danielle Soares Bezerra
Programa de Pés- Graduagio em Nutrigio- CCS/UFPE

Av. da Engenharia, s/n — 1° Andar, Cid. Universitaria, CEP 50740-600, Recife - PE, Tel/fax: 81' 2126 8588,
www.ufpe.brices; e-rdail: cepccs@ufpe.br




