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Resumo

O leite materno € a unica fonte de vitamina A para criangas que sdo amamentadas
de forma exclusiva em seus primeiros meses de vida. Niveis adequados de vitamina A no
leite sdo fundamentais, pois as criangas ao nascerem possuem um estoque hepatico baixo
desta vitamina. A presenca deste nutriente no leite tem sido utilizada como um indicador
do estado nutricional desta vitamina em lactantes e lactentes. Alguns fatores maternos
podem estar relacionados ao estado nutricional de vitamina A em mulheres que
amamentam. O objetivo do presente trabalho foi verificar se fatores ligados a made como a
ingestao habitual de vitamina A, o indice de massa corporal (IMC), a gordura periférica, a
gordura central e alguns compostos do leite, como a gordura, a proteina, o zinco e o ferro,
estdo associados aos teores de vitamina A presentes no leite. A pesquisa foi realizada em
92 lactantes, entre a terceira e quarta semana pos-parto, que deram a luz no Hospital
Regional de Taguatinga e Hospital Universitario de Brasilia entre maio de 2004 e
novembro de 2005. Foram realizadas medidas antropométricas e dois inquéritos dietéticos
de 24 horas. As dosagens de gordura, proteinas totais, zinco, ferro e vitamina A foram
feitas nas amostras de leite destas maes. Uma alta porcentagem das lactantes estudadas,
37%, apresentaram estado nutricional deficientes em vitamina A. As andlises
demonstraram que quando a ingestdo habitual desta vitamina era superior a Média de
Requerimento Estimada para Grupos (EAR), a dieta influenciava diretamente as
concentragdes de vitamina A presente no leite (p= 0,05), o que ndo acontecia quando a
ingestao habitual era inferior a EAR (p= 0,41), indicando que vitamina A ingerida supre
prioritariamente as necessidades do organismo materno. O IMC mostrou uma tendéncia a
influenciar positivamente nos niveis de vitamina A no leite (p= 0,06), sugerindo que o
acumulo de gordura corporal que ocorre no ultimo trimestre de gestacdo ¢ importante para
a manutencdo do estado nutricional de vitamina A da lactante. Fatores como a gordura
central e a gordura periférica das maes, proteinas totais e zinco no leite nao influenciaram
de forma significativa os teores de vitamina A no leite. A vitamina A presente no leite foi
fortemente influenciada pelos niveis de gordura encontrados no leite (p< 0,001), o que
pode ser conseqiiéncia da lipossolubilidade ¢ do processo de secrecdo dessa vitamina no
mesmo. Constatou-se uma estreita associagao entre os niveis de vitamina A e ferro no leite,

indicando que a adequacao dos niveis de ferro e vitamina A no leite sdo interdependentes.
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Abstract

The milk is the only source of vitamin A to children who are only breastfed in its
first months of life. Adequate levels of vitamin A in milk are important because children
born with low level of it in the liver. The presence of this nutrient in milk has been used as
an indicator of nutritional status of this vitamin in infants and mothers. Some factors may
be related to mothers' nutritional status of vitamin A in these women who breastfeed. The
objective of this work was to check whether factors associated with mother as the habitual
intake of vitamin A, the body mass index (BMI), peripheral fat, central fat and some
compound of milk, such as fat, protein, zinc and iron, are associated with levels of vitamin
A in milk. The research was conducted in 92 breastfeeding mothers, between the third and
fourth week after birth at the Regional Hospital of Taguatinga and University of Brasilia
Hospital between May 2004 and November 2005. Anthropometric measurements and 24
hours diet recalls were conducted. The fat, protein, zinc, iron and vitamin A levels were
taken from the milk samples of mothers. A high number of studied mothers, 37% of them,
had poor nutritional status in vitamin A. The analyses showed that when the usual dietary
intake of vitamin A was above the Average for the Application Estimated Groups (EAR),
the diet has a direct influence the concentrations of vitamin A in milk (p= 0.05). The same
did not happen in the case the usual dietary intake was below normal (p= 0.41). This is a
sign that vitamin A intake is priority used for the mother's body need. The BMI showed a
tendency to influence in a very important manner the levels of vitamin A in milk (p= 0.06).
The accumulation of body fat in the last trimester of pregnancy is important for
maintaining the nutritional status of vitamin A of in the mother. Some factors such as
central fat and peripheral fat, total protein and zinc in the milk did not influence
significantly the levels of vitamin A. Vitamin A present in the milk was strongly
influenced by levels of fat found in milk (p< 0,001), which may be a consequence of fat
solubility and the process of secretion of this vitamin in it. Furthermore, there is a close
association between levels of vitamin A and iron in milk. That indicates that the adequacy

levels of iron and vitamin A in milk are interdependent.
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1 Introducao

A deficiéncia de vitamina A ¢ um problema mundial de satde e os principais
grupos de risco sdo criancas em idade pré-escolar, gestantes e lactantes. A Organizagdo
Mundial de Saude (World Health Organization - WHO), estimou que cerca de 251 milhdes
de criangas em idade pré-escolar possuiam a satide e a sobrevivéncia comprometidas pela
deficiéncia desta vitamina (WHO, 1996a).

A deficiéncia de vitamina A pode causar cegueira noturna e xeroftalmia (Fiore et
al., 2004; Tanumihardjo, 1996), anemia (Bloem, 1995), descamagao da pele e depressdo do
sistema imunoldgico, problemas que contribuem para o aumento da morbidade e
mortalidade (Souza e Vilas Boas, 2002; Fawzi et al., 1994; Sommer et al. 1984).

Cerca de 2,8 milhdes de criangas correm o risco de ficarem cegas em virtude da
ingestdo inadequada de vitamina A (WHO, 1996a). Em 2002 a WHO relatou que cerca de
5% das mulheres sofrem de cegueira noturna durante a gestagao, pois neste periodo, assim
como durante a lactagdo, ocorre um aumento da demanda deste nutriente para o
desenvolvimento do embrido e feto, e posteriormente para a secre¢do do leite.

No Brasil, existem poucas informagdes sobre 6bito e incapacitagdo causados pela
deficiéncia de vitamina A, existindo dados esparsos sobre este problema, devido ao
tamanho e diversidade da populagdo brasileira (Souza e Vilas Boas, 2002).

As criancas ao nascerem possuem uma baixa reserva hepatica de vitamina A, e o
leite materno ¢ a Unica fonte desta vitamina para as que recebem amamentacdo exclusiva,
por isso, sua presenca em niveis adequados no leite materno é muito importante (Allen,
2005; WHO,1996a; Davila et al., 1985; Takahashi et al., 1975). As lactantes precisam
ingeri-la em quantidades adequadas para suprirem suas proprias reservas e também as
necessidades de seus filhos que estdo em pleno desenvolvimento fisico e mental. Deste
modo, o estudo da vitamina A no leite é essencial por fornecer informagdes tanto sobre o
estado nutricional da lactante como do lactente (Calil e Falcao, 2003; Stoltzfus e
Underwood, 1995).

A vitamina A ndo pode ser produzida pelo organismo humano, mas apenas
transformada quando ingerida na forma de pro-vitaminicos A (Blomhoff et al., 1990;
Olson, 1989), desta forma, a presenga desta vitamina no leite depende de dois fatores
principais: do estoque de vitamina A hepatico (Ross et al. 2004a; Green et al., 2001a) e, da

ingestdo recente deste micronutriente (Ross et al. 2004a).
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Outros fatores, no entanto, poderiam influenciar no metabolismo e
conseqlientemente na concentracdo da vitamina A no leite, como a composi¢do corporal
(Badman e Flier, 2007; Graham et al., 2006) ¢ a atividade de alguns minerais na glandula
mamaria (Kelleher e Lonnerdal, 2001).

O presente trabalho além de ter investigado o estado nutricional de vitamina A em
lactantes no Distrito Federal e a composicdo de seus leites em relacdo a este nutriente,
investigou ainda a influéncia de fatores que poderiam estar associados aos teores de
vitamina A no leite, tais como a ingestdo de vitamina A, o indice de massa corporal das
lactantes, gordura periférica, gordura central, e também outros nutrientes presentes no leite
como a gordura, o ferro e o zinco, visando ampliar o entendimento sobre os fatores que
influenciam no estado nutricional de vitamina A. Estes resultados poderdo fornecer
informagdes importantes para os profissionais da area de saide no que se refere a

prevencao da deficiéncia de vitamina A em lactantes e seus filhos.

2 Revisao Bibliografica

2.1 O Leite Materno

2.1.1 Importancia do Leite Materno

O leite materno oferece inumeros beneficios tanto para o bebé quanto para as
lactantes e por isso ¢ considerado o alimento mais completo para o recém-nascido (Calil e
Falcao,2003).

Dentre os principais beneficios que o leite materno oferece ao lactente destacam-se:
o suprimento de suas necessidades nutricionais, o fornecimento de defesa imunologica
(Fonseca et al., 1996), provendo anticorpos ¢ imunomoduladores que promovem o
desenvolvimento da defesa pelo proprio bebé (Brandtzaeg, 2003; Oliveira et al., 2001;
Aragjo e Giugliano, 2000; Montagne et al., 1999), além de propiciar o seu contato com a
mae, que ¢ muito importante para o seu desenvolvimento psico-social (Calil e Falcao,
2003).

Varios estudos tém comprovado estas vantagens (Oliveira et al., 2001; Fonseca et
al., 1996; Dewey et al., 1995). Anderson e colaboradores em sua meta-analise (1999),
destacaram que criancas amamentadas com leite materno quando comparadas a criangas
que receberam aleitamento artificial, adquiriram uma maturagdo mais rapida, tanto em sua

funcdo visual quanto no desenvolvimento de sua fun¢do motora, além de apresentarem
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uma diminuicdo na incidéncia de problemas emocionais ¢ de comportamento. Estudos
demonstram também uma diminui¢do na ocorréncia de infec¢des respiratorias (Fonseca et
al., 1996) ¢ de diarréia (Dewer et al., 1996).

Criancas que foram amamentadas com leite materno demonstram ter também um
maior quociente de inteligéncia (QI) e uma maior taxa de aumento nas fungdes cerebrais
quando comparadas a criangas que se alimentaram com foérmulas infantis (Caspi et al.
2007; Anderson et al. 1999), devido as quantidades substanciais de acidos graxos poli-
insaturados presentes no leite materno, como o 4cido docosaexaendico (DHA;22:6n-3) e o
acido aracdonico (AA ou ARA; 20:4n-6) que sdo acumulados no sistema nervoso central
durante os primeiros meses de vida (Caspi et al. 2007). A amamentac¢do oferece também
vantagens para as maes, como a diminui¢do da incidéncia de cancer de ovario e de mama

(Bernstein, 2002; WHO,1995).

2.1.2 Composicdo do Leite Materno

O leite materno ¢ composto aproximadamente por 88% de dgua (Nascimento e
Isser, 2003), sendo isotonico em relagdo ao plasma (Nascimento e Isser, 2003), além de
conter compostos como vitaminas, minerais, carboidratos, lipideos, nucleotideos (Coppa et
al., 2006), proteinas, imunoglobulinas (Brandtzaeg, 2003; Montagne et al., 1999) ¢
leucocitos (Petitjean et al., 2007, Brandtzaeg, 2003).

Os carboidratos presentes no leite apresentam-se em sua maioria na forma de
lactose (Nascimento e Isser, 2003) que ¢ um dissacarideo constituido de galactose unido
por ligagdo B a uma glicose (NAP, 1991). Sua concentracdo no leite materno é de
aproximadamente 70 g/L. (NAP, 1991).

As concentragdes de proteinas presentes no leite materno variam de 0,8 a 0,9 g/dL
(Nascimento e Isser, 2003). As principais proteinas do leite sdo a-lactoalbumina,
lactoferrina, lisozima, imunoglobulinas A e soroalbumina (Montagne et al., 2000).

Varias fungdes importantes ja foram descritas para essas proteinas. A o-
lactoalbumina e a B-caseina fornecem a maior parte dos aminodcidos aos lactentes,
apresentando com isso um alto valor nutricional (Montagne et al., 2000). A lactoferrina é
importante no processo de absor¢do do ferro, no crescimento dos bebés, além de atuar
como bactericida e como imunomodulador (Coppa et al., 2006; Montagne et al., 2000). A
lisozima hidrolisa os peptideoglicanos da parede celular dos procariotos, funcionando

também como um bactericida. A imunoglobulina A do mesmo modo que a lisozima e a
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lactoferrina estdo envolvidas na protegdo dos bebés contra infec¢des (Oliveira et al., 2001;
Montagne et al., 2000).

A gordura presente no leite materno ¢ a maior fonte de energia para os lactentes e
apresenta-se principalmente na forma de triacilglicerois e fosfolipideos, mas também como
colesterol, diacilglicerdis, monoacilglicerois, glicolipideos, ésteres de colesterol e acidos

graxos livres (Mather e Keenan, 1998).

2.1.2.1 VariacOes na composicao do Leite

A composi¢dao do leite materno pode variar de acordo com o periodo pds-parto
(Montagne et al., 2000; Jensen, 1996; Dewey et al.,1984), periodo de jejum, fatores
nutricionais maternos (Nascimento e Isser, 2003; Ruel et al., 1997;Chappell et al., 1985),
tempo gestacional do bebé (Nascimento e Isser, 2003; Ruel et al., 1997), hora do dia em
que ¢ secretado (Jensen, 1996) e aspectos individuais de cada mae (Nascimento e Isser,
2003; Ruel et al., 1997).

De acordo com o periodo pos-parto, o leite materno pode ser classificado como
colostro, leite de transi¢ao ¢ leite maduro (Nascimento e Isser, 2003; NAP, 1991).

O colostro ¢ um fluido amarelado de alta densidade e de pequeno volume, secretado
no periodo entre o parto e o 7° dia (Nascimento e Isser, 2003; NAP, 1991). Sua coloragdo
amarela se deve a alta concentracdo de carotendides e de vitamina A (NAP, 1991). O
colostro também ¢ rico em outras vitaminas, minerais, proteinas e fatores de defesa como,
as imunoglobulinas e os leucocitos, além de possuir uma baixa concentragdo de lipideo e
lactose (Nascimento e Isser, 2003; NAP, 1991).

Na fase de transicdo, que vai do 7° ao 21° dia pds-parto (NAP, 1991), had uma
diminui¢do na concentragdo de vitaminas (Kamoa et al., 2007), imunoglobulinas e
proteinas e um aumento na concentragao de lactose e gordura, o que resulta no aumento do
conteudo energético do leite (Nascimento e Isser, 2003).

O leite maduro ¢ uma mistura homogénea constituida de trés fracdes: a solugdo
aquosa com a maioria das proteinas, oligossacarideos e nutrientes como a lactose, citrato,
fosfato e calcio (McManaman e Neville, 2003); uma fase suspensa, constituida por micelas
de caseina em suspensdao; ¢ a emulsdo, formada pelos glébulos de gordura, que sao
goticulas de gorduras envoltas por fosfolipideos (Mather e Keenan, 1998), algumas
proteinas e vitaminas lipossoliiveis (McManaman e Neville, 2003).

A ingestio recente de nutrientes pode também influenciar na composi¢ao do leite

(Ross et al., 2001a; Chappell et al., 1985) com exce¢ao de alguns componentes, como 0s
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carboidratos, cuja concentracao no leite parece nao ter ligagdo com a dieta materna (NAP,
1991).

Embora existam trabalhos demonstrando que a quantidade total de gordura no leite
ndo varia com a alimentagdo da lactante (NAP, 1991), Chappell et al. (1985) e Jensen
(1996), demonstraram que o tipo de gordura secretado no leite materno pode variar de
acordo com a dieta.

O estado nutricional da lactante também altera a composi¢do do leite materno,
principalmente em relagdo a compostos como o iodo, vitaminas do complexo B e vitamina
A (Allen, 2005). No entanto, alguns trabalhos mostram que a presenga de alguns minerais
como o ferro, o zinco e o cobre no leite parece ser independente do estado nutricional
materno (Domellof et al. 2004).

Outro aspecto que indica que a secre¢do de nutrientes no leite esta ligada ao estado
nutricional materno ¢ a influéncia do indice de massa corporal (IMC) na secrecdo de
gordura no leite. Durante o ultimo trimestre de gestagdo ocorre um aumento das reservas
energéticas no organismo da mae para atender a demanda calorica requerida pela secre¢ao
do leite. Esse acumulo energético ocorre principalmente na forma de gordura periférica
(Dorea, 1996) e visceral, que ocasiona a elevacao do IMC. O IMC diminui notavelmente
nos primeiros meses da lactacdo (Dorea, 1997). Chappell et al. (1985) demonstrou que
quanto maior a perda de peso durante a lactagdo, maior a concentracdo de gordura trans
secretado pelo leite. Desta forma, a secre¢do de gordura trans no leite parece ser
influenciada pela taxa de diminuigdo do IMC (Chappell et al., 1985) ou simplesmente pelo
valor do IMC (Jensen, 1996).

A concentragdo de gordura no leite também pode variar ao longo do dia e durante a
mamada. Por exemplo, o leite secretado no inicio do esvaziamento de uma mama cheia
possui uma concentragdo menor de gordura do que o secretado por ultimo (NAP, 1991),
1sso porque a agua e os compostos hidrossoliveis tem uma maior facilidade de serem

secretados do que a gordura, devido sua menor viscosidade.

2.1.3 Secrecdo do Leite pela Glandula Mamaria

A glandula mamaria ¢ composta por lobulos alveolares, circundados por células
mioepiteliais e tecido conjuntivo ricamente vascularizado contendo adipdcitos e
fibroblastos. As células mioepiteliais ao serem estimulados pela oxitocina promovem a

contracdo dos alvéolos promovendo a ejecao do leite (McManaman e Neville, 2003).
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Para a secrecdo da grande variedade de componentes que constituem o leite, cada
composto segue um caminho especifico de absor¢do ou sintese, modificagdo e secre¢ao
realizado pelas células alveolares da glandula mamaria. Devido a alta atividade secretora
durante o periodo de lactagdo, essas células possuem numerosas mitocondrias, uma intensa
atividade no reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi bem desenvolvido e inimeras
vesiculas secretoras (McManaman e Neville, 2003).

A 4gua do leite ¢ secretada seguindo um gradiente de concentragdo. Alguns
minerais e pequenas moléculas, como a glicose e aminodcidos vindos do plasma, sdo
transportados no citoplasma a partir da membrana basal por meio de transportadores
especificos. A lactose ¢ sintetizada a partir da glicose no complexo de Golgi das células
epiteliais mamadrias. As proteinas secretadas no leite podem ser sintetizadas pelas células
alveolares, virem do espaco intersticial ou da circulagio sanguinea e podem ser
modificadas no citoplasma (Fig. 1). Estes compostos sdo secretados na membrana apical
por meio de exocitose e constituem a fase aquosa e as micelas de caseina do leite
(McManaman e Neville, 2003).

Os lipideos sdo sintetizados no reticulo endoplasmatico liso, na regido basal das
células alveolares a partir de acidos graxos e glicerois (Mather e Keenan, 1998) e sao
estocados na forma de goticulas de gorduras citoplasmatica envolvidas por algumas
proteinas lipossoluveis. Estas goticulas de gordura migram para a regido apical destas
células e sdao entdo secretadas (Mather e Keenan, 1998; McManaman e Neville, 2003). No
processo de secre¢do, as goticulas de gordura sdo envolvidas pela membrana plasmatica e
formam os globulos de gordura do leite (McManaman e Neville, 2003).

Alguns componentes plasmaticos e leucocitos podem ser encontrados no leite e
chegam ao limen da glandula mamaria através do transporte paracelular (McManaman e

Neville, 2003).

2.2 A vitamina A e o Leite Materno

Por fornecer todos os nutrientes necessarios a saude do bebé, o leite materno ndo
poderia deixar de ser fonte de vitamina A, que ¢ uma molécula fundamental para o
funcionamento do processo visual (Nelson e Cox, 2000), na divisdo e diferenciagdo celular
(Brody, 1995), no metabolismo de ferro (Bloem, 1995) e no funcionamento adequado do

sistema imunologico (Dancheck et al, 2005; Beaton, 1992).
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Figura 1. Diagrama dos alvéolos mamarios e das células epiteliais alveolares, mostrando o processo de
formacdo e secrecdo do leite. (a) As setas azuis indicam o caminho de secrecdo do leite pelos alvéolos
mamarios. (b) caminho I descreve a secrecdo da agua de alguns minerais, de lactose e de proteinas
sintetizadas pelas células alveolares; caminho II demonstra a secre¢do dos globulos de gordura do leite;
caminho III indica o processo de secre¢do de alguns minerais e pequenas moléculas vindas do plasma;
caminho 1V, secre¢do de proteinas e imunoglobulinas vindas da circulagdo sanguinea; e caminho V indica o
transporte paracelular de compostos plasmaticos e leucocitos. Abreviagdes: VS, vesiculas secretoras; RER,
reticulo endoplasmatico rugoso; MB, membrana basal; N, nucleo; GG, globulos de gordura; CJ, complexo
juncional; JG, jungdes do tipo Gap; CM, células mioepiteliais; ADG, Adipdcitos depletados de gordura.
Adaptado de McManaman e Neville (2003).

No leite materno a vitamina A se encontra principalmente na forma de palmitato de
retinil, que ¢ a forma éster desta vitamina. A secre¢cdo de vitamina A diminui no leite de
transicdo em relacdo ao colostro, e se estabiliza no leite maduro ficando com as

concentragdes médias de 1,75 a 2,45 pmol/L em populagdes bem nutridas (WHO, 1996a).

2.2.1 A deficiéncia de Vitamina A

A deficiéncia de vitamina A ¢ um problema de satide publica que tem se destacado
no panorama mundial. A WHO inclui esta deficiéncia, juntamente com a anemia, como um
dos fatores que oferecem maiores riscos a saide humana (Bloem, 1995).

Os principais grupos de risco da deficiéncia de vitamina A sdo as criangas com

idade menor que cinco anos (WHO, 1996a; Stoltzfus e Underwood, 1995), gestantes e
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lactantes (WHO, 1996a). Segundo o Sistema de Informagdes de Deficiéncia de
Micronutrientes (Micronutrient Deficiency Information System- MDIS) da WHO,
publicado em 1995, cerca de 251 milhdes de criangas em todo mundo com idade de zero a
cinco anos, apresentavam defici€éncias severas ou moderadas desta vitamina ainda em
estagio subclinico (WHO,1996a), ou seja, quando a deficiéncia s6 pode ser detectada por
meio de testes bioquimicos. Dentre essas, aproximadamente trés milhdes de criangas com
idade de 0 a 5 anos adquirem xeroftalmia (WHO,1996a), doenca caracterizada por
debilidades visuais em decorréncia da deficiéncia de vitamina A.

No caso de gestantes, as estatisticas apontam que cerca de 5% sofrem de cegueira
noturna durante a gravidez (WHO, 2002).

Devido ao tamanho e diversidade da populacdo brasileira, a dimensdo deste
problema ¢ pouco conhecida no Brasil, pois sdo poucas as informacdes disponiveis na
literatura sobre Obito e incapacitagdes causadas pela falta de vitamina A (Souza e Vilas
Boas, 2002).

O nordeste ¢ conhecido como uma regido com alto indice de ocorréncia de
deficiéncia desta vitamina. Simmons (1976) mostra que mais de 1000 criangas em idade
pré-escolar apresentavam xeroftalmia no ano de 1973. Os problemas de falta de vitamina A
também sdo demonstrados em outras regides brasileiras, como apontam trabalhos como o
feito com 103 criangas de 6 a 24 meses de idade em Ribeirdo Preto (Sdo Paulo, Brasil),
dentre as quais 21,4% apresentavam deficiéncia desta vitamina (Ferraz et al., 2000) e em
um outro trabalho realizado no Distrito Federal (DF - Brasil) com 155 criangas de uma
comunidade rural de Planaltina, que demonstrou que 43,5% apresentaram hipovitaminose
A (Graebner et al., 2007).

As enfermidades mais evidentes causadas pela deficiéncia de vitamina A estdo
associadas a visdo. A cegueira noturna, causada pela diminuicdo da rodopsina nos
bastonetes da retina, ¢ uma delas, bem como as doencas ligadas a queratinizacao da
conjuntiva e da cérnea, como a ceratomaldcea (Tanumihardjo, 2004), que ¢ um tipo de
cegueira irreversivel causada pela cicatrizagdo da cornea em uma regido que compromete a
passagem da luz para a retina. Essa cicatriza¢do ou queratinizacdo ¢ resultado da inibi¢ao
da diferenciacdo das células epiteliais basais causada pela deplegdo de vitamina A
(Vauclair et al., 2007).

Até o final da década de 70 a deficiéncia de vitamina A era unicamente associada a
sintomas ou sinais clinicos como a descamagdo da pele e as doengas associadas a visdo, no

entanto, Sommer et al. (1984) demonstrou em um trabalho realizado com 4600 criangas,
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uma relacao entre o aumento na incidéncia de doencas respiratorias e diarréia naqueles que
apresentavam doengas oculares.

A hipovitaminose A em estagio subclinico pode trazer graves problemas a saude,
aumentando a morbidade e mortalidade (Sommer et al., 1984), motivo pelo qual, alguns
testes bioquimicos foram desenvolvidos para o diagndstico desta deficiéncia ainda neste

estagio.

2.2.1.1 Diagndstico Laboratorial da Hipovitaminose A
A hipovitaminose A pode ser diagnosticada por meio de testes bioquimicos

plasmaticos, pelo teste Relativo de Dose Resposta (RDR) e pela dosagem no leite materno.

22.1.1.1 Dosagem plasmatica

A dosagem plasmatica de vitamina A, embora ja tenha sido muito usada, possui
algumas limitagdes, pois o figado, principal 6rgado que atua como reservatorio de vitamina
A, mantém os niveis deste micronutriente constantes no plasma de forma que seus niveis
no sangue so declinam quando as reservas hepaticas ja estdo muito baixas (Davila et al.,
1985) ou seja quando o organismo ja esta muito depletado de vitamina A. Este fato é bem
conhecido na literatura principalmente em estudos realizados com modelos animais. Em
um trabalho feito com ratos depletados, a concentracdo de vitamina A plasmatico ficou
constante, de 1,7 a 2,0 umol/L, enquanto a vitamina A total do figado variou de
aproximadamente 20 a 300 pg/g de tecido, ou seja, uma variagdo de até 15 vezes (Ross et

al., 2004a).

2.2.1.1.2 Teste de Dose Resposta

Outro teste bioquimico utilizado ¢ o RDR. Este teste baseia-se nos niveis de
estoque hepaticos de vitamina A (WHO, 1996a). Doses de vitamina A diluidas em o6leos
sdo oferecidas ao paciente. Neste teste amostras do plasma sdo coletadas no tempo 0 e 5
horas ap6s a administragdo da dose, e sdo realizadas as dosagens de vitamina A plasmatica
e em seguida ¢ feito o calculo da porcentagem de vitamina pela seguinte formula RDR=
(As-A¢/Ap)*100, onde Ay representa a concentragao de vitamina A plasmatica no tempo 0
e As representa a concentragdo de vitamina A 5 horas apOs a ingestdo da vitamina A
(WHO, 1996a).

A Proteina Ligante de Retinol (Retinol Binding Protein- RBP), proteina sintetizada
principalmente pelo figado, ¢ responsavel pelo transporte da vitamina A hepatica para os

outros tecidos (Blomhoff et al., 1990). Estudos em ratos demonstraram que os niveis
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hepaticos de mRNA de RBP e sua tradu¢do permanecem constantes mesmo em animais
deficientes em vitamina A (Soprano, 1982). Sugerindo, com isso, que as apo-RBPs
sintetizada em pessoas deficientes ficam acumulada no figado. Com a reple¢do de altas
doses de vitamina A ocorre um aumento dos niveis de vitamina A plasmatico,
permanecendo alto durante algumas horas. Este aumento se deve provavelmente a ligagao
da vitamina A a apo-RBP acumulada no figado, formando a holo-RBP, que sdo entdo
liberadas na circulagdo sangiiinea. Se a As for alta, ou seja, se RDR > 20%, indicara que o
figado esta depletado ou com concentragdes abaixo de 0,07umol/g (WHO, 1996a).

O RDR tem sido considerado adequado para avaliar o estado nutricional de
vitamina A, embora a necessidade de duas coletas de amostras sangiiineas possa ser um
problema quando se trata de criangas, ou de lactantes, pois ¢ necessdria sua permanéncia

no local de coleta durante aproximadamente 5 horas (WHO, 1996a).

2.2.1.1.3 Dosagem de Vitamina A no Leite

Para a verificagdo do estado nutricional em vitamina A de mulheres, o leite materno
possui uma capacidade mais responsiva do que o plasma (Stoltzfus e Underwood, 1995), e
por este motivo foi recomendado pela WHO (1996a) como um indicador para se
determinar o estado nutricional de vitamina A em lactantes. Alguns autores sugerem ainda
que a vitamina A presente no leite possa ser um indicador tanto para lactantes como para
lactentes (Calil e Falcao, 2003; Stoltzfus e Underwood, 1995), pois todas as criangas ao
nascerem, mesmo as nascidas de maes bem nutridas, possuem um estoque de vitamina A
hepatico baixo e ndo podem contar com suas reservas logo apds o nascimento, ja que esta
vitamina possui uma limitada capacidade de atravessar a placenta (Allen, 2005; Ross et.
al., 2004a; Davila et. al. 1985; Takahashi et al., 1975). O leite materno é capaz de
transferir até 60 vezes mais vitamina A para os bebés do que a placenta (Stoltzfus e
Underwood, 1995), por esse motivo o estado nutricional de vitamina A destas criangas
estard muito ligado a quantidade de vitamina A obtida no leite materno.

Atencdo deve ser dada ao processo de dosagens da concentragdo de vitamina A no
leite materno, ja que a variacdo da secrecdo de lipideo no processo de esvaziamento da
glandula mamaria também promove a variagdo da concentragdo de vitamina A no leite
(Stoltzfus e Underwood, 1995). Para que este fator ndo prejudique a verificagdo do estado
nutricional de vitamina A da lactante, deve-se estabelecer um horario para a ultima
mamada na mama onde sera feita a coleta, além disso, ela deve ser completamente

esvaziada. Outros cuidados devem ser tomados para se evitar a oxidagao da vitamina A no
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leite, como o de se proteger as amostras de leite da luz e de manté-las congeladas a < -20
°C apos a coleta (Stoltzfus e Underwood, 1995). As analises da concentragdo de vitamina
A no leite materno podem ser feitas pelo sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(high perfomance liquid chromatography- HPLC) (Tanumihardjo, e Penniston, 2002)
Conforme as necessidades de ingestao de vitamina A dos lactentes, estabeleceu-se
que o leite materno com concentragdo abaixo de 1,05 pmol/L ¢ insuficiente para suprir

suas necessidades (WHO,1996a).

2.2.2 Estrutura Bioquimica e o Papel Metabolico da Vitamina A

Embora o termo vitamina A possa ser utilizado para se referir a um composto
quimico especifico, como o retinol ou seus ésteres, ele ¢ mais empregado para designar a
familia dos retinoides, ou seja, para denominar compostos lipossoluveis que contenham um
anel de B-ionona e uma cadeia de hidrocarboneto, com saturagdes alternadas, ligada a um
grupo funcional que exibam as propriedades bioldgicas do retinol (Fig. 2) (Souza e Villas
Boas, 2002). Assim o termo vitamina A inclui o éster de retinil, o retinol, o retinal ¢ o
acido retindico em suas diversas isoformas. A variacdo de um retindide para outro estd em

suas diferentes formas de oxidagdo do grupo funcional.

.
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anel de cadeia de grupo
p-ionona hidrocarboneto funcional

Figura 2. Estrutura quimica da vitamina A. Adaptado de Musib (2000).

2.2.2.1 Retinol
O retinol ¢ a forma alcodlica da vitamina A, possuindo o grupo hidroxila (OH)
ligado ao carbono 15 (Fig. 3). Ele ¢ a principal forma de transporte da vitamina A pelo

plasma, além de ser a molécula intermediéria entre o éster de retinil e o retinal.
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CH4,0H

Figura 3. Estrutura do todo-trans-retinol. Adaptado de Senoo (2004).

2.2.2.2 Ester de Retinil
Os ésteres de retinil sdo as formas ésteres da vitamina A (Fig. 4) resultante da
rea¢do do retinol com acidos graxos. Os ésteres de retinil sdo as principais formas da
vitamina A presentes em alimentos de origem animal por serem o modo de armazenamento
nos tecidos. Os ésteres de retinil sdo estocados juntamente com os lipideos. Dentre suas
varias isoformas, encontram-se principalmente o palmitato de retinil, o esteroato de retinil,

o oleato de retinil e o linoleato de retinil (Piantedosi et al., 2005).

CHaO - COCy5Hay

AN S VN

Figura 4. Palmitato de retinil, o éster de retinil mais freqiiente nos animais. Adaptado de Senoo (2004).

2.2.2.3 Retinal
O retinal ¢ fundamental no processo visual dos vertebrados, pois quando se liga a
opsina forma a rodopsina, que ¢ a proteina responsavel pela captacdo luminosa e que esta
presente abundantemente nos bastonetes da retina. Cerca de 90% das proteinas totais
destas células sdo rodopsinas. O retinal ¢ a vitamina A cujo grupo funcional ¢ um aldeido,

ou seja, um —COH (Fig. 5).

TR
I

CHO

Figura 5. Esquema do 11-cis-retinal existente na retina e ligado a rodopsina. Adaptado de Senoo (2004).
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Na formagdo da imagem visual, o 11-Cis-retinal da rodopsina, presente na retina em
seu estado desativado, ao absorver a luz ¢ convertido ao todo-trans-retinal. A rodopsina
ativada provoca uma diferenca de potencial nos neurdnios que inervam o globo ocular,

transmitindo o sinal visual ao cérebro (Nelson e Cox, 2000).

2.2.2.4 Acido Retindico

O Acido Retindico ¢ um potente horménio que atua na expressio de centenas de
genes (Mitro et al., 2007; Ross, 2004b; Vogel et al., 2002), como por exemplo nos
responsaveis pela sintese de enzimas como a alcool desidrogenase e a transglutaminase,
proteinas transportadoras de retinol, matriz extracelular (laminina), além de genes
diretamente envolvidos na diferenciacdo celular e na inibicdo da proliferacdo celular
(Vauclair et al., 2007; Shils et al., 1998).

O acido retindico possui em sua estrutura o grupo COOH ligado ao carbono 15 e
inclui varias isoformas como a todo-trans-acido retindico, o 13-cis-acido retindico € o 9-
cis-acido retindico (Fig. 6). Estes retindides sdo responsaveis por ativarem duas familias de
receptores hormonais nucleares, a familia de receptores de todo-trans-dcido retindico
(RAR) e a familia de receptores de acido retindico do tipo X (RXR). O todo-trans-acido
retinoico € capaz de se ligar com alta afinidade ao RARa, B e v, enquanto o 9-cis-acido
retindico se liga com alta afinidade ao RXRa, B e y. Quando ativadas pela vitamina A,
estas proteinas se interagem formando dimeros como RAR/RXR ou RXR/RXR. Estes
dimeros sdo capazes de se ligar a algumas regides especificas do DNA chamadas de
Elementos Responsivos de Acido Retindico (“RARE” ou “RXRE”) (Blomhoff et al.,
1990) localizadas na regido 5° do gene, atuando desta forma em sua expressdo (Ross,

2003).

2.2.3 Os Pro-vitaminicos A

A vitamina A presente no organismo humano precisa ser obtida através da dieta,
pela ingestdo da propria vitamina A dos alimentos de origem animal, ou pela ingestao de
carotendides pro-vitaminicos A presentes nos alimentos de origem vegetal que podem ser
clivados a vitamina A.

Dos mais de 600 carotendides identificados na natureza (Stahl e Sies, 1996), apenas
50 possuem atividade pro-vitaminica A (Olson, 1989).

A atividade pro-vitaminica de um carotendide depende da presenga do anel de f-

ionona em sua estrutura. Carotendides como o -caroteno possuem dois anéis de B-ionona
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all-trans-acido retindico

9-cis-acido retindico

13-cis-acido retindico

Figura 6. Principais isoformas do acido retindico. Adaptado de Musib (2000).

e por isso, possuem a capacidade de gerar apos sua clivagem dois retindides. Ja
carotenoides como o a-caroteno e a criptoxantina, possuem apenas um anel de -ionona e

podem gerar um retindide (Fig. 7)

a-caroteno

WYY NYINYNTNY NN NS

o cantaxantina

licopeno

OH

NN NTNNNY NN NS

HO luteina

Figura 7. Anel de B-ionona (ciculo vermelho) de alguns dos carotendides presente na dieta. Adaptado de
Palace et al. (1998).

Os carotendides sdo responsaveis pela coloragao de avermelhado & amarelado aos
vegetais. Os carotendides podem ser encontrados nos cromoplastos de diferentes tecidos

vegetais € nos cloroplastos em vegetais de coloracdo verde escura, onde a coloracao da
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clorofila mascara sua presenca. Os carotendides sao importantes pigmentos receptores de
luz e podem transferir energia para a clorofila (Stahl e Sies, 1996).

No organismo animal os carotendides pro-vitaminicos A adquiridos na dieta
podem: ser armazenados em sua forma original, ser clivados em vitamina A ou ainda ser
degradados pelos radicais livres, agindo como antioxidantes (Palace et al., 1999; Stahl ¢

Sies, 1996)

2.2.4 O Consumo de Vitamina A e seus Precursores na Dieta

O figado, a gema de ovo, o dleo de peixe e o leite, dentre outros sdo alimentos
fontes de vitamina A (Giugliani e Victora, 2000).

Os pro-vitaminicos A sao obtidos de alimentos como tubérculos, hortaligas e frutas
diversas, como a abobora, a cenoura, o espinafre, a manga e o mamao (Giugliani e Victora,
2000).

Algumas das formas de utilizacdo destes vegetais fontes de carotendides ¢ a
ingestdo in natura, a manufaturagdo de sucos, oleos e doces. Exemplos de utilizagdes
destas fontes carotenogénicas no Brasil sdo: o 6leo de dendé que contém cerca de 16400mg
de Retinol Equivalente (Retinol Ativity Equivalent- RAE)/100g de produto (Campos ¢
Rosado, 2005); e o doce de buriti que teve sua utilizagdo sugerida como forma de se
combater a deficiéncia de vitamina A em pré-escolares no Nordeste Brasileiro (Mariath et
al., 1989).

Algumas das formas de utilizacdo destes vegetais fontes de carotendides ¢ a
ingestdo In natura, a manufaturagdo de sucos, dleos e doces. Exemplos de utilizagdes
destas fontes carotenogénicas no Brasil sdo: o 6leo de dendé que contém cerca de 16400mg
de Retinol Equivalente (Retinol Ativity Equivalent- RAE)/100g de produto (Campos ¢
Rosado, 2005); e o doce de buriti que teve sua utilizagdo sugerida como forma de se
combater a deficiéncia de vitamina A em pré-escolares no Nordeste Brasileiro (Mariath et
al., 1989).

Nas Américas, segundo a WHO (1995), cerca de 64% da vitamina A obtida na

alimentag¢do sdo originadas de carotendides pro-vitaminicos A.

2.2.4.1 Biodisponibilidade da vitamina A e prd-vitaminicos A nos alimentos
Biodisponibilidade ¢ definido como a fragdo de nutrientes ingeridos que sao
absorvidos pelo sistema digestorio e assim se tornam disponiveis para serem utilizados em

fungdes fisiologicas ou serem armazenados no organismo (Castanmiller et al. 1999).
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Um fator muito importante no aumento da biodisponibilidade, tanto da vitamina A
como dos carotenodides pro-vitaminicos A, é a presenca de lipideo na dieta (Jalal et al.,
1998). A absorcdo da vitamina A e dos carotendides ocorre por difusdo passiva, da mesma
forma e conjuntamente a absor¢ao do colesterol e de produtos da lipdlise de triglicerideos
(Parker, 1996). Desta forma, quanto maior a concentragdo de gordura ingerida com a
vitamina A, maior serd sua capacidade de ser absorvida pelo intestino.

A vitamina A presente no leite materno, por exemplo, ¢ altamente biodisponivel por
estar associada a gordura do leite. Assim, existe uma alta correlagdo entre o que a mae
secreta de vitamina A no leite materno e o que a crianga absorve (Stoltzfus e Underwood,
1995).

No caso dos carotendides a biodisponibilidade também ¢ afetada pela matriz celular
do alimento onde estes se encontram, por isso ¢ importante o processo de mastigagdo e a
acdo de enzimas digestivas para promover a dissocia¢ao dos carotendides das proteinas dos
cromoplastos (Parker, 1996). Um estudo feito com cenouras, por exemplo, demonstrou
que na ingestao de puré de cenoura h4 um aumento na absorcao de a e B-caroteno em cerca

de duas vezes em relacdo a ingestdo de cenoura apenas cozida (Campos e Rosado, 2005).

2.2.4.2 A recomendacdo de ingestao da vitamina A

A recomendacdo individual de vitamina A varia de acordo com a idade, género e o
periodo reprodutivo do individuo. Por exemplo, lactantes com idade maior que 19 anos,
segundo a Referéncia de Ingestdo Dietética (Dietary Referency Intakes- DRIs) (NAS,
2001) necessitam de 900 nug de RAE por dia.

Os fatores de conversdo de carotenodides pro-vitaminicos A para vitamina A ainda
ndo estdo totalmente estabelecidos. Atualmente para o célculo do valor de RAE de um
alimento de origem vegetal, as DRIs (NAS, 2001) consideraram dois aspectos dos pro-
vitaminicos A: a taxa de absor¢ao desses carotenoides pelo intestino e a sua capacidade de
gerarem retinol. Sendo assim, de acordo com esses novos fatores de conversdo (DRI,
2001), 1 RAE equivale a ingestdo de 1 mg de retinol ou a ingestdo de 12 mg de B-caroteno

ou ainda de 24 mg dos carotendides pro-vitaminicos de uma forma geral (NAS, 2001).

2.2.5 Metabolismo da Vitamina A

2.2.5.1 Absorcéo
Os carotendides pro-vitaminicos A e a vitamina A sdo absorvidos pelas células da

mucosa do intestino delgado (Blomhoff et al., 1990) de forma passiva sendo determinado
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pelo gradiente de concentracdo entre as micelas vindas da alimentacdo ¢ a membrana

plasmatica (Parker, 1996).

2.25.1.1 Absorcao dos carotenoides pro-vitaminicos A

Os carotendides ingeridos geralmente sdo absorvidos em sua forma original, ou
seja, ndo passam pelo processo de clivagem no trato digestorio (Blomhoff et al., 1990).
Ap0s a absor¢do passiva nos enterocitos, os carotendides podem permanecer em sua forma
original e serem transportados para o resto do organismo ou serem convertidos a acido
carotendico ou ainda serem clivados a retinal por meio da enzima [-caroteno
monoxigenase. Aproximadamente 43% do B-caroteno advindo da dieta sdo convertidos a

retinal (Shils et al., 1995).

2.25.1.2 Absorcéo da Vitamina A

Como dito anteriormente o éster de retinil ¢ a principal forma da vitamina A
presente nos alimentos de origem animal, por ser a forma de armazenamento da vitamina
A nos tecidos. Essencialmente todo o éster de retinil presente na dieta é convertido em
retinol ainda no limen intestinal (Blomhoff et al., 1990).

Ao ser absorvido pelo enterdcito, o retinol pode permanecer livre ou ligar-se a
proteina Celular Ligante de Retinol (Cellular Retinol Binding Protein- CRBP) do tipo 1I
(Folli et al., 2001), uma proteina monomérica, transmembranica, de aproximadamente 15,5
KDa (Piantedosi et al., 2005; Senoo, 2004), que esta ligada ao processo de esterificacao.

No enterocito, o retinol € convertido novamente a éster de retinil. Duas proteinas
conhecidas sdo responsaveis pela esterificacdo do retinol: a Lecitina: Retinol Acil
Transferase (Lecithin: Retinol Acyltransferase-LRAT), que esterifica o retinol ligado a
CRBP 1I (Piantedosi et al., 2005; Senoo, 2004); ¢ a Acil Coenzima A: Retinol Acil
Transferase (Acyl CoA: Retinol Acyl Transferase- ARAT), que esterifica tanto o retinol

livre quanto ao retinol ligado a CRBP no citoplasma.

2.2.5.2 Transporte dos Enterocitos para os Diversos Tecidos

Nos enterocitos os ésteres de retinil recém esterificados, assim como o0s
carotendides, podem ser incorporados aos quilomicrons (Shils et al., 1995; Parker, 1996).
Os quilomicrons sdo agregados lipoprotéicos recobertos por fosfolipideos, que sdo capazes
de circular pela corrente sanguinea, sendo formados por triacilglicerdis, colesterol,
apolipoproteinas, ésteres de colesteril e outras moléculas lipossoliveis oriundos da

digestdo e (Hultin e Olivecrona, 1998).
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Os quilomicrons saem do enterocito para o meio extracelular ¢ por meio do

sisitema linfatico chegam a circulagdo sanguinea (Fig. 8).

CAPILAR
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ROH = retinol \DUTO ) ENTEROCITO LUMEN
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Figura 8. Absor¢do do B-caroteno e do retinol pelos enterdcitos. O B-caroteno absorvido pode ser clivado a
retinol. O retinol ¢ esterificado a éster de retinil, sendo incorporado aos quilomicrons e transportado por meio
da corrente sangiiinea para os diversos tecidos do organismo. Adaptado de Senoo (2004).

2.2.5.3 Armazenamento

Na corrente sangiiinea, em locais como tecido adiposo (Blaner et al., 1994),
cardiacos, musculo esquelético e glandulas mamadrias em lactacdo, os quilomicrons sofrem
acdo das Lipases Lipoproteicas (Lipoprotein Lipase- LPL), permitindo com isso a
liberagdo de acidos graxos, carotendides e dos retinoides livres para estes tecidos (Nelson e
Cox, 2000). Blaner et al., (1994) demonstraram que a LPL ¢ responsavel por aumentar a
absorc¢do da vitamina A no tecido adiposo, e que além disso esta enzima, pode catalisar a
hidrélise extracelular do éster de retinil a retinol que sera transferido do plasma para a
célula.

Os carotenoides resultantes dos quilomicrons sao armazenados em todos os tecidos
do corpo, mas estdo presentes principalmente no figado e, em sua grande maioria, no
tecido adiposo, sendo responsavel por sua coloragdo amarelada (Shils et al., 1998).

Apds sofrerem acdo da lipase lipoproteica os quilomicrons resultantes sdo
denominados quilomicrons remanescentes ¢ sao pobres em triacilglicerideos, mas ainda

contém colesterol, apolipoproteinas e alguns ésteres de retinil. Os quilomicrons

33



remanescentes ao chegarem ao figado (Hultin e Olivecrona, 1998) liberam os ésteres de
retinil restantes (Vogel et al., 2002) os quais sdo incorporados as células parenquimais
hepaticas (Fig.9). Nas células parenquimais os ésteres de retinil se ligam principalmente a

CRBP-III onde, pela agdo da LRAT, sdo oxidados a retinol (Senoo, 2004).
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QM = quilomicron

QMR = quilomicron r ente

RBP = proteina ligante de retinol

AR= dcido retinéico

RAR = receptor de all-trans dcido
retinéico

RXR = receptor de dcido retidico
do tipo X

célula alvo extra-hepéatica

Figura 9. A¢do nos tecidos extra-hepaticos e armazenamento no figado da vitamina A adquirida na dieta. A
vitamina A atua principalmente como um hormoénio nuclear, na forma de acido retindico. No figado a
vitamina A ¢ estocada no interior das células estreladas na forma de éster de retinil, até que seja transportada
ao restante do organismo ligada a proteina ligante de retinol (RBP) como retinol. Adaptado de Senoo (2004).

As células parenquimais sintetizam a Proteina Ligante de Retinol (Retinol Binding
Protein- RBP), uma proteina de 21,2 kDa responsavel por transportar o retinol no plasma
(Vogel et al., 2002). A apo-RBP sintetizada pelos hepatdcitos se ligam ao retinol recém
convertido formando o complexo holo-RBP, que pode tanto transportar o retinol para
outros tecidos como principalmente o transportar para as células estreladas hepaticas, onde
a vitamina A sera armazenado na forma de éster de retinil no interior de goticulas de
gordura citoplasmatica (Fig.10) (Senoo, 2004).

A incorporagdo do complexo holo-RBP pelas células estreladas ocorre da seguinte
forma: ao chegarem a superficie das células estreladas os Receptores Especificos para RBP
(Retinol Binding Protein Receptor- RBPR) se ligam a Retinol-RBP promovendo assim a
incorporagao deste complexo. Estudos sugerem que a RBPR interage com o sitio de

entrada de retinol do RBP (Senoo, 2004), ajudando desta forma a transferéncia do retinol a
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CRBP-III que se encontra na membrana do endossomo (Folli et al., 2001; Sundaram et al.,
1998).
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Figura 10. Incorporacdo e armazenamento do retinol ligado a Proteina Ligante de Retinol (RBP) pelas
células estreladas. (a) Incorporagdo da RBP ligada a retinol pelas células estreladas. Nas células estreladas, a
vitamina A pode seguir dois caminhos principais: o de serem (b) armazenadas no interior das goticulas de
gordura citoplasmatica na forma de éster de retinil até serem (c) exportadas para o plasma quando requeridas
pelo organismo ¢ o de (d) agirem na expressdo de alguns genes no nucleo celular. Abreviagdes: CMV,
corpusculo multi-vesicular; GC, goticulas de gordura citoplasmatica; N, ntcleo celular; RER, reticulo
endoplasmatico rugoso; G, complexo de Golgi; VS, vesicula secretora. Adaptados de Senoo (2004).

Nas células estreladas o retinol ¢ novamente convertido a éster de retinil que sdo
armazenados no interior de suas goticulas de gordura citoplasmaticas até serem
transportados para outros tecidos. Cerca de 80% da vitamina A presentes no organismo sao
estocadas nas células estreladas na forma de palmitato de retinil (Senoo, 2004).

Tecidos extra-hepaticos, como a glandula mamaria (Green et al., 2001a) e os
adipocitos (Blaner et al., 1994; Tsutsumi et al., 1992), podem armazenar a vitamina A

advindos dos quilomicrons (Goodman et al., 1965).

2.2.5.4 Mobilizagéo da Vitamina A
Antes de se ligar a RBP para ser transportado pelo sangue a diversos tecidos, o éster
de retinil armazenado é oxidado a retinol por meio da Ester de Retinil Hidrolase. O retinol
¢ transportado ao reticulo endoplamético rugoso onde se liga a RBP recém sintetizada,
formando o complexo holo-RBP (Senoo, 2004).
Em estado de jejum mais de 95% da vitamina A presente na circulacdo esta na
forma de retinol ligado a RBP (Vogel et al. , 2002). A RBP tem um papel fundamental no

controle da vitamina A no organismo, por ser responsavel pela mobiliza¢do da vitamina A
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principalmente do figado e dos outros tecidos em que se encontra armazenada (Tsutsumi et
al., 1992), quando requerido pelos resto do organismo.

A concentrag¢do de retinol-RBP plasmatica permanece relativamente constante até
que o figado esteja muito depletado (Davila et al., 1985). Em casos de estado nutricional
de vitamina A normal, a medida que ocorre um declive desta vitamina A no plasma ocorre
sua mobilizacdo das células estreladas sendo que este estoque ¢ novamente reposto pela

vitamina A dietética.

2.2.5.5 Incorporacédo da Vitamina A pela Glandula Mamaria

Davila et al. (1985) em estudo com ratos demonstrou que a vitamina A estava
presente no leite mesmo dos animais que receberam uma quantidade de vitamina A muito
baixa na dieta, indicando a existéncia de um balango na secrecao deste nutriente no leite.
Este balanco deve ocorrer devido a presenga da holo-RBP advinda dos tecidos de reserva.
O estudo de Davila et al. (1985) demonstra também um aumento na concentragdo de
vitamina A no leite de ratas suplementadas. Segundo Ross et al. (2004a) esse aumento na
secrecdo de vitamina A em animais suplementados ¢ feito pelos quilomicrons que ao
chegarem na glandula mamaria sofrem a a¢do da LPL (Blaner et al., 1994) cuja atividade é
estimulada pela suc¢ao (Ross et al., 2004a).

Desta forma, a literatura indica que a vitamina A secretada no leite materno pode
chegar a glandula mamaria tanto ligada a RBP advinda dos tecidos de reservas desta

vitamina, como por meio dos quilomicrons poés-prandiais (Fig. 11).

Dieta

(contetudo
de VA variavel)

glandula mamaria

-» — ER |::%§>ER no leite

esterificagcao [concentracdo varia
% com a ingestido

dietética de VA]

ROH-RBP

[concentracio constante] VA = vitamina A

QM = quilomicron

ER= éster de retinol

TG = triglicerideo

LPL = Lipase Lipoproteica

ROH = retinol

RBP = proteina ligante de
retinol

Figura 11. Incorporagéo, pela célula alveolar da glandula mamaria, da vitamina A advinda dos quilomicrons
pos-prandiais e dos estoques hepaticos. Os quilomicrons que transportam a vitamina A na forma de éster de
retinil vinda da dieta, sofre a acdo da Lipase Lipoproteica, proporcionando a incorporacdo desta vitamina
pelas células alveolares. O figado é o principal 6rgdo responsavel por manter os niveis de vitamina A
constantes no plasma. As células da glandula mamaria absorvem e esterificam a vitamina A que sera
secretada no leite. Adaptado de Ross et al., (2004a).
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2.3 Interacdo entre minerais e a vitamina A

2.3.1 O Zinco

A deficiéncia de zinco (Zn) esta relacionada a inibigao do crescimento, sindrome da
ma-absor¢do, doencas cronicas do figado, doengas cronicas renais, diabetes, problemas
reprodutivos e supressdo do sistema imune (Shen et al., 2008; Prasad, 2003; MacDonald,
2000).

O Zn ¢ responsavel por estabilizar a estrutura do DNA, RNA e ribossomos, pela
sintese de DNA e expressdo de genes, por estabilizar a estrutura tridimensional de
iniimeras proteinas, além de atuarem como cofator de inimeras enzimas (MacDonald,
2000). Mais de 2000 fatores de transcri¢do dependem do Zn e mais de 300 proteinas com
atividade catalitica conhecidas o requerem como um componente funcional (Prasad, 2003).

Basicamente trés familias de proteinas conhecidas sdo as principais responsaveis
pelo balango de Zn da célula e do organismo: a familia de Transportadores Intestinais de
Zinco em Humanos (Human Intestinal Zinc Transporters — hZIP); as metalotioneinas; e a
familia de Facilitadores de Difusao de Cations (CDF).

A absor¢ao do Zn no intestino para o interior do enterdcito ocorre por meio da hZIP
e por meio da proteina Transportadora de Metais Divalentes 1 (Divalent Metal Transporter
1- DMT1), proteina que parece absorver o Zn ¢ o Fe de forma antagdnica (Kordas e
Stoltzfus, 2004).

A metalotionina ¢ uma familia de proteinas intracelulares com baixo peso
molecular que se ligam ao Zn, cuja fun¢ao ¢ promover a homeostase do Zn, além de
proteger a célula contra danos eventuais que poderiam ser causado pelo excesso desse
mineral (Shen et al., 2008).

A proteina responsavel pelo efluxo de Zn da célula sdo as pertencentes a familia
CDF, como a Transportadora de Zinco (Zinc Transportes- ZnT), que tanto bombeia o Zn
do citoplasma para fora da célula como para o limen de organelas (Shen et al., 2008).

Na glandula mamaria a incorporag¢do do Zn ocorre provavelmente por meio da ZIP1
ou ZIP4, que sdo membros da familia hZIP. E sua secrecao para o leite aparece regulada

pela ZnT como a ZnT-2 e a ZnT-4 (Domellof et al., 2004).

2.3.1.1 Interagdo entre o zinco e a vitamina A
A influéncia do Zn na mediago da sintese de proteinas transportadoras de vitamina
A ¢ o mecanismo mais citado na literatura para se explicar a interagdo entre esse dois

nutrientes. A deficiéncia de Zn promove a depressdo na sintese de RBP pelo figado,
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fazendo com que ocorra uma diminui¢ao da quantidade de retinol ligado a RBP presente
no plasma e um aumento no acimulo de vitamina A no figado (Kelleher e Lonnerdal,
2001; Christian e West Jr, 1998).

O Zn também participa da constituicdo de outras proteinas responsaveis pelo
metabolismo de vitamina A, como a enzima desidrogenase, importante na formagao da

imagem visual na retina do olho por oxidar retinol a retinal, (Christian e West Jr, 1998).

2.3.2 OFerro

O ferro (Fe) ¢ um elemento essencial para os seres vivos, por fazer parte da
estrutura de algumas proteinas e atuar em varios processos, como crescimento e
diferenciagdo das células, transferéncias de elétrons na cadeia respiratoria, ciclo celular,
sintese de DNA e transporte de oxigénio (Orine e Watanabe, 2007; Harrison e Arosio,
1996).

Apesar de ser um mineral abundante na crosta terrestre, a deficiéncia de Fe ¢ a
desordem nutricional mais comum e afeta mais de dois milhdes de pessoas em todo o
mundo segundo dados da WHO em 2001. A anemia ferropriva ¢ uma das principais
doengas comumente associadas a deficiéncia de Fe no organismo, na qual ocorre uma

diminui¢ao dos niveis de hemoglobina no plasma.

2.3.2.1 Metabolismo do Fe

O metabolismo de Fe ¢ mediado por uma série de proteinas responsaveis por sua
absorc¢do, transporte ¢ armazenamento (Kelleher e Lonnerdal, 2005). A absor¢dao deste
metal acontece principalmente no duodeno e no jejuno (Bloem, 1995).

O Fe presente na dieta encontra-se predominantemente na forma Férrica, Fe(IlI),
que ¢ reduzido antes de ser absorvido para sua forma ferrosa, Fe(Il), pela agdo do
citocromo b duodenal (Frazer e Anderson, 2003).

A DMT]1 facilita a absor¢do do Fe para o interior do enterdcito. O Fe absorvido ¢
entdo exportado pela membrana basolateral do enterdcito para o plasma mediado pela
Ferroportina (Kelleher e Lonnerdal, 2005; Frazer e Anderson, 2003).

O Fe, associado a Transferrina, ¢ transportado através da circulagdo para os demais
tecidos do organismo, como figado e glandula mamaria. O Fe ¢é armazenado
principalmente no figado (Kelleher e Lonnerdal, 2005; Frazer e Anderson, 2003; Bloem,
1995).
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Tanto no figado, como nas glandulas mamarias, a absor¢cdo do Fe pela célula ¢
facilitada pela presenga de uma proteina transmembranica denominada Receptora de
Transferrina. O complexo Transferrina-Receptor de Transferrina, ¢ internalizado por meio
de clatrinas formando os endossomos (Ponka, 2000).

Os endossomos possuem o pH acido, devido a presenga de bombas de prétons
dependentes de ATP em sua membrana. O pH baixo no interior dos endossomos propicia a
liberacdo do Fe do complexo Transferrina-Receptor de Transferrina, que ¢ liberado e
bombeado para o citoplasma por meio da proteina DMT1 (Kelleher e Lonnerdal, 2005).

No citoplasma o Fe pode ser estocado na Ferritina, proteina com uma cavidade de
80 A, capaz de armazenar Fe no interior da célula (Harrison e Arosio, 1996). O Fe que nio
ficar estocado poderd participar da constituicdo de algumas proteinas sintetizadas no
reticulo endoplasmatico ou pode ser exportado para fora da célula por meio da membrana
basolateral.

A Ferroportina ¢ a principal proteina conhecida que participa do processo de
secrecdo do Fe pela membrana basolateral e parece estar relacionado também ao processo
de transporte do Fe para o interior das vesiculas antes de serem exportadas. Essas proteinas
sdo reguladas pelo estado nutricional de Fe no organismo, por meio da Hepicidina, que ¢é
expressa principalmente pelo figado (Kelleher e Lonnerdal, 2005).

Na glandula mamdria a DMTI1, devido a sua localizacdo, parece exercer papel
similar ao que ocorre no figado, no processo de exportacio do Fe do endossomo para o
citoplasma (Kelleher e Lonnerdal, 2005).

A Ferroportina na glandula mamaria estd localizada na membrana intracelular e na
membrana plasmatica. Isso sugere que a Ferroportina contribui tanto para secre¢do direta,
como indireta do Fe pela glandula mamadria (Kelleher e Lonnerdal, 2005).

O Fe no leite se encontra ligado a Lactoferrina, proteina que estd associada tanto a
caseina, como a fragdo de gordura do leite, que sdo secretadas por meio das vesiculas do

Reticulo Endoplasmatico e do Complexo de Golgi (Kelleher e Lonnerdal, 2005).-

2.3.2.2 O Ferroe avitamina A
Estudos tem demonstrado que a deficiéncia de vitamina A pode estar associada a
anemia (Ettyang et al., 2003; Bloem, 1995). Hodges e colaboradores (1978), ao analisarem
alguns estudos feitos em pessoas cuja ingestdo de vitamina A era baixa e a ingestdo de Fe
era adequada, encontraram uma correlagdo positiva entre os niveis de hemoglobina e os

niveis de vitamina A no sangue, enquanto nao foi observado relacdo entre os niveis de
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hemoglobina e a ingestdio de Fe. Além disso, a suplementagdo de vitamina A
demonstraram aumentar os niveis de hemoglobina e ferritina no plasma (Zimmermann et
al., 2006; Semba et al., 1992). A suplementagdo simultinea de vitamina A e de Fe
apresentaram uma melhor resposta no aumento da taxa de hemoglobina do que a
suplementagao separada destes dois nutrientes (Mwanri et al., 2000).

A diminui¢do das concentragdes de Fe e de hemoglobina no sangue causados pela
deficiéncia em vitamina A parece estar ligada ao acumulo deste mineral em alguns tecidos,
como no bago e figado, no entanto esses mecanismos de acumulo ainda estdo sendo
investigados (Arruda et al., 2008).

A interagdo entre a vitamina A e o Fe parece ocorrer também na glandula mamaria
de ratos, pois animais depletados em vitamina A tiveram uma redugdo nas concentragdes
de Fe no leite. Andlises moleculares observaram que esta reducdo ocorreu devido a
diminui¢ao da expressdo de proteinas ligadas ao metabolismo de Fe (Kelleher e Lonnerdal,
2005).

Além do efeito que a vitamina A exerce sobre o processo de absorc¢do,
armazenamento, transporte e utilizagdo do Fe no organismo, este parece também atuar
sobre o estado nutricional de vitamina A (Ameny et al., 2002). A redugdo da ingestdo de
Fe resultou em uma redugdo nas concentragdes de vitamina A plasmatica (Rosales et al.,
1999), enquanto que a suplementacdo com altas doses de Fe, em caso de gestantes,
demonstrou exercer um efeito similar sobre o estado nutricional de vitamina A quando
comparado a mulheres que foram suplementadas apenas com vitamina A (Shatrugna et al.,
1997). A suplementagdo em conjunto de Fe e vitamina A, também demonstra um aumento
significativo das concentracdes de vitamina A plasmdtico, quando comparado a
suplementagao isolada da vitamina A (Ameny et al., 2002). Segundo Ameny et al., (2002)
o efeito que o Fe exerce sobre os niveis de vitamina A plasmatico, se deve ao aumento de
mobilizacao de vitamina A e RBP no figado, provocado pela elevagdao das concentracdes
de Fe neste 6rgdo. Existe, porém, a necessidade de mais estudos para se melhor entender

esta interagdo (Ameny et al., 2002).
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo investigar a composic¢ao de vitamina A no leite de
lactantes e sua possivel relagdo com o estado nutricional de maes atendidas em hospitais da

rede publica no Distrito Federal (DF — Brasil).

3.2 Objetivos especificos

Determinar a concentracao de vitamina A no leite de lactantes;

Avaliar a influéncia da dieta habitual de vitamina A em relagcdo a presenca deste
nutriente no leite;

Estudar a influéncia da composicao corporal materna sobre a presenca da vitamina
A no leite materno e conseqlientemente sobre o estado nutricional deste nutriente em
lactantes;

Avaliar a influéncia dos teores de gordura, proteinas, Zn ¢ Fe no leite sobre os

teores de vitamina A no leite.
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4 Material e métodos

Este trabalho faz parte do projeto “Estudo da Relag&o entre os niveis de Vitamina A
e os fatores de protecdo do leite materno: componente secretor livre (fSC) e
imunoglobulina A secretoria (slgA)”, coordenado pela professora Dra. Loreny Gimenes
Giugliano, financiado pelo CNPq e aprovado pelo comité de ética da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia (UnB) (CEP-FM 003/2005) e contou com a
participagdo de equipes de varios laboratdrios, como: Laboratorio de Biofisica da UnB,
Laboratério de Microbiologia da UnB, Laboratério de Bioquimica Nutricional da UnB,
Laboratorio de Avaliacdo Nutricional da Universidade Catdlica de Brasilia (UCB) e

Laboratorio de Espectrometria Atdmica do Hospital da UCB (HUCB).

4.1 Sujeitos

O trabalho foi desenvolvido com lactantes que deram a luz no Hospital Regional de
Taguatinga (HRT) e no Hospital Universitario de Brasilia (HUB) no periodo entre maio de
2004 e novembro de 2005. Tais hospitais atendem pessoas de baixa renda. As puérperas
foram visitadas no hospital, apés o nascimento das criangas, por uma equipe de
nutricionistas. As maes que atendiam aos critérios de inclusdao, como: idade entre 19 e 41
anos, parto a termo, a ndo ocorréncia de patologia durante a gestagdo e puerpério, a nao
realizagdo de cirurgia plastica mamaria, e a assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido, foram agendadas e convidadas a retornarem ao hospital no periodo entre a
terceira e quarta semanas apos o parto.

Das 800 lactantes entrevistadas, apenas 130 retornaram para fazerem a coleta das
amostras de leite, mensuracdo antropométrica, analise da composicdo corporal e
participagdo nos inquéritos dietéticos. Destas, em apenas 92 todas as andlises foram

realizadas com sucesso.

4.2 Coleta do Leite

As maes foram orientadas a nao oferecer uma das mamas ao bebé por pelo menos
duas horas antes da coleta do leite. A ordenha foi feita manualmente até o esvaziamento
completo da mama. As amostras foram levadas ao laboratorio de Microbiologia da UnB,
onde foram divididas em aliquotas de aproximadamente 3 mL, em frascos de vidros para

as varias analises bioquimicas.
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As aliquotas do leite utilizadas para as dosagens de proteinas totais, lipideos, Zn e
Fe, ficaram armazenadas em freezer a - 20° C até a data da analise. As aliquotas que foram
utilizadas para andlise de vitamina A foram estocadas em frascos cor ambar e mantidas em
freezer - 70°C.

Os frascos usados para a estocagem do leite utilizado na analise de minerais foram
previamente lavados com solucio de Acido Cloridrico 10% para evitar contaminagdo das

amostras.

4.3 Inquéritos Dietéticos

Os dados da dieta foram obtidos por meio de inquérito de recordatorio alimentar de
24 horas, em duas diferentes ocasides. O primeiro recordatério foi feito no dia da coleta do
leite e o segundo foi feito por telefone, uma semana apds a realizagdo do primeiro.

Para a determinacao da ingestdo de vitamina A, os dados de cada um dos inquéritos
dietéticos foram analisados utilizando-se o programa Nutrisurvey.

Os dados da ingestdo de vitamina A foram ajustado segundo Slater et al. (2004),
NAS (2000) e Hoffmann et al., (2002) para a diminui¢do das variagdes intrapessoais €
interpessoais e obtencdo da ingestdo habitual deste nutriente de cada lactante. Para o
calculo da porcentagem de inadequacdo da ingestdo habitual de vitamina A da amostra

estudada foi calculado o valor z pela seguinte equacdo:z = (EAR - x)/dp , onde x

representa a média da amostra estudada e dp, o desvio padrao da amostra estudada. A EAR
representa a Média de Requerimento Estimada para Grupos (Estimated Average
Requirements for Groups — EAR) das DRIs, que ¢ de 900 pg/dia para lactantes com idade
entre 19 e 50 anos (NAS, 2002; NAS, 2000). Apds encontrado o valor z, foi consultada a tabela
do teste z para obten¢do da porcentagem de inadequacao da amostra estudada.

O preenchimento dos inquéritos dietéticos e a analise de dados para obtengdo dos
dados de consumo de vitamina A foram realizados por nutricionistas do Laboratorio de
Bioquimica Nutricional da UnB. O ajuste dos dados e o célculo da porcentagem de
inadequagdo da ingestdo de vitamina A da amostra estudada foram realizados em conjunto
com professores do Laboratério de Bioquimica Nutricional e do Departamento de

Estatistica da UnB.
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4.4 Dados Antropométricos

Os dados antropométricos foram obtidos pela equipe do Laboratério de Avaliagao
Nutricional da UCB, que mensurou a altura e o peso das lactantes com os pés descalcos e
trajando roupas leves.

Foi utilizada uma trena metalica fixa com precisdo de 0,1 cm marca Sanny
(Kirchnner & Wilhelm, Medizintechnik, Germany) para a medi¢cdo das estaturas, em
posicdo ereta e pés juntos. Os calcanhares, nadegas, costas e parte posterior da cabega
foram posicionados em contato com a escala, os pulmdes em inspiragdo maxima e a cabega
orientada no plano auriculo-orbitario (plano de Frankfurt). As medidas foram obtidas em
centimetros.

O peso corporal foi obtido em uma balanga digital marca Filizola (Industrias
Filizola S/A Brasil) com capacidade de 0-150 kg/100g, regularmente avaliada quanto a sua
precisao.

Com base na altura e no peso corporal, foram calculados os Indices de Massa
Corporal (IMC), através da formula: IMC=peso/estatura® (kg/m?).

As dobras cutaneas triciptal, subescapular e da coxa, foram medidas em triplicata
utilizando-se um adipdmetro marca Lange (Beta Tecnology Incorporated- Maryland USA),
segundo padrdes internacionais (Cuppari, 2006). A soma das médias das trés dobras foi
utilizada como indicador indireto de gordura periférica localizada no tecido adiposo
subcutaneo (Heyward e Stolarczyk, 2000).

O perimetro da cintura foi medido com uma fita métrica no ponto médio entre o
bordo costal e a crista iliaca. Sua medida foi utilizada como indicador indireto da gordura

central ou visceral (Sampaio e Figueiredo, 2005).

4.5 Dosagem de Vitamina A do Leite

As dosagens de vitamina A no leite foram realizadas no laboratério de Biofisica da
UnB.

Todo processo de andlise foi realizado a meia luz. Aliquotas de 500 pL de leite
descongelado e homogeneizado foram colocadas em tubo Corex 25 mL. As amostras
foram suspendidas em 750 pL de butilato hidroxitolueno (BHT) / Etanol (PA) 0,1% e
homogeneizadas por 15 segundos, em seguida foi acrescentado 1 mL de solugdo 50:50 de
KOH-H,0 e homogeneizado por mais 15 segundos. A solucao foi saponificada em banho-

maria a 50 °C, durante 60 minutos, sendo que a cada 15 minutos as amostras eram agitadas
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por 15 segundos em Vortex. Apds a saponificacdo, o retinol foi extraido trés vezes com
hexano pureza HPLC (Tanumihardjo e Penniston, 2002).

O processo de extracdo consistiu na adicdo de 4,5 mL de hexano, homogeneizac¢ao
por 30 segundos e centrifuga¢do por 3 minutos, para a separagdo completa das fases. A
fase menos densa, que continha hexano, foi colocada em um tubo limpo e entdo transferida
quantitativamente para um microtubo, onde o hexano foi evaporado com nitrogénio gasoso
(Tanumihardjo e Penniston, 2002). O extrato foi guardado com nitrogénio gasoso em
freezer — 70 °C e com microtubos protegido da luz, para evitar oxidagao, até analise.

As dosagens foram feitas utilizando-se o sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (high perfomance liquid chromatography- HPLC) da marca Shimadzu (Sinc do
Brasil Instrumentacdo Cientifica Ltda), coluna CLC-ODS (M), com deteccdo em 325 nm
para o retinol e fluxo de 1 mL/min de metanol/ dgua (95:5) como fase moével. Para a
obtencdo da area do pico de retinol de cada amostra de leite, o extrato foi diluido em 100
ul de etanol pureza HPLC e apds filtracao, 20 uL foi injetado na coluna pelo injetor
manual. As andlises foram feitas em duplicata, calculando-se a média dos dois resultados e
o desvio padrdo. Quando o desvio padrao foi superior a 20% realizou-se uma terceira
analise da amostra, descartando-se o resultado que mais se afastava da média.

Para calculo da analise no HPLC construi-se uma curva padrdo a partir de todo-
trans-retinol sintético (95%-HPLC) diluido em etanol. A concentragdo desta solugdo foi
calculada a partir da absorbancia obtida a 325 nm em espectrofotometro (Pharmacia
Biotech, Brasil). A solu¢ao foi entdo diluida 0, 2, 5, 4 e 10 vezes ficando nas concentragdes
de 0, 4,2 ug/mL, 10,4 pg/mL, 16,9 ng/mL e 42,3 png/mL, respectivamente. Estas solugdes
foram aplicada no HPLC pelo injetor manual (20 uL) e eluidas com fluxo de 1 mL/min de
metanol/agua (95:5). Tendo como base a concentragdo de retinol e a area do pico fornecida
pelo HPLC para cada diluigdo, obteve-se a seguinte equagdo:y = 9 -10 ° x (b = - 0,0084;
R*=0,9994), que foi utilizada para os calculo das concentragdes de retinol dos extratos dos
leites (Fig.12).

Foi utilizada solucao de todo-trans-retinol sintético como padrdo interno para teste
de recuperac¢ao, cujo resultado foi de 85%.

As dosagens foram realizadas em duplicata, tomando-se a média das duas dosagens
como concentragdo da vitamina A no leite da lactante. Para a classificagdo de lactantes
como sendo deficientes, foi utilizado o ponto de corte sugerido pela WHO (1996a) que

considera leite com concentragdes inferiores a 1,05 pmol/L como sendo deficientes.
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4.6 Dosagem de Gordura no Leite

As dosagens de gordura no leite foi feita por meio de crematdcrito (Lucas et al.,
1978), realizado no Laboratorio de Microbiologia da UnB.

Para a verificagdo da adequacao da quantidade de gordura do leite das lactantes, foi
utilizado o valor de 40 g/L, que ¢ uma média de resultados obtidos de varios estudos em
populacdes eutroficas em diferentes paises em que foram dosados os teores de gordura em
leites maternos. Esta média foi utilizada pela DRIs como base para o calculo da Ingestao

Adequada (Adequate Intake- Al) de criangas com idade de 0 a 6 meses (NAS, 2005).

4.7 Dosagem de Proteinas do Leite

A determinagao da concentragdo de proteina foi obtida segundo o método Bradford
(Lonnerdal et al., 1987; Bradford, 1976) pela equipe do Laboratorio de Microbiologia da
UnB.

O ponto de corte utilizado para o calculo da porcentagem de adequacao de
proteinas totais no leite materno foi de 11,7 g/L, que foi também utilizado pela DRIs para o

calculo da Al para criancas com idade entre 0 e 6 meses (NAS, 2005).

4.8 Dosagem de Minerais no Leite

Toda a vidraria utilizada para a andlise de minerais foi lavada com HNO; (5%),
deixadas de molho, por no minimo 2 horas, e enxaguadas trés vezes com agua milliQ. As
aliquotas de leite foram homogeneizadas em um agitador (Vortex). 0,5 mL de amostra do
leite foi colocada em um tubo limpo e 4,2 mL de 4gua milliQ a 37 °C foram acrescentados,
a solu¢do foi entdo homogeneizada. Em seguida foi acrescentada 50 pL de solucdao 10% de
Triton X-100 (McKinstry et al., 1999), sendo novamente homogeneizadas. As amostras
foram mantidas refrigeradas até sua analise no dia seguinte em espectrometro de emissdo
atdmica com plasma indutivamente acoplado (inductive coupled plasma optical emission
spectroscopy- ICP-OES/ Configuragao radial/ Marca Varian/ modelo Liberty II), seguindo
as seguintes condi¢des: poténcia = 1,0 kW, fluxo do plasma = 15,0 L/min, fluxo do gas
auxiliar = 1,5 L/min, pressdo de nebulizagdo = 250 kPa, tensdo do tubo foto-multiplicador
=750V e gas argonio ultra-puro (99,9%). Momentos antes das dosagens, as amostras eram
aquecidas em banho-maria a 37 °C e homogeneizadas. As médias dos limites de
quantifica¢do (LQ) e limites de detec¢ao (LD) dos diferentes dias de analise foram de 0,88

e 0,26 para o Fe, enquanto que para o Zn foram de 5,48 e 1,64, respectivamente. O LQ e o
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LD foram calculados segundo proposto pela resolucdo RE n°899, de 29 de maio de 2003
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

As dosagens foram feitas em triplicata, tomando-se a média dos trés resultados
como o teor do mineral do leite.

A preparagdo das amostras foi realizada no Laboratério de Biofisica da UnB
enquanto que as dosagens foram realizadas no laboratério de espectrometria atomica do
Hospital da Universidade Catélica de Brasilia (HUCB). As analises foram feitas em
triplicatas, calculando-se a média dos trés resultados.

Os pontos de corte utilizados para a verificacdo da porcentagem de adequagdo das
concentragdes de Zn e Fe no leite foram de 2,5 mg/L e 0,35 mg/L, respectivamente. Estes
valores foram médias de resultados obtidos de varios estudos de populagdes eutroficas, que
foram utilizadas para o calculo da Al para criangas com idade entre 0 e 6 meses de vida

(NAS, 2002).

4.9 Analise Estatistica

Ap6s a analise descritiva dos dados foi realizado o teste Mann-Whitney, tomando-
se a concentragao de retinol no leite como a variavel dependente. A correlagdo bivariada de
Pearson foi calculada entre a ingestdo habitual de vitamina A e os teores de vitamina A no
leite.

No caso do Fe, também foi realizado o teste Mann-Whitney em relacdo a vitamina
A, tomando-se este mineral como varidvel dependente. As analises estatisticas descritivas e
bivariadas foram feitas usando-se o programa SPSS para Windows, versao 12.0.

A andlise de regressdo linear multipla foi feita utilizando-se o seguinte modelo:
vitamina A no leite como variavel dependente e, a ingestao habitual de vitamina A, o IMC,
a gordura periférica, a gordura central das lactantes, as proteinas totais, o Zn e o Fe do leite
como variaveis independente. A andlise de regressdo multipla foi feita com o programa
SAS versdo 9.1.

O nivel de significancia (a) considerado foi de 0,05.

A andlise de regressao linear multipla foi realizada em conjunto com o professor

Eduardo Freitas do Departamento de Estatistica da UnB.
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5 Resultados

5.1 Teores de Vitamina A no Leite

A medida central das concentra¢des de vitamina A no leite das lactantes estudadas
foi de 1,38 umol/L, sendo encontradas grandes variagdes entre as amostras de leite (0,24 a
5,13 pmol/L) (Tab.1). A distribuicdo da concentracdo da vitamina A na amostra foi uma

distribuicdo normal (p< 0,05) (Fig. 12).

Tabela 1. Valor central, minimo e maximo das concentragdes de vitamina A no leite de 92 lactantes que
deram a luz no HUB e HRT entre maio de 2004 e novembro de 2005.

Vitamina A no Leite (umol/L)

Mediana 1,38
Valor Minimo 0,24
Valor Maximo 5,13

20—

15+

Freaténcia
g

Mediana (intervalo) = 1,38
(0,24 — 5,13) umol/L
N=92

0,00 1,00 2,00 3,00 400 5,00 6,00
Teor de Vitamina A no Leite (pmol/L)

Figura 12. Distribui¢ao das concentragdes de vitamina A no leite de 92 lactantes que deram a luz no HUB e
HRT entre maio de 2004 e novembro de 2005 (Teste de normalidade p< 0,05).

Das 92 lactantes estudadas, 37% apresentaram deficiéncia de vitamina A no leite

segundo ponto de corte de 1,05 pmol/L, sugerido pela WHO (1996a). Isso significa que 34
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dessas maes possuem estado nutricional deficiente em vitamina A, secretando vitamina A
em quantidade insuficiente para proverem as necessidades nutricionais de bebés com
amamentagao exclusiva.

Vérios fatores maternos poderiam influenciar a concentragdo de vitamina A no
leite. A andlise de regressao linear multipla mostrou que fatores como a ingestao habitual
de vitamina A pelas lactantes, o IMC, a gordura periférica, a gordura central e compostos
do leite como a gordura, a proteina total, o Zn e o Fe ao serem considerados juntos,
possuem um poder de predicdo de 64% sobre a vitamina A presente no leite materno.
Desta forma, estes fatores juntos exercem uma influéncia relativamente alta sobre o estado
nutricional em vitamina A destas lactantes. No entanto, somente algumas destas variaveis
(concentracao de gordura e Fe no leite) consideradas de forma isolada na anélise multipla,

mostram uma influéncia significativa na concentragdo de vitamina A do leite (Tab. 2).

Tabela 2. Modelo de Regressdo Linear Multipla para fatores que poderiam estar influenciando na
concentragdo de vitamina A no leite.

Caracteristica B (DP) p
Ingestdao Habitual de Vitamina A (pg/dia) 0,000 (0,000) 0,46
IMC (Kg/m?) 0,055 (0,029) 0,06
Gordura Periférica (cm) -0,008 (0,005) 0,09
Gordura Central (cm) -0,011 (0,009) 0,27
Gordura no Leite (g/L) 0,030 (0,004) <0,001
Proteina no Leite (mg/mL) 0,026 (0,029) 0,37
Zn no Leite (mg/ L) -0.009 (0,060) 0,88
Fe no Leite (mg/L) 0,684 (0,290) 0,02
R’*= 0,64

B = Coeficiente de regressao

DP = Desvio padrio

5.2 A concentracdo de Vitamina A no Leite e a Ingestdo
Habitual de Vitamina A

Com base nos recordatérios dietéticos verificou-se uma elevada variacdo na
ingestdo de vitamina A na dieta, tanto entre as lactantes como entre os dois inquéritos
dietéticos de uma mesma lactante. A mae que apresentou uma menor taxa de ingestdo

habitual de vitamina A possui uma ingestao de 408,7 pg/dia, ou seja, bem abaixo da EAR
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que ¢ de 900 pg/dia para lactantes desta faixa etaria (NAS, 2002; NAS, 2000), enquanto
que a lactante com maior quantidade de vitamina A na dieta apresentou uma ingestao
habitual de 2381,3 pg/dia (NAS, 2001). Das mulheres estudadas, 41% apresentaram
ingestao habitual inadequada em vitamina A segundo a EAR.

Embora toda vitamina A presente no leite materno tenha sua origem na dieta
(Vogel et al., 2002) da mae, no presente trabalho, ndo foi encontrado evidéncia para se
afirmar que a ingestdo habitual de vitamina A influencie na concentra¢do de vitamina A do
leite como demonstrou a analise multipla (p= 0,46) (Tab.2).

No entanto, quando se considera apenas as mulheres com ingestdo habitual acima
da EAR para vitamina A, foi encontrada uma correlagdo significativa e positiva entre a

dieta e a secrecdo de vitamina A no leite (p=0,05; R=0,28) (Tab. 3).

Tabela 3. Correlagao entre a ingestdo habitual de vitamina A inferior e superior a recomendagdo da EAR
para vitamina A em relacdo a concentragdo de vitamina A no leite de lactantes que deram a luz no HUB e
HRT entre maio de 2004 ¢ novembro de 2005.

Ingestdo Habitual de Mediana (Intervalo) Vitamina A no Leite
Vitamina A N pg/dia R P
Inferior® EAR 43 736,2 (408,7 — 884.,4) 0,13 0,41
Superior® EAR 49 1098,8 (906,3 —2381,3) 0,28 0,05

a. Segundo a Média de Requerimento Estimada para Grupos (Estimated Average Requirements for Groups —
EAR) para lactantes com idade entre 19 e 50 anos, 900 pg/dia (NAS, 2002)

b. R e p segundo correlagdo de Pearson

5.3 A concentracdo de Vitamina A no Leite, o IMC, a gordura
periférica e a central

Nao existem padrdes internacionais para a classificagdo do IMC de lactantes. Das
92 mulheres estudadas, somente uma (1%) apresentou IMC inferior a 18,5 kg/m?, o que
representaria uma pessoa de baixo peso segundo padrdes internacionais para a
classificagdo do IMC de pessoas ndo lactantes adultas, enquanto que 31 (34%)
apresentaram IMC superior a 25,0 kg/m? e igual ou inferior a 30,0 kg/m? o que
representaria pessoas adultas com sobrepeso que estejam fora do periodo de lactacao e 10
(11%) apresentaram IMC correspondentes ao IMC de adultos obesos que ndo estejam
amamentando (IMC> 30,0 kg/m?) (Cuppari, 2006) (Fig. 13). Desta forma, 45% (41) das

lactantes apresentaram IMC acima de 25,0 kg/m?.
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m IMC< 18,5 Kg/m?2
H 18,5 Kg/m2=< IMC < 25,0 Kg/m?2
= 25,0 Kg/m2< IMC < 30,0 Kg/m2
® IMC> 30,0 Kg/m2

Figura 13. Distribuicdo do IMC de 92 lactantes que deram a luz no HUB e HRT entre maio de 2004 e
novembro de 2005.

A mediana do IMC das lactantes estudadas foi de 24,8 kg/m?, sendo que tal indice
variou de 18,0 kg/m” a 38,5 kg/m” entre as mulheres estudadas (Tab. 4).

Tabela 4. Valores centrais ¢ intervalos do IMC, da gordura periférica® e da gordura central® de lactantes que
deram a luz no HUB e HRT entre maio de 2004 ¢ novembro de 2005.

Caracteristica® Mediana Intervalo
IMC (Kg/m?) 24,8 18,0 — 38,5
Gordura Periférica (cm) 64,0 332-1123
Gordura Central (cm) 79,3 68,0 —-127,3

a. gordura periférica obtida pela somatoria das dobras cutineas triciptal, subescapular e da coxa
b. gordura central representando o perimetro da cintura

c. fatores com distribui¢do ndo-normal (p< 0,05)

O IMC mostrou uma tendéncia a influenciar positivamente na concentragao de
vitamina A no leite (= 0,05; p= 0,06) (Tab. 2). O que foi reforcado quando se comparou a
mediana das concentra¢des de vitamina A no leite de lactantes com IMC inferior ou igual a
25 kg/m* (1,20 pmol/L), com a mediana obtida no leite de lactantes com IMC superior a 25
kg/m? (1,72 pmol/L) (p< 0,05) (Tab.5).

A mediana, o valor minimo e méaximo foi de 64 cm (33,2 cm — 112,3 cm) para a
somatoria das dobras cutineas e 79 cm (68,0 cm — 127,3 cm) para o perimetro da cintura
(Tab.4). As andlises mostraram que tanto a somatoria das dobras cutineas, indicando a

gordura periférica, como o perimetro da cintura, indicando a gordura central, nao
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exerceram influéncia significativa na concentracao de vitamina A no leite (p = 0,09 e p =

0,27, respectivamente) (Tab.2).

Tabela 5. Comparagdo das concentragdes de vitamina A no leite de lactantes com IMC < 25 Kg/m? e IMC >
25 Kg/m? que deram a luz no HUB e HRT entre maio de 2004 e novembro de 2005.

Vitamina A no leite

IMC N (%) Mediana (Intervalo) p’
pumol/L
<25 Kg/m? 51 (55) 1,20 (0,24 — 3,82) 00
> 25 Kg/m? 41 (44) 1,72 (0,46 —5,13)

a. Valor de p segundo Teste MannWhitney

5.4 A concentracdo de Vitamina A no Leite e a Gordura,
Proteinas, Zinco e Ferro presentes no Leite

A média da concentragdo de gordura no leite foi de 41,4 g/L. A lactante com menor
quantidade de gordura no leite apresentou concentracdo de 11,1 g/L enquanto que a
lactante com maior secre¢ao deste nutriente apresentou 97,4 g de gordura por litro de leite.

(Tab.6).

Tabela 6. Descrigdo de dados analisados no leite de lactantes que deram a luz no HUB e HRT entre maio de
2004 e novembro de 2005.

Caracteristica Média + DP? /Mediana® Intervalo
Gordura no Leite (g/L) 41,4+ 18,1° 11,1 -97.4
Proteina no Leite (mg/mL) 12,7° 8,5-22,5
Zn no Leite (mg/L) 3,0+ 1,0° 0,9-6,3
Fe no Leite (mg/L) 0,2° 03-1,6

a. distribui¢do normal (p< 0,05)

b. distribui¢do ndo-normal (P> 0,05)

Considerando-se o ponto de corte de 40 g/ L resultante de estudos populacionais
(NAS, 2005), 51% (47) das lactantes do presente trabalho apresentaram concentracdes de

gordura no leite abaixo deste valor.
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Foi encontrado uma forte relagcdo entre a quantidade de gordura secretada na
glandula mamaria e a concentragdo de vitamina A no leite (= 0,03, p< 0,001) (Tab.2),
sendo dentre os fatores estudados o que mais influenciou na concentragdo de vitamina A
do leite. Desta forma, pode-se observar que as concentragdes de vitamina A no leite de
lactantes que tiveram os teores de gordura no leite superiores a 40 g/L (NAS, 2002), ¢
significativamente superior as concentragdes de vitamina A no leite materno de lactantes

que apresentaram teores de gordura no leite inferior a esse ponto de corte (Tab. 7).

Tabela 7. Comparagéo entre os valores centrais das concentra¢des de vitamina A no leite de lactantes com
secrecdo inferior e superior a média obtida de estudos populacionais (NAS, 2005).

Vitamina A no Leite

Gordura no Leite N (%) Mediana (Intervalo) P
pumol/L
Inferior a 40g/L* 47 (51) 1,00 (0,24 —2,37)
<0,001
Superior 40g/L* 45 (48) 2,14 (0,46 — 5,13)

a. O ponto de corte estabelecido é a média de estudos populacionais considerado para calculo da Al de
criangas entre 0 a 6 meses com amamentagdo exclusiva (NAS, 2005);

b. valor de p segundo teste Mann-Whitney.

A mediana das concentragdes de proteinas totais presente no leite foi de 12,7
mg/mL, a quantidade de proteinas totais secretadas no leite das lactantes variou de 8,5
mg/mL a 22,5 mg/mL (Tab. 6). Cerca de 32% (29) das maes apresentaram concentragdes
de proteinas no leite inferiores a média de estudos populacionais considerada pelo NAS
(2002), que ¢ de 11,7 g/L.

A andlise linear multipla mostrou que a quantidade de proteina total no leite ndo
exerce influéncia significativa na concentragdo de vitamina A no leite (p= 0,37) (Tab. 2).

Com base no ponto de corte de 2,5 mg/L proposta pela NAS (2002), 56% (51) das
lactantes do presente trabalho mostraram concentragdes de Zn no leite abaixo desta média.
A andlise multivariada mostrou que a concentragdo deste mineral presente no leite, ndo
influencia significativamente nos teores de vitamina A do leite (p= 0,88) (Tab. 2).

A mediana da concentragdo de Fe na amostra estudada foi de 0,2 mg/L. A
distribuicdo de lactantes em relacdo ao valor de 0,35 mg/L, adotado pela NAS (2002),
mostrou que 76% (70) das lactantes estudadas apresentaram concentra¢des de Fe no leite

abaixo deste ponto de corte.
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A comparacdo da concentragdo de vitamina A no leite entre as lactantes que
apresentaram teores de Fe inferiores e superiores ao ponto de corte adotado, mostrou uma
diferenca altamente significativa entre esses dois grupos, de forma que os leites com
maiores concentragdes de Fe apresentaram maior concentragdo de vitamina A (Tab.8). Esta
influéncia positiva do Fe sobre a vitamina A no leite foi comprovada pela analise de

regressao multipla (p= 0,02), demonstrando ainda um alto coeficiente de regressdo (=

0,68) (Tab. 2).

Tabela 8. Mediana das concentragdes de vitamina A no leite de lactantes com secre¢do de Fe inferior e
superior ao valor médio proposto pela NAS (2001), em mulheres que deram a luz no HUB e no HRT entre
maio de 2004 e novembro de 2005.

Vitamina A no Leite

Fe no Leite N (%) Mediana (Intervalo) P
pmol/L
Inferior a 0,35 mg/L" 70 (76) 1,13 (0,24 — 3,25) <0.001
Superior a 0,35 mg/L* 22 (23) 2,16 (0,86 — 5,13)

a. Média de estudos populacionais considerado para célculo da Al pela NAS (2002);
b. valor de p segundo teste Mann-Whitney

Por outro lado, ao serem consideradas as lactantes com estado nutricional de
vitamina A adequado foi verificado que a mediana das concentra¢des de Fe no leite destas
mulheres era maior do que a mediana das concentragcdes do leite de mulheres deficientes

em vitamina A (Tab.9).

Tabela 9. Mediana das concentragdes de Fe no leite de lactantes com estado nutricional de vitamina A®
adequado em comparagdo com Fe no leite de mulheres com estado nutricional deficiente em vitamina A que
deram a luz no HUB e no HRT entre maio de 2004 e novembro de 2005.

Estado Nutricional de Fe no Leite
Vitamina A N Mediana (Intervalo) pb
mg/L
Deficiente 34 0,12 (0-0,84)
Adequado 58 0,27 (0-1,57) < 0,001
Total 92 0,20 (0 —1,57)

a. Estado nutricional de vitamina A obtido por meio das dosagens de vitamina A no leite materno segundo
ponto de corte proposto pela WHO (1996a): 1,05 pmol/L.
c.. Valor de p segundo teste Mann-Whitney.
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6 Discussao

A porcentagem de lactantes deficientes em vitamina A no presente trabalho foi
alta, o que somado a resultados de outros estudos brasileiros como o de Meneses e Trugo
(2005) e de Azeredo e Trugo (2008) apontam um alto indice de lactantes deficientes em
vitamina A no Brasil. Esses resultados indicam ainda a necessidade de uma maior aten¢ao
na situacdo do estado nutricional deste nutriente neste periodo reprodutivo, ja que a
deficiéncia da vitamina A nesta etapa implica em sérios riscos a saide das lactantes e de
seus lactentes.

O valor central da concentragcdo de vitamina A encontrado, 1,38 pmol/L, foi
condizente com o valor médio encontrado em estudos de populagdes com deficiéncia em
vitamina A que ¢ de 1,40 umol/L (WHO, 1996a).

O leite materno secretado por maes com estado nutricional inadequado em
vitamina A, € capaz de suprir apenas as necessidades metabodlicas do organismo dos bebés,
ndo sendo suficientes para permitir o acumulo desta vitamina no organismo (Stoltzfus e
Underwood, 1995), de forma que criangas que se amamentam exclusivamente de leite
materno com concentragdes baixas de vitamina A, aos 6 meses, serdo subclinicamente
deficientes, podendo apresentar manifestagdes clinicas desta deficiéncia, caso a introdugao
da nova dieta ndo tenha quantidades suficientes de vitamina A. Uma evidéncia neste
sentido pode ser notada quando se analisa a idade em que normalmente se inicia a
manifestagdo clinica de deficiéncia de vitamina A em criancgas, a qual foi observada

ocorrer a partir dos 6 meses de idade (Stoltzfus e Underwood, 1995).

6.1 A concentracdo de Vitamina A no Leite e a Ingestao
Habitual de Vitamina A

A ampla variagdo da quantidade de vitamina A ingerida na dieta intrapessoal e
interpessoal ¢ bem conhecida na literatura (DRI, 2001). Isso ¢ comum no caso de
nutrientes como a vitamina A e pro-vitaminicos A que estdo presentes em altas
concentragdes em alguns tipos de alimentos, enquanto que em outros, seus teores sao
muito baixos. Além disso, variagcdes sazonais, no cultivo, no processamento, no
armazenamento e no preparo do alimento implicam em mudangas na ingestdo didria
(Campos e Rosado, 2005).

Zeintlin e colaboradores (1992) observaram em um estudo realizado em

Bangladesh que o indice de escolaridade e o nivel sécio-econdmico das maes podem
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influenciar a taxa de ingestdo de vitamina A, o que poderiam estar explicando a alta
porcentagem de inadequagdo da ingestdo de vitamina A das mulheres da amostra do
presente trabalho, ja que este estudo foi realizado em pacientes de hospitais da rede publica
do DF que normalmente atendem pessoas de baixa renda. No entanto, analises da renda das
lactantes estudadas deveriam ser realizadas para se afirmar com maior precisao sobre as
causas da alta porcentagem de inadequacdo da ingestdo deste nutriente.

A influéncia da ingestdo habitual de vitamina A sobre os teores de vitamina A no
leite podem variar de acordo com a quantidade de vitamina A ingerida. Quando a ingestdo
de vitamina A apresentou uma alta probabilidade de adequacao, ou seja, quando a ingestao
habitual ficou acima da recomendacao para grupo, EAR, a dieta demonstrou influenciar de
forma significativamente positiva nos teores da vitamina A no leite, enquanto que dietas
com alta probabilidade de inadequagdo demonstraram nao influenciar sobre os teores desta
vitamina no leite. Esta influéncia positiva da ingestao de vitamina A em relagao aos teores
desta vitamina no leite também pdde ser verificada em trabalhos com animais e lactantes
suplementados, j4 que neste caso estes receberam doses altas de vitamina A na dieta
(Bhaskaram et al., 2000; Davila et. al. 1985).

A vitamina A secretada no leite chega a glandula mamaria por meio da holo-RBP
plasmatica (Davila et al., 1985), vinda das reservas do proprio organismo, e por meio dos
quilomicrons poés-prandias adquiridos na dieta recente (Ross. et. al. 2004a). As
concentragdes de holo-RBP permanecem constantes no organismo até que os estoques do
organismo estejam muito baixos (Davila et al., 1985). Assim, a contribui¢do da vitamina A
estocada no organismo na concentracdo de vitamina A do leite ¢ praticamente constante, ja
que existem evidéncias de que a vitamina A ligada a RBP no sangue ndo aumenta com a
suplementagdo (Green et al., 2001a), enquanto que a contribuicdo dos quilomicrons pds-
prandiais sobre os teores de vitamina A presente no leite materno pode variar de acordo
com a quantidade ingerida (Ross. et. al. 2004a).

Desta forma, tendo em base estes estudos feitos com animais (Ross. et. al. 2004a;
Green et al., 2001b, 2001b ; Davila et al., 1985) e os presentes resultados pode-se sugerir
que a contribuicdo da vitamina A vinda da dieta varia de acordo com os estoques do
organismo em lactantes, j4 que se o organismo estiver ingerindo vitamina A em baixa
quantidade, a vitamina A pos-prandial parece satisfazer preferencialmente as necessidades

do organismo materno.
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6.2 Os teores de Vitamina A no Leite em relacdo ao IMC, a
gordura periférica e a gordura central

Devido as transitorias e intensas alteracdes metabolicas pelas quais o organismo
materno passa durante o periodo de lactagdo, ndo ¢ aconselhavel a utilizagdo dos padrdes
internacionais de classificagdo de IMC de pessoas em lactantes. Por isso, foram utilizados
os pontos destes padroes apenas como forma de se descrever o comportamento do IMC das
lactantes estudadas.

Durante o ultimo trimestre da gestagdo ¢ natural que ocorra um aumento do
acumulo de reservas energéticas na mae (Dorea, 1997), o que pode explicar o elevado
nimeros de lactantes com alto IMC encontrado no presente estudo, pois quase 50% das
lactantes apresentaram IMC acima de 25Kg/m?. Estudos vém mostrando que a obesidade
em gestantes tem aumentado em todo o mundo (Walsh, 2007). Na Suécia, a prevaléncia de
sobrepeso e obesidade em mulheres gestantes aumentou de 25% a 36% entre os anos de
1992 a 2001 e, no Reino Unido, entre 1990 e 2004, a média do IMC de gestantes aumentou
em 1,4 unidades, sendo que a prevaléncia da obesidade dobrou (Walsh, 2007).

A correlagdo entre o IMC e a concentragdo de vitamina A no leite foi observado
também em outros trabalhos como no de Meneses e Trugo (2005) realizado em lactantes
do Rio de Janeiro.

Embora o figado seja o 6rgdo mais importante responsavel pelo estoque de
vitamina A (Tsutsumi et al., 1992), tecidos extra-hepaticos também participam do processo
de estocagem da vitamina A, como ¢ o caso do tecido adiposo (Blaner et al., 1994;
Goodman et al., 1965).

O trabalho de Tsutsumi e colaboradores (1992), realizado em ratos demonstrou que
o tecido adiposo exerce um importante papel no metabolismo de vitamina A ja que este
tecido expressa tanto CRBP, que ¢ uma proteina envolvida no processo de armazenamento
de vitamina A na célula, como RBP, que ¢ proteina que transporta vitamina A no plasma.
A contribuicdo de RBP plasmatico advindo dos adipdcitos parece ser uma contribuicdo
relativamente alta, pois foi observado que os niveis de RBP presente nos adipdcitos
correspondem a 25% dos niveis presentes nos hepatdcitos (Tsutsumi et al., 1992).

Os trabalhos de Badman e Flier (2007) e Graham et al. (2006) mostraram uma
correlagdo positiva entre os teores sangiiineos de RBP do tipo 4 (RBP4), proteina secretada
pelos adipocitos e pelo figado em humanos (Graham et al., 2006), em relagdo a gordura

corporal, a gordura periférica e o IMC. Além disso, em pessoas obesas a concentragdo de
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RBP4 sérica apresentou ser de 2 a 3 vezes maior do que em pessoas ndo obesas (Kloting et
al. 2007), sendo que os niveis de RBP séricos diminuem com a perda de peso (Badman e
Flier, 2007).

A provavel associacdo do IMC com a concentragdo de vitamina A no leite poderia
ser explicada por alteracdes no RBP sérico destas lactantes, posto que a glandula mamaria
¢ capaz de obter vitamina A ligado a RBP (Davila et al., 1985) ¢ que os niveis de vitamina
A plasmatico em jejum se correlacionam com os niveis de vitamina A no leite materno
(Meneses e Trugo, 2005). Entretanto a realiza¢do de estudos mais aprofundados para a
determinagdo da concentragdo de RBP no plasma seria necessaria para melhor avaliar o
papel da RBP proveniente do tecido adiposo sobre a concentragdo de vitamina A no leite.

Trabalhos recentes tém ainda indicado que os niveis de RBP4 plasmadtico estdo
altamente associados a gordura central. Graham et al. (2006) trabalhando com adultos de
ambos 0s sexos encontraram uma correlagdo mais alta entre os niveis de RBP4 em relacao
a razao cintura/quadril do que entre os niveis de RBP4 em relagdao ao IMC, sugerindo uma
associacdo especifica entre os niveis de RBP4 plasmatico e a obesidade abdominal.
Corroborando esses achados Kléting et al. (2007) mostraram que a RBP4 ¢é expressa
preferencialmente na gordura visceral quando comparada a gordura periférica. No entanto,
no presente trabalho nao foi encontrada correlacdo entre a vitamina A presente no leite
nem com a gordura periférica e nem com a gordura central das lactantes estudadas.

A auséncia de correlacdo entre a gordura central e periférica com os teores de
vitamina A no leite poderia estar sendo causada pela elevada prevaléncia de deficiéncia de
vitamina A na amostra estudada. No entanto, mais estudos do papel dos diferentes locais
de actimulo de gordura corporal sobre a concentragdo de RBP plasmaticos necessitam ser
realizados, principalmente no caso de lactantes, j4 que neste periodo ocorrem alteragdes
metabodlicas devido a mudancas hormonais e a alta atividade secretora da glandula

mamaria.

6.3 Relacdo entre a concentracdo de Vitamina A no Leite e
Gordura, Proteinas, Zinco e Ferro presentes no Leite

Pouco se sabe sobre o processo de secrecdo de vitamina A no leite materno. No
entanto, sabe-se que a CRBP I e LRAT, que sdo proteinas ligadas ao processo de
esterificacdo da vitamina A, sd3o expressas na glandula mamaria durante o periodo de

lactagdo (Piantedosi et al., 2005), além disso, a maior parte da vitamina A presente no leite
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se encontra como palmitato de retinil (Stoltzfus e Underwood, 1995), que ¢ também a
principal forma de estocagem da vitamina A no interior das goticulas de gordura
citoplasmatica das células estreladas (Senoo, 2004).

Deste modo, baseado na literatura e no presente resultado, que mostraram uma alta
correlagdo entre a concentracdo de vitamina A e os teores de gordura no leite, pode-se
sugerir que o processo de estocagem da vitamina A nas células alveolares da glandula
mamaria ocorra no interior das goticulas de gordura citoplasmatica de forma semelhante ao
processo de estocagem desta vitamina nas células estreladas. Assim, quando as goticulas
de gordura citoplasmatica migram para a membrana celular para serem secretadas
(McManaman, 2003; Mather e Keenan, 1998) a vitamina A que nao foi oxidada ou nao foi
utilizada pela célula e que esta presente em seu interior, também serd secretada.

Em um trabalho com ratos Kelleher e Lonnerdal (2001) demonstraram a expressao
nas células da glandula mamaria de RBP que eram secretadas no leite, demonstrando que a
vitamina A também pode ser secretada na forma de retinol ligada a RBP. Os resultados de
Kelleher e Lonnerdal (2001) podem indicar que semelhante situacdo possa ocorrer na
glandula mamaria humana devido a similaridade metabdlica do organismo de ratos com o
organismo humano. No entanto, trabalhos em humanos precisam ser realizados para se
comprovar tal indicagdo. De qualquer forma, mesmo se a vitamina A atuar sobre a
expressdao de RBP e de algumas outras proteinas na glandula mamaria humana, a taxa de
secrecdo destas proteinas ndo deve alterar o teor de proteinas totais presente no leite, ja que
o leite ¢ muito rico neste nutriente. Isso poderia explicar a auséncia de correlagdo
significativa entre a concentragdo de vitamina A e os teores de proteinas totais presentes no
leite.

A média das concentragdes de Zn no leite de 3,0 mg/L coincidiu com a média
encontrada no estudo de Krebs et al. (1995), realizado com 71 lactantes. No entanto,
grande parte das amostras dos leites estudados, 56%, apresentaram concentracdes de Zn
inferiores a média de 2,5 mg/L utilizadas pela NAS (2002) o que merece ser melhor
estudado para se entender o que poderia estar influenciando nestes baixos teores de Zn no
leite.

A deficiéncia severa de Zn ndo ¢ comumente encontrada em populagdes humanas
embora possa ocorrer a ingestdo marginal de Zn tanto em paises desenvolvidos como em
paises em desenvolvimento (Kelleher e Lonnerdal, 2001). Entretanto a ingestdo de Zn e a

concentragdo plasmatica de Zn demonstram ser independentes entre si e ambas
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demonstram ndo alterar a concentragdo de Zn secretado no leite materno (Domellof et al.,
2004; Dijkhuizen et al., 2004; Kelleher e Lonnerdal, 2001).

No entanto, sabe-se que o estado nutricional de Zn no organismo pode afetar o
metabolismo de vitamina A por atuar diretamente na sintese de proteinas como ¢ o caso da
RBP (Kelleher e Lonnerdal, 2001; Christian € West Jr, 1998). Kelleher e Lonnerdal,
(2001) em seu trabalho observaram que em ratos com dieta deficiente em Zn houve uma
diminuicao da concentracao de RBP no leite, embora a concentracdo total de vitamina A
ndo tenha sido alterada significativamente. Entretanto, como grande parte da vitamina A
secretada no leite parece ocorrer ligada a gordura, alteragdes na expressao da possivel RBP
da glandula mamaria humana, ndo alteraria significativamente a quantidade de vitamina A
secretada no leite, como foi encontrado no presente trabalho.

A NAS (2002), embora tenha utilizado a média de 0,35mg/L de Fe no leite para
calcular a Al de criancas com idade entre 0 e 6 meses de vida, afirma que tal concentragao
pode ndo ser suficiente para satisfazer as necessidades dos bebés. Da mesma forma, a
WHO (1989, 1996b) considera que as concentracdes de Fe no leite materno sdo baixas e
insuficientes para manterem as necessidades do bebé, recomendando a suplementagdo
deste mineral apds os 6 meses de amamentagdo exclusiva. No presente estudo, apesar das
lactantes terem sido suplementadas com Fe durante a gestacao, grande parte das amostras
de leite analisadas (76%) apresentou teores de Fe inferiores a média proposta pela NAS
(2002) indicando a necessidade de ampliagdo de estudos sobre a adequacdo da
concentragdo de Fe no leite de lactantes nesta regido e a necessidade de maior atengdo
sobre o estado nutricional de Fe em criangas com amamentacao exclusiva.

Estudos realizados com suplementacdo de vitamina A e/ou Fe mostram que existe
uma correlag@o positiva entre esse dois nutrientes no plasma (Shatrugna et al., 1997) ¢ no
leite (Kelleher e Lonnerdal, 2005). Recentemente Kelleher e Lonnerdal (2005)
investigaram as causas pelas quais a suplementacdo de vitamina A em ratos aumenta a
concentragdo de Fe no leite e observaram alteragdes no metabolismo e expressdo de
proteinas ligadas a secre¢do de Fe pela glandula mamaria. Neste estudo os ratos com dietas
deficientes em vitamina A diminuiram a expressdo de DMT1, Receptor de Transferrina,
Ferroportina e Ferritina na glandula mamaria (Kelleher e Lonnerdal, 2005).

Assim se os eventos em humanos forem semelhantes aos demonstrados em
animais, pode-se sugerir que uma provavel causa da forte correlagdo encontrada entre os

teores de vitamina A sobre o Fe do presente estudo, poderia ser a elevagdo da expressao de
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proteinas responsaveis pela secre¢do de Fe provocado pelo aumento da vitamina A na
glandula maméria.

Foi observado que o estado nutricional do Fe de maes durante o periodo de
lactacdo, medido pelas taxas de hemoglobina e receptor de transferrina plasmatica, parece
ndo afetar significativamente a concentragdo deste mineral secretado pela glandula
mamaria (Domellof et al., 2004). Essas observagdes consideradas em conjunto aos
resultados encontrados no presente trabalho indicam que a vitamina A provavelmente

influencie de forma mais efetiva na concentragdo de Fe no leite do que a ingestao de Fe.

O IMC apresentou uma tendéncia a influenciar positivamente as concentragdes da
vitamina A no leite, indicando que o aumento de peso que ocorre durante a gestagdo ¢
importante para lactantes e lactentes no que se refere a vitamina A.

Os profissionais da area de saiude e os profissionais que atuam nas politicas
nacionais de saude devem orientar as lactantes a manterem, tanto na gestacdo como na
lactacdo, uma ingestdo habitual de vitamina A adequada, com o objetivo de manter o bom
estado nutricional das maes, promovendo com isso um aumento da secre¢do de vitamina A
no leite, o que esta relacionado ao aumento dos teores de Fe no leite. Essa interagdo entre o
Fe e a vitamina A no leite ¢ importante por combater dois dos maiores problemas de saude
publica no mundo, a hipovitaminose A e a anemia (Kelleher e Lonnerdal, 2005).

Para que maes possam ser bem orientadas em rela¢do a ingestdo de vitamina A ¢
muito importante que durante o periodo de lactagdo elas sejam acompanhadas por
profissionais especializados da area de satude, pois neste periodo, ¢ comum que as atencdes
sejam direcionadas aos bebés, ndo se considerando que a saude do bebé ainda esta
diretamente ligada a saude da mae.

Finalmente é importante ressaltar a importincia da amamenta¢do, apesar das
possiveis inadequacgdes de alguns de seus nutrientes, pois dentre outras vantagens o leite
materno ¢ capaz de prover todos os nutrientes necessarios a protecdo contra as doengas
infecciosas. Além disso, mesmo no leite de lactantes com hipovitaminose A sdo
encontrados concentragdes de vitamina A suficientes para suprirem as necessidades destes
nutrientes em bebés de zero a seis meses, nao fornecendo, no entanto, quantidades
suficientes para que ocorra o seu acumulo. O leite materno de maes deficientes em
vitamina A também continuard a ser boa fonte desta vitamina para os lactentes mesmo
apds o sexto més de lactagdo, por ser uma fonte certa, ainda que baixa, desta vitamina

(Stoltzfus e Underwood, 1995).
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7 Conclusoes

Os resultados deste estudo permitiram concluir que:

Um numero elevado de lactantes estudadas apresentaram estado nutricional
deficiente em vitamina A e ingestdo habitual em vitamina A inadequada. Indicando a
necessidade de mais atengdo na orientacao nutricional de lactantes com énfase na ingestao
de vitamina A.

Em mulheres que apresentaram uma ingestdo habitual em vitamina A com maior
probabilidade de adequacdo, a ingestdo dietética de vitamina A influenciou de forma
positiva a concentragao deste nutriente no leite.

Nao houve influéncia significativa entre a ingestdo habitual de vitamina A ¢ a
secrecdo deste nutriente no leite em mulheres que apresentaram ingestdo habitual em
vitamina A com maior probabilidade de inadequagdo, sugerindo que a vitamina ingerida
satisfaca neste caso prioritariamente as necessidades do organismo materno.

O IMC materno apresentou uma tendéncia a influenciar positivamente os teores de
vitamina A no leite.

A concentragdo de vitamina A presente no leite foi altamente influenciada pela
quantidade de gordura presente no leite.

A quantidade de proteinas totais € Zn presentes no leite materno, ndo exerceram
influéncia significativa sobre os niveis de vitamina A no leite.

Houve uma forte inter-relagao entre os teores de vitamina A e Fe no leite.

Das amostras de leite estudadas grande parte apresentou concentracdes de gordura,

Zn e Fe no leite inferior aos valores de referencia sugerido.
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