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RESUMO

A vitamina A & essencial ao adequado crescimento e
desenvolvimento fetal e infantil atuando na diferenciagdo e manutencéo
epitelial, em mecanismos de resposta imune e em varias outras funcgdes
sistémicas. Os carotendides, além de atuarem como pré-vitamina A,
também atuam na resposta imune e s3o importantes antioxidantes

naturais.

Apesar da importéncia desses nutrientes para o neonato,
particularmente para o prematuro, hd& poucos estudos na caracterizacgdo
do leite materno com relagdo aos carotendides, que possam auxiliar na
elucidagdo dos mecanismos de transferéncia de vitamina A e de
carotendides do sangue para o leite materno, assim como dos fatores

intervenientes neste processo.

Esse estudo tem como objetivos a avaliagdo do estado
nutricional em vitamina A de m3es de recém nascidos pretermo e a
composigdo do colostro destas mides com relagdo ao conteGdo de vitamina
A e de carotendides. O estado nutricional foi avaliado através de : 1-
dosagem do retinol sérico por cromatografia liguida de alta eficiéncia
(CLAE), 2- estimativa do consumo de vitamina A através de aplicacdo de
inquérito seletivo de frequéncia alimentar, 3~ exame citolégico pelo
teste de impressdo citoldégica da conjuntiva ocular (ICCO). O teor
sérico médio de retinol das 10 mdes estudadas foi de 23 + 8 ug/dL. O
consumo estimado de vitamina A foi de (781 + 247 ER/dia) e ndo foram
registrados exames positivos para o teste de ICCO. Ndo foi, portanto,
caracterizada caréncia de vitamina A no grupo pelos critérios do
International Vitamin A Consultative Group (IVACG).

Foram identificados e quantificados, através de CLAE, os
principais carotendides do colostro quais sejam: B-criptoxantina, o« e
B-caroteno (carotendides precursores de vitamina A) e licopeno
(antioxidante importante). Os teores médios obtidos foram de 8 + 14



ug/dL. para B-criptoxantina, 12 + 12 ug/dL para licopeno e 6 + 4 ug/dL
para B-caroteno. O a-caroteno apresentou-se em menor quantidade em
todos os Eolostros, tendo sido quantificado apenas em duas amostras
com concentragdo de 3 ug/dL. O retinol, também determinado por CLAE,
apresentou teor médio de 71 + 43 ug/dL.

Nas condigdes deste estudo, ndo foi encontrada correlagédo

(p < 0,05) entre as taxas de retinol no soro ou no colostro, assim

como entre o consumo estimado vitamina A e os mesmos teores.

vii



ABSTRACT

Vitamin A is essential for the growth and development of both
the fetus and the neonate with regard to cell differentiation, tissue
- maintenance, immune response and various other systemic functions.
Carotenoids, in turn, have a critical role as provitamin A source,

antioxidants and enhancers of the immune system.

In spite of the recognized importance of these nutrients for
the neonate and the premature, in particular, there are few studies
caracterizing human milk in terms of carotenoids and which could serve
in the elucidation of the mechanisms of both vitamin A and carotenoids
transfer from the blood stream to the milk, as well as other phenomena

underlying this process.

The present study 1is an evaluation of the vitamin A
nutritional status of ten Brazilian mothers of preterm neonate and
assessment of colostra in terms of vitamin A and selected carotenoids.
The nutritional status was ascertained though 1. serum retinol
determination by high performance 1liquid chromatography (HPLC) 2.
estimative of vitamin A intake by a selective nutrient questionnaire
and 3. citology by the conjunctival impression cytology technique
(CIC). The average serum retinol level observed was 23 + 8 ug/dL. The
average daily intake of vitamin A among the mothers was 781 + 247 RE
and no positive cases were found by CIC test, thus no deficiency could
be detected according to the criteria of the International Vitamin A

Consultative Group (IVACG)..

The principal carotenoids. B-cryptoxanthin, o« and B-carotene
(vitamin A precursors) and 1lycopene (chief antioxidant), were
identified and quantitified by HPLC in the colostra (mean values 8 +
14, 12 + 12, 6 + 4 ug/dL for B-cryptoxanthin, lycopene and B-carotene,
respectively). A-carotene was present in measurable levels in only two
of the samples (average of 3 ug/dL). Average retinol in the colostra

viii



was 71 + 43 ug/dL.
Under the conditions of the study, no significant

correlation (P < 0,05) was found between vitamin A intake and levels
of this nutrient in either the serum or colostrum.
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1-INTRODUCAO

A vitamina A apresenta ampla gama de funcgdes. Ela é&
indispensdvel na diferenciacdo, crescimento e manutengdo tecidual,
atua no sistema imunitdrio do organismo (DE LUCA et al., 1977) e,
atualmenté, sao reconhecidos seus efeitos inclusive na
morbi-mortalidade infantil (SOMMER et al., 1983; BLOEM et al., 1990).
Alguns carotendides atuam como precursores de vitamina A, no entanto,
outras fungdes tém sido também atribuidas aos carotendides como
propriedade antioxidante. Eles atuariam contribuindo para a inibicédo
de processos de oxidagdo tecidual (BURTON, 1989), protegendo a
integridade das membranas e favorecendo a implementag¢do dos processos
de resposta imune do organismo, através do sequestro de oxigénio
singlet e radicais livres (BENDICH & OLSON, 1989).

O suprimento das necessidades vitaminicas & . essencial ao
adequado crescimento infantil e é particularmente importante para os
recém nascidos. Dentre os recém nascidos, os prematuros merecenm
atengdo especial, visto que o depdésito de vitaminas lipossoldveis nos
tecidos fetais ocorre principalmente no terceiro trimestre da gravidez
(ORZALEST & COLARIZI, 1982). Em funcdo da interrupgao precoce da
gestagdo, os recém-nascidos pretermo (RNPT) apresentam menores taxas
séricas (BRANDT et al., 1978; SHENAI et al., 1981) e menores estoques
hepaticos (SHAH et al., 1987) de vitamina A do que os a termo. Além
disto, os RNPT apresentam crescimento pés-natal mais acelerado, séao
mais predispostos a situagdes de estresse como infecgdes e
complicagdes respiratdrias e sdo submetidos mais frequentemente a



intervengdes tipo foto e oxigenoterapia (ORZALEST & COLARIZI, 1982).
Estas condigdes acarretam maior demanda de vitaminas que, como a
vitamina A e os carotendides, atuem na diferenciagdo tecidual, na
resposta 1imune ou possuam propriedade antioxidante. Através da
avaliacdo do tecido hepético, de autdpsia de criangas com diferentes
idades, constatou-se que a maior parte da vitamina A & armazenada (no
figado) no periodo pds-natal, mesmo em condig¢des de aparente adequagéo
do suprimento dese nutriente durante a gestagdo (GEBRE-MEDHIN &
VAHLQUIST, 1984). E fundamental, portanto, o adequado suprimento desse
nutriente ‘ao neonato, principalmente ao RNPT, evitando-se a instalagéo

da deficiéncia de vitamina A.

O leite materno (principalmente o colostro) & uma fonte
importante de vitamina A e de carotendéides e & o alimento infantil por
exceléncia, sendo a forma mais apropriada para o suprimento das
necessidades do neonato. A recomendagdo de nutrientes para os recém
nascidos & baseada na composi¢do do leite materno e no volume médio
ingerido pelas criancas (OLSON, 1987), o que reforgca a importédncia do
conhecimento da composicdo deste alimento e ‘dos fatores gque nela

possam influenciar.

Ndo ha estudos brasileiros avaliando os teores de vitamina A
e carotendides no leite materno. No contexto internacional sdo poucos
os estudos com dosagens de carotendides no leite materno e, na maioria
deles, foram empregadas técnicas que permitem apenas a quantificagéo
de carotendides totais (designagdo genérica que engloba diferentes
carotendides), o que limita a interpretagdo dos resultados. Em relagédo
as dosagens de retinol deve-se dquestionar também as metodologias
utilizadas, face &s opgdes técnicas atuais que possibilitam a obtengédo
de resultados mais exatos. Dentre as técnicas disponiveis, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) &, atualmente, a
técnica recomendada para dosagem de vitamina A e carotendides nos
fluidos corporais em fungdo da maior precis&do, sensibilidade e rapidez
na dosagem destes nutrientes (ARROYAVE et al., 1982). Para este



estudo, em particular, & também vantajosa e fundamental a utilizacédo

de pequenos volumes, permitida utilizando-se CLAE.

O processo de transferéncia da vitamina A para o leite
materno ainda ndo estd bem elucidado, assim como ndo estdo ben
estabelecidos os fatores que influenciam a composi¢do do leite materno
em vitamina A e carotendides. O papel do estado nutricional materno em
vitamina A e carotendides no teor destes nutrientes no leite tem sido
objeto de estudo e os resultados até entdo obtidos sdo controversos.
No Brasil, sdo escassas e pouco significativas as informagdes a
respeito do estado nutricional em vitamina A de gestantes e nutrizes
(KELNER, 1969; BATISTA FILHO et al., 1973; RONCADA & SZARFAC, 1975) e
nenhum dos estudos avalia a relagdo deste estado com a composigdo do
leite em vitamina A. O comité internacional sobre vitamina A
(International Vitamin A Consultative Group - IVACG) recomenda a
realizagdo de mais estudos sobre a composig¢do do leite materno, os
passos metabdlicos envolvidos na transferéncia de vitamina A e
carotendides para este alimento e os fatores intervenientes neste
processo (ARROYAVE et al., 1982).

Sendo assim, para este estudo foram definidos os sequintes

objetivos:

1- a dosagem de vitamina A e dos carotendides a e gB-caroteno,

B-criptoxantina e licopeno no colostro de mdes de RNPT.

2- a avaliagd3o do estado nutricional das mesmas mdes com
relagdo a vitamina A.

Para que os objetivos propostos pudessem ser atingidos,

fol necessario:

1. a selegdo de procedimento para dosagem de vitamina A e



carotendides em colostro por cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE) .

2. a selegdo de procedimento para dosagem de vitamina A

sérica por CLAE.

3. a aplicagdo de indicadores dietéticos (inquérito de
frequéncia alimentar), citolégicos (teste de impressdo citolégica do
conjuntiva ocular-ICCO) e bioquimicos (dosagem de retinol sérico) na

avaliagdo do estado nutricional em vitamina A das nutrizes.

4. a identificagdo dos <carotendides mais comumente

encontrados no colostro de mdes de recém nascidos pretermo, por CLAE.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Vitamina A e Carotendides em Nutricdo Humana
2.1.1., Caracterizagido Quimica

O termo vitamina A tem sido wutilizado para designar
genericamente todos os compostos com atividade bioldégica do todo
trans-retinol (SKLAN,1987). O todo trans-retinol (R = CHa20H),
normalmente denominado retinol, é um &lcool insaturado, de 20
carbonos, contendo um anel B-ionona e uma cadeia lateral com 4 duplas
ligagdes conjugadas. A férmula basica da vitamina A é& apresentada na
Figura 1. O retinaldeido (R = CHO) e o &cido retinéico (R = COOH) sédo
compostos com atividade biolégica intermedidria (SKLAN,1987).

\\\\R

Figura 1: Estrutura quimica do retinol

Alguns carotendides, compostos com estrutura béasica de 40



carbonos e formada por 8 unidades isoprenéides (CsHs), apresentam
atividade de vitamina A e recebem a designagdo de pré-vitamina A. Ha
mais de seiscentos carotenéides identificados e destes, apenas cerca
de 10% possui atividade de vitamina A (BENDICH & OLSON, 1989). A
possibilidade de conversido de carotendides em retinol depende da
presenga do anel g-ionona nao substituido, com cadeia lateral
poliénica de no minimo onze carbonos. O B-caroteno (composto de dois
anéis B-ionona) & o carotenéide com maior atividade de vitamina A e
mais amplémente distribuido na natureza. Outros carotendides com
menor atividade s3o os a e y-carotenos e a B-criptoxantina
(BAUERNFEIND, 1972). O licopeno, em fungcdo de sua estrutura, & unm
carotendide sem atividade de vitamina A mas é um antioxidante
importante, sendo o carotendide com maior capacidade de sequestro de
oxigénio singlet (DI MASCIO et al., 1989) . As estruturas de alguns

carotendides sdo apresentadas na figura 2.

Em fungcdo do grande nimero de duplas ligagdes conjugadas
estes compostos sdo muito susceptiveis & isomerizacio e a oxidacio.
Eles s&do sensiveis & luz, ao calor, ao oxigénio, a &cidos e a alguns

dlcalis (OLSON, 1988).

A vitamina A & expressa em equivalente de retinol (ER)
definido como 1 ug do todo trans-retinol. A eficiéncia de conversio do
B-caroteno a retinol & de cerca de 50% e a absorcdo média de cerca de
um tergo, o que resulta em uma utilizagdo de um sexto do B~ caroteno
ingerido. Considerando-se a utilizacdo de 100% do retinol, assume-se
gue .1 ug de retinol seja igual a 6 ug de B-caroteno e 12 ug dos demais
carotendides com atividade de vitamina A (OLSON, 1987; SKLAN, 1987). A
antiga denominagdo de unidade internacional (UI) de vitamina A pode
ainda ser encontrada e 1 UI corresponde a 0,3 pug de retinol, 0,6 ug de
B-caroteno e 1,2 ug dos demais carotendides pré-vitamina A

(OLSON,1987) .
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Figura 2: Estrutura quimica de alguns carotendides



2.1.2. Fontes Dietéticas

A vitamina A pré-formada ocorre naturalmente apenas em
alimentos ‘de origem animal e apresenta-se principalmente na forma de
ésteres de retinol. S3o importantes fontes deste nutriente o figado,

os leites e os laticinios em geral (SKLAN,1987).

Os carotendides s3o encontrados predominantemente em
alimentos de origem vegetal e, em menor proporgao, em alguns
alimentos de origem animal, como o leite. Em vegetais, eles sdo
encontrados ligados a proteinas ou formando dispersdes finas em meio
aquoso; em animais apresentam-se em forma de goticulas gordurosas
(BAUERNFEIND, 1972). S&o fontes importantes destes compostos a

cenoura, a manga,a abdbora, o buriti e os folhosos verdes entre

outros.
2.1.3.Metabolismo
2,1,3;1° Geral

A vitamina A ingerida na alimentacgdo encontra-se
predominantemente nas formas de ésteres de retinol e carotendides e o
veiculo de transporte de ambas as formas, a nivel intestinal, & a
gordura (SKLAN, 1987 e OLSON, 1988). No estémago a vitamina A é
liberada de suas combinagdes protéicas através da agdo de enzimas
proteoliticas, sendo que sua digestdo propriamente dita sé se processa
nc intestino (OLSON, 1988). Apenas os ésteres de retinol sdo clivados
no lamen intestinal -pela agdo de hidrolases pancreaticas. Seus
produtos, Jjuntamente com os carotendides, os sais biliares e outros
produtos lipidicos compéem as micelas. Na forma micelar & viabilizada
a absorcdo destes compostos pelas células da mucosa intestinal e,
nesta etapa do processo, a presenca de sais biliares é essencial
(SKLAN, 1987). A absorgao do retinol é& mais eficiente que a dos

carotendides (OLSON, 1988). Uma percentagem importante dos



carotendides pro-vitamina A & oxidada enzimaticamente na mucosa
intestinal gerando retinaldeido, que é reduzido a retinol. Todo o
retinol formado, origindrio de fonte animal ou vegetal, sera
esterificado, incorporado a quilomicrons e levado ao figado (OLSON,
1988 e SKLAN, 1987). Parte dos carotendides atravessa intacta a parede
intestinal e & posteriormente incorporada aos quilomicrons. Além desta
via tém sido sugeridas outras formas de transporte para os
carotendides visto que seu consumo, mesmo em dietas deficientes de
gordura, acarreta elevagdo das taxas séricas destes compostos
(DIMITROV et al., 1988).

o} figado constitui o maior depdsito de vitaminas
lipossoliveils, armazenando cerca de 90% das reservas corporais de
vitamina A (OLSON, 1988). Os carotendides encontram-se principalmente
no tecido adiposo (80-85%), depois no figado (8-12%), nos miasculos
(2-3%) e em menor proporgdo em outros tecidos (BENDICH & OLSON, 1989).
A maioria dos carotendides ingeridos pelo homem sdo absorvidos no
intestino. O soro humano contém « e R-caroteno, g-criptoxantina,
licopeno e 1luteina como seus maiores componentes e menores
concentracgdes de zeaxantina e outras xantofilas. Eles sao
transportados no sangue associados, principalmente, a lipoproteinas de
baixa densidade (LDL), sendo gque os mecanismos de estoque e
mobilizagdo dos mesmos no figado e em outros tecidos ainda ndo séo
conhecidos (BENDICH & OLSON, 1989; PARKER, 1989).

A vitamina A é 1liberada do figado para os tecidos carreada
por uma proteina de ligagdo especifica para o retinol (apo-RBP), na
forma de holo RBP (apo-RBP associada ao retinol), que combina-se ainda
com uma pré-albumina ligadora de tiroxina (PA). Este complexo chega
aos tecidos e é identificado através de receptores especificos
possibilitando a absorgdo da vitamina (DE LUCA et al., 1977 e SKLAN,
1987). Apenas o retinol é absorvido enquanto gque a apo-RBP resultante
é liberada e hidrolisada principalmente nos rins.



O retinol absorvido é encontrado nos tecidos na forma livre,
esterificada ou conjugada com outra proteina carreadora. Ele pode ser
oxidado formando retinaldeido e posteriormente &cido retindico;
esterificado e hidrclisado; isomerizado formando compostos 11 cis e 13
cis ou ainda fosforilado (SKLAN, 1987 e OLSON, 1988), podendo exercer
variadas funcgdes.

A principal forma de excre¢do da vitamina A & a conversdo de
retinol a metabdélitos hidrossoliveis (principalmente retinil g-
glucoronideos) no figado, que sdo excretados através da bile nas
fezes. Ja foli observada excregdo urindria de &cido retinéico, retinil
e retinol glucoronideos (SKLAN, 1987). Grande porcentagem de
carotendides, dependendo de sua natureza, biodisponibilidade e
quantidade, ndo & absorvida pelo trato intestinal e & excretada

normalmente nas fezes (OLSON, 1988).

Em todo este processo metabdlico interagem vAarios nutrientes
como proteinas, lipides, zinco, cobre, vitamina E e outros
antioxidantes, que atuam para a adequada utilizacdo da vitamina A e
dos carotendides (DE LUCA et al., 1977).

2.1.3.2. Transferéncia materna de vitamina A e carotendides
2.1.3.2.1. Transferéncia materno-fetal

A nutricdo fetal depende da nutrigdo materna assim como da
adequagdao dos mecanismos de transferéncia de nutrientes. O processo de
regulacdo e transporte de vitamina A da mde para o feto ainda ndo esta
bem elucidado. A partir de um estudo em sangue de cordao, foi
observado que 90% do retinol transferido da gestante para o feto
apresenta-se complexado com a proteina carreadora de retinol -RBP-
(ISMAD & OLSON, 1975). Estudo utilizando primatas confirma esta via
como prioritdria e aponta a sintese fetal de RBP, a utilizagdo de RBP

secretada no liquido amniético (que seria engolido pelo feto) e o
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transporte via lipoproteinas especificas como recursos outros
utilizados pelo feto no decorrer da gestagdo (VAHLQUIST & NIELSSON,
1984). As taxas de retinol do sangue de corddo sdo normalmente
inferiores as maternas (ARROYAVE et al., 1975; GANGULY & MUKHERJEE,
1988; HUSSEIN et al., 1989), sendo que alguns autores relatam taxas
ainda inferiores em recém nascidos pretermo (RNPT) do que em recém
nascidos a termo (BRANDT et al., 1978; SHENAI et al., 1981; HUSTEAD et
al., 1984). Os niveis séricos adequados em vitamina A e RBP no feto e
no recém nascido ndo refletem necessariamente o estoque hepatico em
vitamina A. Ha indicagbes de que o feto seja preferencialmente
protegido contra a deficiéncia de vitamina A circulante, em detrimento
do depbésito hepatico (GEBRE-MEDHIN & VAHLQUIST, 1984). Quando hé
inadequagdo do estado nutricional materno em vitamina A ocorre
diminuigdo significativa nos depésitos hepaticos fetais (GEBRE-MEDHIN
& VAHLQUIST, 1984; SHAH et al., 1987; GANGULY & MUHERJEE, 1988).
Através da avaliagdo do tecido hepatico de autdpsias de criangas (com
diferentes idades) constatou-se que, mesmo em condi¢cdes de aparente
adequagdo do suprimento de vitamina A durante a gestacdo, a maior
parte do estoque hepatico & armazenado no periodo pés-natal
(GEBRE-MEDHIN & VAHLQUIST, 1984).

Em relagdo & transferéncia materno-fetal de carotendides
pouco se tem estudado. As taxas séricas maternas de carotendides
apresentam incremento no decorrer da gestagdo e, em geral, refletem o
consumo recente de carotendides, ndo correlacionando-se com o estado
em vitamina A da gestante (PANTH et al., 1990). O maior depdsito
corporal de carotendides é o tecido adiposo e o que se observa, em
cirurgias, '€ a auséncia da coloragdo amarela (caracteristica do
depdésito de carotendéides) neste tecido em recém nascidos. Através da
avaliagdo de tecido hepatico, de autébépsias, ndo foi observada
correlagdo entre os teores hepaticos de carotendides e a idade
gestacional ou ainda com teores de vitamina A (OLSON et al., 1984). A
concentragcdo de pB-caroteno encontrada por OSTREA et al. (1986) em
sangue de corddo, correspondeu a aproximadamente uma oitava parte do
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valor materno, sendo os valores dos RNPT ainda inferiores aos dos
recém nascidos a termo. As concentragdes de carotendides séricos
observadas nos primeiros seis meses de vida s3o muito baixas.
Entretanto, nos primeiros trés meses, as criangas alimentadas com
leite materno apresentam taxas séricas significativamente maiores que
as alimentadas com férmulas (LEUNG et al., 1990).

E importante, portanto, a oferta destes nutrientes ao
neonato, prevenindo-se a instalagdo de deficiéncias e as consequéncias

advindas deste processo.
2.1.3.2.2, Transferéncia materno-infantil

Apbés o nascimento, a transferéncia de vitamina A e de
carotenbéides da md3e para o filho viabiliza-se através do leite
materno. O leite materno & um alimento rico nestes nutrientes, sendo
a forma mais adequada para o suprimento das necessidades dos neonatos.
Os mecanismos de transferéncia da vitamina A e dos carotendides do
plasma para o leite também ndo estdo bem elucidados. Em estudos com
primatas, observou-se que 80 a 90% do retinol & transportado do plasma
para o leite 1ligado a RBP, por processo envolvendo receptores
celulares. O restante apresenta-se ligado a lipoproteinas séricas e é
transportado, provavelmente, por difusdo (VAHLQUIST & NIELSSON, 1979).

A influéncia do estado nutricional materno em vitamina A
sobre os teores de vitamina A do leite ainda nd3o esta bem
estabelecida. Estudos realizados na @&rea apresentam resultados
controversos, havendo, portanto, necessidade de aprofundamento da
questdo. Estudos na India (GARG et al., 1988) e no Paquistdo (LINDBLAD
& RAHIMTOOLA, 1974) ndo evidenciaram diferenca significativa entre os
teores de vitamina A dos leites de mdes bem e mal nutridas. J& estudo
comparande a composicdo do leite de mies suecas privilegiadas e mées
etiopes privilegiadas e carentes apresentou concentragdes médias de
retinol de 47,8, 36,2 e 29,0 ug/dl, respectivamente. Os valores de RBP
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plasmaticos eram significativamente superiores para as mdes suecas, o
que parece ter-se refletido na composigdo do leite (GEBRE-MEDHIN et
al., 1976). Outro estudo avaliando a composigdo do leite de mulheres
navajas, relatou teor médio de vitamina A de 32,9 ug/dL e correlacdo
altamente positiva com os valores séricos de retinol (BUTTE &
CALLOWAY, 1981). Em estudo recente foi apresentada correlag¢do positiva
entre a ingestdo de o e pB-caroteno e a composigdo do leite materno
nestes nutrientes (KIM et al., 1990).

2.1.4. Fungdes
2.1.4,1. Vitamina A

A vitamina A & um nutriente cuja essencialidade foi por muito
tempo associada apenas a lesdes oculares graves acompanhadas de
cegueira e baixa capacidade visual noturna. Atualmente sé&o
reconhecidos varios efeitos sistémicos deste nutriente influindo
inclusive na morbi-mortalidade infantil (SOMMER et al., 1983; MILTON
et al., 1987; TARWOTJO et al., 1987).

A vitamina A é necessdria & visdo atuando em diferentes
mecanismos. Na retina, o retinol exerce papel estrutural compondo o
pigmento visual (rodopsina) e atuando na neuro-transmissdo e percepgdo
da luz no processo de adaptacgao claro-escuro (SKLAN, 1987). Na cbrnea,
a vitamina A participa do processo de manutengdo da integridade
tecidual, atuando na diferenciagdo das células caliciformes (gléndulas
unicelulares produtoras de mﬁco) da conjuntiva. A auséncia do muco,
produzido por estas células, compromete a continuidade do filme
lacrimal, que protege o epitélio da cérnea. A secura deste epitélio
pode acarretar lesdes e até ulceragdes na cdrnea (DE LUCA et al.,
1977) .

A vitamina A é indispensdvel na diferenciagdo e manutengédo
dos epitélios teciduais (DE LUCA et al., 1979; ROJANAPO et al., 1980;
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DE LUCA & DOWELL, 1989) estando consequentemente envolvida nos
processos de crescimento e desenvolvimento. Sua necessidade se faz
ainda mais evidente em tecidos com elevado "turnover" celular como os
tratos respiratério, gastrointestinal e genitourinario, além do
epitélio da conjuntiva. A integridade epitelial contribui para a
defesa do organismo visto que os epitélios sdo a primeira barreira &
invasdo de patdégenos. A vitamina A atua ainda no sistema imune em
mecanismos especificos (sistema humoral e imunidade celular) e
inespecificos (produgdo de muco, fagocitoses inespecificas, etc) de
defesa (CHANDRA & VYAS, 1989 e WEST JR et al., 1989). A deficiéncia de
vitamina A afeta a imunidade através do comprometimento da linfopoiese
e da maturagdo de linfécitos; da produgdo anormal de citoquinina; de
alteracgobes estruturais de membranas afetando receptores para
antigenos, moléculas acessdrias e citoquininas; do comprometimento da
retirada de patdégenos por mecanismos citotéxicos e fagocitarios; de
alteragbes na morfologia e no nimero de células de orgdos, dentre
outros mecanismos (ROSS,1992). A hipovitaminose A tem sido associada
ao aumento de susceptibilidade a infecg¢des principalmente dos tratos
gastrointestinal (FEACHEM, 1987) e respiratério (SOMMER et al., 1984)
sendo que, mesmo na forma sub-clinica, a caréncia aparece associada ao
desenvolvimento de diarréias e doengas respiratdédrias (SOMMER et al.,
1987). O papel da vitamina A nos processos infecciosos e sua interacédo
com a morbi-mortalidade infantil foram discutidos em revisdo recente
gque reforga a importdncia deste nutriente para o adequado crescimento
infantil (PASSOS & BARROS FILHO, 1992).

A vitamina A atua ainda na reprodugdo. A deficiéncia deste
nutriente acarreta desde alteragdes epiteliais dos aparelhos
reprodutivos, até o comprometimento da espermatogénese. A maioria dos
estudos nesta A&rea foram realizados com animais e observa-se a
ocorréncia de reabsorgao fetal, prematuridade e malformacgdes
congénitas em cobaias com deficiéncia de vitamina A (DE LUCA et al.,
'1977; BATES, 1983; OLSON, 1988). Em humanos, h& relatos de

malformagdes congénitas associadas a hipovitaminose A e,
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principalmente, a ingesta de megadoses de vitamina A, por parte de
gestantes . (BENDICH & LANGSETH, 1989).

O papel da vitamina A na preveng¢do e tratamento de canceres
tem sido bastante discutido. A vitamina A atua de forma determinante
na diferenciagdo e proliferagdo celular e seus efeitos j& foranm
demonstrados em células normais e neopléasicas (LOTAN, 1980). Como a
carcinogénese & fundamentalmente uma desordem na diferenciacgéao
celular, & factivel que o "estado" de vitamina A de uma célula
influencie em seu potencial para o desenvolvimento de cancer. A
possibilidade do combate ao caéncer através de agentes que controlem a
diferenciagdo celular ao invés da eliminagdo (morte) das células, & um
dos atrativos para estudos na &rea (SPORN & ROBERTS, 1984). Grande
nimero de estudos epidemiolégicos tém sido realizados com o intuito de
associar-se o estado nutricional em vitamina A de populagdes e o risco
de desenvolvimento de céncer, mas limitagdes metodolégicas e
interagdes com outros nutrientes comprometem a interpretacdo dos
mesmos. Em estudo longitudinal (1968-1977) publicado recentemente
(KNEKT et al., 1990), constatou-se que maiores taxas de retinol sérico
estavam associadas a menor risco de desenvolvimento de alguns tipos de
cancer, principalmente o pulmonar e urinario. Retindbides
estruturalmente similares a vitamina A tém apresentado algum efeito
terapéutido e protetor contra certos tipos de céancer, guando
utilizados em doses farmacoldégicas e por longos periodos de tempo, em
modelos experimentais com animais (BOLLAG & HARTMAN, 1983). Entretanto
a ingestdo, dentro de 1limites recomendados (NRC-RDA, 1989), de
vitamina A (através do consumo de alimentos) por individuos com
adequado estado nutricional n&o parece associado a protegcdo contra
cdncer. Discutindo o papel da vitamina A na prevencdo e tratamento de
cdnceres, OLSON (1986) ressalta a nhecessidade de critérios no
estabelecimento de relagdes terapéuticas e preventivas entre um dado

nutriente e o cancer, visto ser diversa e pouco esclarecida a

etiologia desta doenca.
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2.1.4,2,., Carotendides

A atividade prdé-vitaminica, apresentada por alguns
carotendides, & uma das importantes fungdes deste grupo de nutrientes.
Embora a maioria dos carotendides ndo apresente tal caracteristica e
mesmo os proé-vitaminicos apresentem diferentes niveis de atividade,
eles contribuem de forma significante para o aporte de vitamina A.
Segundo SIMPSON (1983), os carotendides constituem a maior fonte de
vitamina A da dieta correspondendo a aproximadamente 68% a nivel

mundial e 83% nos paises em desenvolvimento.

Atualmente tem havido grande interesse com relagdo ao papel
dos carotendéides no sistema imunitdrio. Eles parecem apresentar
impacto positivo em duas importantes fungdes deste sistema, a defesa
contra patdégenos e a prevengdo de tumores. Estudos em animais tém
evidenciado a atuagdo de carotendides em diversos mecanismos de
defesa, dadas as suas propriedades antioxidante e sequestrante de
oxigénio singlet e ndo necessariamente a sua atividade de vitamina A.
O B-caroteno tem sido apontado como protetor da auto-oxidacdo de
fagbcitos, promotor do aumento de resposta proliferativa de linfécitos
B e T e da capacidade de combate de macrdéfagos e células T
citotdéxicas, assim como do aumento de producdo de certas interleucinas
(BENDICH, 1989). Muitos destes efeitos foram observados com outros
carotendides sem atividade de vitamina A. O mecanismo pelo qual cada
carotenbéide produz esses efeitos no sistema imune ainda n&do estéo

claros.

Os carotendides apresentam uma estrutura que 1lhes permite
intensificar sua fun¢do imune através do sequestro de oxigénio
singlet e de outras espécies oxigeno-reativas, 1incluindo radicais
livres. Eles podem agir contra a oxidagdo de membranas, organelas e
proteinas, podendo também atuar em conjunto com outros antioxidantes
principalmente vitamina E e A. Os antioxidantes tém potencial para
inibir a carcinogénese e outros processos danosos relativos a eventos
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oxidativos (CANFIELD et al., 1992). Como agentes antineopléasicos os
carotendides apresentam grande especificidade com relacdo a orgdo alvo
€, por vezes, a espécie. A maioria dos estudos emprega modelos
tumorais em animais ou levantamentos populacionais de consumo de
carotendides versus incidéncia de cancer e os melhores resultados tém
sido com relagdo a trato respiratério, digestivo, urinario e pele
(ZIEGLER, 1989). Um grande nimero de estudos epidemiolégicos tem
associado baixo consumo de frutas, vegetais e carotendides, assim como
baixas taxas séricas de carotenéides, com maior risco de
desenvolvimento de céancer, principalmente pulmonar. Como no caso da
vitamina A, deve-se ter critério na interpretacdo destes dados e ha
necessidade de mais estudos principalmente com relacdo a outros
compostos presentes nos vegetais e que poderiam atuar no processo de
prevencao e/ou terapia de neoplasmas (ZIEGLER, 1991).

Recentemente tem sido relatado o papel do RB-caroteno como
protetor contra a catarata. Ele atuaria na protecdo da lente ocular
contra danos causados por oxi-radicais (JACQUES et JACQUES & CHYLACK,
1991).

Os carotendides tém sido também associados a menor incidéncia
de doencgas cardiovasculares (DCV). No processo de aterosclerose eles
agiriam protegendo as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) de
oxidagdo. Esta atuagdo baseia-se em um novo mecanismo proposto para a
génese da aterosclerose, no qual a peroxidagcdo dos A&cidos graxos
poliinsaturados das LDL seria o passo principal para o desenvolvimento
da aterosclerose, em altas concentragdes de LDL (GERSTEP,1991). Em
estudo epidemiolégico duplo cego, foi demonstrado que o tratamento com
B-caroteno (50 mg em dias alternados) reduziu em cerca de 50% os
eventos cardiovasculares no grupo de risco (histéria de angina
pectoris estadvel e/ou revascularizagdo coronariana) gquando comparado
com tratamento placebo (HENNEKENS & EBERLEIN, 1985). Além da atuacédo
do B-caroteno como antioxidante, foi observado o aumento de
lipoproteinas de muito alta densidade (HDL) em alguns estudos
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utilizando suplementos do caroteno (GERSTEP, 1991). Ambos os efeitos

tornam-se mais evidentes com tratamento continuo e prolongado.

A suplementacdo com carotendides nao acarreta as
intoxicagdes, alteragdes mutagénicas ou embriotdéxicas associadas ao
consumo excessivo de vitamina A (HEYWOOD et al., 1985, DIMITROV et
al., 1988).

2.1.5. Recomendacdes dietéticas

O requerimento de vitamina A tem sido estimado com base nas
quantidades necessarias a corregdo de cegueira noturna,
eletroretinogramas anormais e hiperqueratose folicular em individuos
depletados; & normalizagdo de taxas plasmaticas em individuos com
hipovitaminose A (HA) e & manutencdo de individuos bem nutridos
(OLSON, 1987).

os estudos mais cléssicos nesta A&rea foram os de
"deplegdo-replegdo" realizados por HUMES & KREBS (citado por OLSON,
1987), no periodo do segunda guerra mundial, e por SAUBERLICH et al.
(1974) . No primeiro estudo foi registrado que um consumo de 390 ug de
retinol por dia seria o minimo necessdrio para a manutencdo da
adequagdo em homens e que a recomendagdo preconizada de 750 ug/dia
permitiria ampla faixa de seguranca para as variagdes individuais e
manutencdo da reserva hepatica. No estudo de SAUBERLICH et al. (1974)
constatou-se cura ou redugdo de sinais de deficiéncia, em muitos dos
casos, com © consumo de 300 ug de retinol por dia. A cura dos sinais
clinicos e aumento do retinol plasmdtico para niveis superiores a 20

Hg/dL, foram observados com o consumo de 600 ug/dia.

As recomendagdes de vitamina A, assim como de outros
nutrientes, variam de pais para pais. A recomendagado para mulheres
varia de 600 a 1500 ER/dia, o adicional para gestantes de 0 a 1000 e
para nutrizes de 200 a 1920 (TEE, 1992). A recomendagcdo da FAO/WHO
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(1988) & de 500 ER/dia para a mulher, 600 para a gestante e 850 para a
nutriz, enquanto que a atual recomendagdo americana (RDA -
Recommended Dietary Allowances) preconiza a ingestdo de 800 ER/dia
para mulheres gravidas ou ndo e incrementos de 500 e 300 ER/dia para o
primeiro e segundo semestre de lactagcdo respectivamente (NRC-RDA,
1989). Neste estudo serdo utilizados os pardmetros da RDA-1989 como

referéncia.

No periodo de gestagdo, a quantidade de retinol requisitado
pelo feto & minima (cerca de 9% do pool materno) o que ndo determina
suplementagdo para mulheres sadias. Entretanto, em funcdo da
essencialidade deste nutriente para o bom desenvolvimento da gestacao,
justificam-se acréscimos controlados para mulheres desnutridas, com
baixas reservas hepéaticas (OLSON, 1987).

As recomendagdes para hutrizes sdo baseadas na produgdo
(volume e composig¢do) do leite materno. A produgdo diaria de 750 mL de
leite materno (primeiro semestre) com teor médio de 50 ug retinol/dL
implica na secrecdo de 300-525 Mg retinol/dia. No periodo de seis
meses, 54-95 mg de retinol s3o secretados o que corresponde a 26-46%
das reservas maternas (OLSON, 1987). Recomenda-se, portanto, um
acréscimo de 500 ug de retinol/dia para a manutengcdo das reservas
maternas, levando em consideragdo a variagdo normal do volume do leite
€ uma margem de seguranga. Com a queda de produgdao lactea no segundo

semestre para cerca de 600 mL/dia, o incremento preconizado & de 400
ug/dia (NRC-RDA, 1989).

Para criangas de até um ano de idade a recomendagao de
vitamina A é estimada em fungcdo do conteiddo desta vitamina no leite
materno e do volume médio ingerido. Considerando teores médios de 50
Hg retinol/100 mL de leite e o consumo de 750 mL leite/dia, o aporte
de vitamina A por parte do lactente seria de cerca de 350 Mg/dia e é
este o valor preconizado como adequado ao crescimento de criancgas

sadias (NRC-RDA, 1989). Um neonato a termo, sadio, pesando cerca de
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3,5 kg, com 3 a 7 dias de idade ingerindo 150 mL de leite
materno/kg/dia recebe aproximadamente 250 ug de retinol (ZACHMAN,
1989). Foi observado que mesmo ingestas inferiores a 100-200 ug
retinol/dia ndo estdo associadas a sinais e sintomas de deficiéncia
de vitamina A ou redugdo de crescimento em neonatos alimentados ao
seio (OLSON, 1987).A recomendagdo de 350 ug retinol/dia parece,
portanto, suficiente ao atendimento das necessidades de lactentes

saudaveis .

Com relagdo aos carotendides, ndo ha recomendag¢des dietéticas
estipuladas embora haja registro de valores de 20-40 ug de
carotendides totais por cada 100mL de leite materno (OLSON, 1987).

2.1.6. Métodos de avaliagdo do estado nutricional em

vitamina A e carotendides
2.1.6.1, Vitamina A

Varios tipos de indicadores tém sido propostos com o intuito
de se estimar o estado nutricional em vitamina A de um individuo: 1-
avaliacdo de sinais e sintomas associados a hipovitaminose A (HA), com
particular atengdo para os olhos, 2- inquéritos dietéticos avaliando a
ingestdo de vitamina A e seus precursores (SANTOS, 1988), 3- exames
citolégicos oculares (NATADISASTRA et al., 1988) e 4- dosagens
biogquimicas de vitamina A e carotendides em fluidos e tecidos
(ARROYAVE et al., 1982).

-Indicadores clinicos de HA (sinais e sintomas)

As manifestagdes clinicas refletem-se em alterag¢des oculares
com diferentes graus de intensidade que vdo desde cegueira noturna até
queratomaldcia, podendo levar & cegueira total. A cegueira noturna é
um sintoma de dificil detecgdo enquanto que as Glceras corneais graves
sdo menos frequentes e ndo possuem valor preditivo (SANTOS, 1988).
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Segundo o International Vitamin A Consultative Group -IVACG- (DE LUCA
et al., 1977) a presenga de mancha de Bitot em 2% dos examinados ou
queratomaldcia e ulceragdo da cdérnea em 0,01% da amostra estudada &
indicador de endemicidade de HA, configurando-se problema de salde
pGblica. Tais valores, por serem numericamente pequenos, sdo bons
indicadores apenas para grandes amostras, ou seja, para diagnésticos

populacionais.
-Indicadores dietéticos

Os indicadores dietéticos sdo normalmente obtidos através de
inquéritos nutricionais. O questiondrio de frequéncia alimentar
especifico para um nutriente tem-se mostrado um bom instrumento para a
estimativa da dieta wusual de uma populacio, principalmente para
nutrientes cujo consumo apresente grande variabilidade como a vitamina
A (MARGETTS et al., 1989). Considerando-se, criteriosamente, a
frequéncia de consumo de certos alimentos e o porcionamento dos
mesmos, tem sido possivel inferir sobre o consumo de vitamina A e
carotendides de grupos (WILLET et al., 1983; ROIDT et al., 1988). E de
fundamental importéncia o detalhamento e cuidado na coleta das
informagbes dietéticas e o critério na utilizacdo de tabelas de
composicdo de alimentos, visto que o conteddo de vitamina A nos
alimentos varia em fungdo de sazonalidade, espécie e caracteristicas
de cultivo ou manejo (BATISTA FILHO, 1989 e SANTOS, 1988). Além disto
sdo frequentes os desvios de super e substimagdo dos valores,
principalmente de carotendides, consignados na maioria das tabelas
disponiveis (RODRIGUEZ-AMAYA, 1989).

~Exame citoldégico ocular

O teste de impressdo citolégica da conjuntiva ocular (ICCO) é
um método-baseado na redugdo do nimero de células caliciformes e nas
alteragSes morfoldgicas das células epiteliais da conjuntiva bulbar,

decorrentes da deficiéncia de vitamina A. uma técnica simples e
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pratica que, segundo os autores (WITTPENN et al., 1986; NATADISASTRA
et al., 1988; AMEDEE-MANESME et al. 1988) possibilita a detecgdo da
caréncia de vitamina A sub-clinica. Ainda ndo estdo estabelecidos
critérios epidemiolégicos de endemicidade para este indicador, mas o
mesmo apresenta-se como um recurso rdpido e n3o invasivo de

diagnéstico precoce.
-Indicadores bioquimicos

Os indicadores bioquimicos mais utilizados s&o as dosagens
séricas e hepaticas de retinol. Os valores séricos de vitamina A, por
causa do ‘controle homeostadtico exercido pelo figado, ndo s3o bons
indicadores do estoque corpéreo de vitamina A. Entretanto, baixos
teores s&do sugestivos de estado de deplegdo, na auséncia ou na
presenga de sinais clinicos de HA (ARROYAVE et al., 1982). As dosagens
séricas s8o as mais comumente realizadas em estudos populacionais,
apresentam relativa facilidade de coleta de material e possibilitam a
comparagdo com os resultados j& descritos na literatura. A HA & tida
como endémica quando 5% da populagdo examinada apresenta valores de
retinol sérico inferiores a 10 ug/dL de plasma ou inferiores a 20
Mg/dL em 15% da amostra. As reservas hepaticas s3o tidas como
inadequadas quando os niveis de retinol forem inferiores a 5 ug/g
(SANTOS, 1988) .0 retinol hepédtico é o indicador mais representativo do
estado nutricional em vitamina A, mas a necessidade de bidpsia
hepadtica inviabiliza a utilizagdo deste método como instrumento de
diagnéstico populacional. Outro método utilizado & o RDR (resposta a
uma dose relativa de vitamina A), no gqual se avalia indiretamente o
estoque hepatico de vitamina A (FLORES et al., 1984) e que possui como
inconveniente a necessidade de duas coletas de sangue com intervalo de
cinco horas entre elas OLSON et al. (citado por UNDERWOOD, 1990) tém
testado o RDR modificado no qual utiliza-se dehidroretinol e apenas
uma dosagem sérica, mas que implica na utilizagdo de cromatografia
liquida de alta eficiéncia para realizacdo das dosagens.
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A quantificagdo do conteido de vitamina A do leite materno
também pode contribuir para a avaliagdo do estado nutricional em
vitamina A de populag¢des. Em grupos com consumo inadequado de vitamina
A, as nutrizes geralmente secretam leites com teores mais baixos deste
nutriente. Teores inferiores a 20 ug de retinol para cada 100 mL de
leite materno, em 15 % da populagdo estudada, caracterizam inadequacéao
do ponto de vista de salide piblica e necessidade de intervencgéao
visando melhora do estado nutricional em vitamina A (ARROYAVE et al.,

1982).

Cada classe de indicadores nutricionais apresenta limitacdes,
sejam técnicas (acessibilidade, sensibilidade e especificidade do
método), e econdmicas e/ou éticas (processos invasivos).

2,1.6.2, Carotendides

Os carotendides encontrados no plasma sdo indicadores do
consumo recente de alimentos contendo carotendides, mas ndo sdo bons
instrumentos para avaliag¢do do estado nutricional de vitamina A nem da
reserva de carotendides. Normalmente 15 a 60% do total dos
carotendides plasmaticos & constituido de pré-vitamina A mas esta
percentagem pode variar significativamente sendo que, em geral, os
carotendides contribuem apenas com 1 % da reserva corpdrea de vitamina
A (DE LUCA et al., 1977). A heterogeneidade interindividual dos niveis
séricos totais e individuais dos carotendides & substancial. Portanto,
© valor total de carotendides séricos por si sé ndo classifica quanto
ao estado nutricional em carotendides ou em vitamina A, mas analisado
em conjunto com as informagdes dietéticas e os teores de retinol
sérico, pode ser auxiliar e confirmativo no estabelecimento do
diagnéstico nutricional (ARROYAVE et al., 1982).

Ha poucos estudos avaliando os carotendides em tecidos

s6lidos mas & também observada grande variacdo de teores. Nio ha
critérios estabelecidos para classificagdes nutricionais em funcgao dos
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teores de carotendides em tecidos. A relacdo entre os tipos e as
concentragdes dos carotendides circulantes e os tecidos sélidos
(principalmente tecido adiposo) de individuos nao esta estabelecida,
mas investigagdes recentes apresentam consideravel homologia entre os
carotendides séricos e os encontrados em tecido adiposo de um mesmo
individuo  (PARKER, 1989). H& também poucos estudos sobre a
concentragdo de carotendides, dosados isoladamente, em leite humano
(PATTON et al., 1990; KIM et al., 1990), assim como sobre as possiveis
relagdes com os teores séricos destes nutrientes. A concentracg¢dao dos
carotendides mais comumente encontrados no leite também apresenta
grande variabilidade interindividual. H& necessidade do estudo do tipo
e da concentragdo dos diversos carotendides nos varios tecidos
humanos, para o esclarecimento dos mecanismos de depdsito e utilizacgéo
dos carotendides pelo organismo e para o aprofundamento das relagdes
entre os valores séricos destes nutrientes e doencas crénicas (PARKER,
1989) .

2,2, Dosagem de retinol e carotendides nos fluidos

corporais
2.2,1, Dosagem de retinol no soro e no leite materno

Uma série de técnicas pode ser empregada para a determinagdo
do retinol em fluidos corporais. O quadro 1 apresenta, resumidamente,
o fundamento, as vantagens e as desvantagens das técnicas mais
utilizadas (ARROYAVE et al., 1982; PARRISH et al., 1985). A técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) introduziu avancos
importantes na determinagcdo destes compostos em diferentes matrizes
(SCOTT, 1992) e & a técnica atualmente recomendada pelo IVACG
(ARROYAVE et al., 1982). A CLAE apresenta como vantagens em relagdo as
demais técnicas, maior reprodutibilidade, rapidez, sensibilidade e
capacidade de separacdo de compostos e para este estudo, em
particular, é ainda fundamental a possibilidade de trabalhar-se com

pequenos volumes.
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O procedimento analitico b&sico implica na precipitacdo e

separagado dos componentes protéicos da amostra em presenga de etanol,

extragdo do retinol em hexano, evaporacdo do extrato, dissolucdo em

fase mével e injegdo no cromatégrafo. No caso do leite, & necessario

a prévia saponificagdo da amostra, visto que a elevada proporgdo de

glicerideos presentes nesta matriz interfere na dosagem.

METODO

PRINCIPIO

VANTAGENS

DESVANTAGENS

Colorimetria

retinol em presencga de &acido
de Lewis forma solugao azul
cuja absorbancia a 620nm é
fungao da concentracao do
retinol

-reagao rapida e facil
-alta sensibilidade
-utilizacao de aparelha-
gem comum em
laboratorio

-reacao com carote-
ndides e compostos
similares

-baixa especificidade

Espectrofotometria
por Inativagao Ultra
Violeta

retinol € destruido quando
exposto a luz U.V.

faz-se a leitura do extrato a
328nm, irradia-se com U.V. e
repete-se a leitura, a diferenga
corresponde a concentragao
de retinol

-aparelthagem comum
em laboratérios

-manipulacdo de fonte
de irradiagao

Fluorimetria

retinol apresenta fluorescén-
cia cuja emissao € medida a
480nm apos excitacao a
330nm

-alta sensibilidade
-maior especificidade
que medidas de
absorbancia

-contaminantes
fluorescentes
-equipamento caro
-procedimento traba-
lhoso.

Cromatografia
Liquida de Alta
Eficiéncia

retino! apresenta retengao
seletiva e migragao diferen-
cial em CLAE e é guantifica-
do em detector U.V.

-rapidez

-alta sensibilidade e
reprodutibilidade
-utilizagao de
pequenos volumes

-alto custo do
equipamento e de
sua manutengao

-alta especializagao
do operador

Quadro 1:

Técnicas mais utilizadas para dosagem de retinol
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2.2.2, Dosagem de carotendides em leite materno

O estudo da composigdo do leite materno envolve uma série de
questdes éticas e metodoldgicas. A abordagem & nutriz deve ser de
forma a ndo intervir no processo de lactacdo. A expressdo manual,
quando adequadamente procedida, revela-se uma técnica pratica e facil,
podendo inclusive ser Gtil na 1localizagdo e "dissolugdo " de
ingurgitamentos. No caso de md3es de RNPT, esta abordagem & facilitada
pois geralmente ja se faz necessiria a expressdo do leite, caso a mie

queira ofertéd-lo, em fungdo de peculiaridades fisioldgicas do RNPT.

A composicdo do leite de uma mesma mulher varia durante o dia
(HYTTEN, 1954; HALL, 1979; BROWN et al., 1982; JACKSON et al., 1988),
durante a mesma mamada (HYTTEN, 1954; HALL, 1979; NEVILLE et al.,
1984), de acordo com o periodo de lactagdo (CHAPPELL et al., 1985) e
de mama péra mama (BROWN et al., 1982; NEVILLE et al., 1984). Estas
variagdes se fazem mais marcantes em relagdo aos lipideos, incluindo
as vitaminas lipossolidveis (GURR, 1981). Portanto, a forma, a duragédo
e o periodo da coleta podem comprometer a qualidade dos dados obtidos.
Uma maneira de minimizar estas variagdes & efetuar a expressdo manual
completa da ambas as mamas, a cada trés horas, durante um periodo de
vinte e quatro horas. Sao coletadas aliquotas proporcionais de todas
as ordenhas gque compdem um "pool" representativo de um dia. Este
procedimento possibilita a obtengdo de amostras representativas mas
torna o processo de coleta mais trabalhoso e limitado, visto que é
imprescindivel que o volume de leite obtido em cada ordenha ultrapasse
as necessidades do lactente. Além disto, as nutrizes tém gque se
adaptar a técnica de expressdo manual e,no caso da coleta de colostro
especificamente, deve-se ressaltar que a produgdo de cada mulher é
muito variédvel, podendo ser bastante reduzida (WORTHINGTON, 1986).

A técnica mais utilizada para a separag¢do dos carotendides é

a cromatografia de coluna aberta. A determinagdo individual de

carotendides em alimentos tem sido bastante estudada e tém sido
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obtidos bons resultados (RODRIGUEZ-AMAYA et al., 1988) . Entretanto,
tal procedimento implica na wutilizag¢do de volumes relativamente
grandes de amostras, o que inviabiliza sua aplicagdo ao estudo en
questdo. Assim como para vitamina A, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia & a ténica atualmente mais recomendada para determinagido de
carotenéides em fluidos corporais (ARROYAVE et al., 1982). Além das ja
referidas vantagens, a CLAE possibilita a separagdo e quantificacdo
dos diferentes pigmentos e de seus isémeros ao mesmo tempo. Apesar de
todas estas vantagens o potencial desta técnica ndo tem sido benm

aproveitado com relagdo & dosagem de carotendides e ha necessidade de
aprimoramento de etapas do processo analitico (SCOTT, 1992).

2.3, Recém nascido pretermo (RNPT), vitamina A e

carotendides

A designagdo recém nascido pretermo (RNPT) engloba um grupo
heterogéneo de criancas nascidas antes de 37 semanas de gestacgdo (259
dias completos) (OMS, 1976). Este grupo apresenta uma série de
peculiariedades em fungdo da interrupcdo do processo normal de uma
gestagdo que se completaria entre a 37> e 422 semana. Neste estudo
foram selecionadas criancas com idade gestacional (IG) inferior a 34
semanas na tentativa de obter-se um grupo menos heterogéneo. Os RNPT
apresentam caracteristicas anatémicas e fisiolégicas diversas dos
recém nascidos a termo. O prematuro & um feto cujo desenvolvimento
intrauterino foi interrompido e seus orgads, ainda imaturos, ter&o que
assumir fungbes para as quais ainda ndo estdo preparados. O
funcionamento deles, portanto, apresenta algumas desvantagens
fisiolégicas as quais refletem manifestag¢des clinicas mais ou menos
intensas de acordo com o grau de imaturidade (COMADINI et al., 1975).

A atengdo nutricional a este grupo & fundamental visto que a
prematuridade pode acarretar diferentes graus de comprometimento na
digestdo, absorgdo, mobilizagdo e excregdo dos nutrientes. Os RNPT

apresentam ainda crescimento pds-natal acelerado, ndo dispdem de
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estoques adequados de muitos nutrientes e estdo mais predispostos a
situagdes de estresse, condig¢des estas que acarretam maior demanda de
nutrientes (ORZALEST & COLARIZI, 1982). Em adigao a tais
peculiariedades hd problemas relativos ao tipo de alimentacdo (leite
materno, formulados, solugdes enterais ou parenterais) e & via de
administragdo do alimento (ZACHMAN, 1989).

Com relagdo a vitamina A alguns autores tém observado menores
taxas séricas de retinol em RNPT quando comparados com recém nascidos
a termo (BRANDT et al., 1978; SHENAI et al., 1981; HUSTEAD et al.,
1984, YASSAI & MALEK, 1987). Ha discrepancia com relagdo aos valores
de retinol hepatico de RNPT relatados na literatura e, enquanto alguns
estudos demonstram aumentos estatisticamente significativos do
depbésito hepatico de retinol com a idade gestacional (SHAH et al.,
1987; GANGULY & MUHKERJEE, 1988), outros ndo encontram tal associacgdo
(LYENGAR & APTE, 1972; OLSON et al., 1984). De fato o estoque de
retinol & acumulado nos tecidos fetais no decorrer da gestacgdo, como
observado em estudo utilizando o peso aproximado de figados, obtidos
de autdépsias, para o cédlculo da reserva corpdrea de retinol (ZACHMAN,
1989). Constatou-se que areserva de recém nascidos com 38 a 40 semanas
de gestagdo seria cerca de duas vezes a reserva de recém nascidos com
25 a 32 semanas. Ainda com relagdo ao estoque hep&tico, os RNPT
apresentam uma diminuigcdo na concentragdo de retinol nos primeiros
dois meses de vida, ao contrario do incremento observado nos recém
nascidos .a termo (OLSON et al.,1984). Os RNPT apresentam também
valores plasmaticos de RBP e pré-albumina inferiores aos dos recém
nascidos a termo (BATHIA & ZIEGLER, 1983; SASANOW et al., 1986), o que
pode comprometer a mobilizagdo de vitamina A. Além destes fatores,
vale ressaltar importadncia do depdésito hepatico pdés-natal de vitamina
A, mesmo quando do adequado suprimento desse nutriente no periodo
fetal (GEBRE-MEDHIN & VAHLQUIST, 1984). Segundo OSTREA et al. (1986),
os teores de sangue de corddo de RNPT também sdo inferiores aos dos
recém nascidos a termo, embora as taxas séricas de mdes de neonatos a

termo e pretemo ndo apresentem diferengas significativas.
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No periodo pés-natal & dificil estabelecer as reais
necessidades nutricionais e avaliar a ingesta de vitamina A do RNPT.
Os RNPT apresentam maior predisposicgdo a complicagdes metabdlicas e
infecgdes e s&o sumetidos mais frequentemente a intervengées do tipo
foto e oxigenoterapia. Tais condigdes acarretam maior demanda de
nutrientes que, como a vitamina A e os carotendides, atuem na
diferenciacdo e manutengdo tecidual, no sistema imunitario e/ou que
possuam propriedade antioxidante. As complicagbes respiratédrias também
sdo frequentes entre os RNPT sendo que a vitamina A, atuando na
diferenciacdo e manutengdo das células epiteliais, pode influir na
recuperagado do trato respiratério. Seu papel torna-se mais evidente
quando observa-se que um quarto das células da regido alveolar dos
pulmdes & composto de células epiteliais. Estudo de suplementacdo com
vitamina A em RNPT demonstrou diminuigdo significativa da morbidade e
incidéncia de displasia broncopulmonar em RNPT susceptiveis a seu
desenvolvimento (sendo submetidos a ventilacgédo mecédnica e
Suplementagdo de oxigénio) (SHENAI et al., 1987). Os carotendides
podem exercer papel importante protegendo os tecidos de espécies
oxigeno-reativas, evitando processos danosos relativos a eventos

oxidativos e promovendo mecanismos de resposta imune.

Outro fator complicante & a via de administracido da
alimentagéo para o RNPT, ja& que muitas destas criangas ndo apresentam
condigdes de sugar o seio materno. Alguns autores tém apontado
problemas tais como: intercorréncias decorrentes da adaptacdo de
volumes apropriados versus concentragdo de nutrientes das solugdes
oferecidas via enteral ou parenteral, a adsorc¢do de retinol aos tubos
de administracdo de preparacgdes intraveﬁosasl(GUTCHER et al., 1984),
as perdas por fotodegradacdo do retinol de leites (BATES et al., 1985)
ou a auséncia de férmulas contendo carotendides (LEUNG et al., 1990).
Além disto a ingesta calérica do RNPT pode ser inadequada por dias,
acarretando ingesta insuficiente de vitamina A (ORZALEST & COLARIZI,

1982) .
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Todos estes fatores justificam a classificagdo dos RNPT como

grupo de risco nutricional com relagdo & vitamina A.

A composigdo do leite materno varia quantitativa e
qualitativamente adaptando-se &s particularidades de crescimento e
desenvolvimento do recém nascido. O melhor leite para o recém nascido
€ o de sua prdpria mde, principalmente no caso de RNPT (MARTINS FILHO,
1984) . Estudos comparando a composicdo do leite de m3es de recénm
nascidos a termo e pretermo apresentam resultados controversos, mas,
de modo geral, alguns nutrientes estdo presentes em concentracdo mais
elevada no 1leite de RNPT (LAURINDO et al., 1992). Com relagdo aos
lipidios, alguns autores relatam concentracdes superiores no leite de
RNPT (ANDERSON et al., 1981; BITMAN et al., 1983), enquanto gque outros
ndo confirmam este achado (GROSS et al., 1981; SANN et al., 1981;
LEMONS et al., 1982). Os préprios autores postulam que tais variagdes
podem decorrer de diferencas metodolégicas, principalmente no que diz
respeito a coleta do 1leite. O leite materno, particularmente o
colostro, €& fonte importante de vitamina A e carotendides (PATTON et
al., 1990) e o alimento mais adequado ao suprimento das necessidades
gerais do-neonato. O leite materno pode ser classificado em fungdo do
estagio de lactagdo em colostro, leite de transicdo e leite maduro. A
definigcdo do periodo de secregdo de cada uma destas fases difere entre
os autores. MARTINS FILHO (1984) define como colostro o leite
secretado nas trés primeiras semanas pbs-parto, podendo estender este
periodo para todo o primeiro més. Para WORTHINGTON (1986) colostro & o
leite secretado nos primeiros trés a cinco dias, leite de transicdo é
o secretado do 32 ao 15 2 dia pés-parto e leite maduro & o produzido
apés este periodo. Este ‘mesmo autor ressalta que nenhum destes
periodos é fixo. LAURINDO et al. (1992) adotam esta mesma
classificagdo. Neste estudo convencionou-se denominar de colostro o
leite secretado até o 32 dia pés-parto e de leite maduro o leite

secretado apés o 152 dia.

O colostro & um liquido denso, transparente e amarelado, em
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fungdo de sua alta concentragcdo em carotendides. Ele é secretado em
volumes de 2 a 20 mL/mamada nos primeiros trés dias e sua produgao
varia bastante de mulher para mulher. Fornece cerca de 60
calorias/dL contra as 71 fornecidas pelo leite maduro, mas & mais
rico em fatores de defesa, proteinas, sédio, cloreto e vitaminas
lipossoliveis, como as vitaminas A e E, e os carotendides.
Comparativamente ao leite maduro apresenta teores mais baixos de
gordura, lactose e vitaminas hidrossoliveis (WORTHINGTON, 1986).

O suprimento de B-caroteno proporcionado pelo colostro nio
difere entre mies de recém nascidos a termo e pretermo, sendo que este
alimento incrementa significativamente as taxas séricas do carotenéide
no neonato (OSTREA et al., 1986). Em estudo sobre a influéncia da
alimentagdo e dos suplementos vitaminicos no estado de vitamina A do
RNPT foram observados teores mais elevados de retinol, RBP e
pré-albumina nos neonatos alimentados com colostro Comparados dqueles
alimentados parenteralmente, embora a oferta teérica de retinol fosse
maior via parenteral (WOODRUFF et al., 1986).

De acordo com as dltimas recomendagdes disponiveis para
vitamina A, a necessidade do RNPT seria de aproximadamente 420 ER/dia.
Os RNPT doentes recebendo retinol intravenoso, requerem menos que as
recomendagdes entéricas, aproximadamente 100 Mg de palmitato de
retinol /kg/dia (NEU et al., 1990).
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3-MATERIAL E METODOS

O projeto desta pesquisa foi previamente aprovado pela
Comissdo de Pesquisa do Departamento de Tocoginecologia/CAISM da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP.

A coleta de dados foi realizada no Centro de Assisténcia
Integral & SatGde da Mulher (CAISM) da UNICAMP, no periodo de
fevereiro a maio de 1992. Participaram do estudo todas as mides de
neonatos internados no Servigo de Neonatologia do CAISM, que se
enquadraram dentro dos critérios de selegdo abaixo especificados e

que se dispuseram a participar do estudo.

No grupo de mdes selecionado foram realizados, durante a
internag@o, os seguintes procedimentos: 1. coleta de sangue, 2.
coleta de colostro, 3. aplicagdo de inquérito nutricional e 4. coleta

de material para o teste do ICCO.
3.1. Amostragem

Foram selecionadas 10 m3es de RNPT (gestagdo inferior a 34
semanas) que apresentaram produgdo de colostro suficiente (24 a 36
horas apdés o parto) e que se dispuseram, apds esclarecimentos quanto
ao objetivo da pesquisa e aos procedimentos necessérios, a participar
do estudo voluntariamente. Foi considerada a idade gestacional
descrita em prontudrio, determinada pelo médico, conforme procedimento
de rotina do servigo, utilizando o método clinico de CAPURRO et
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al. (1978) .
3.2. Coleta de material

Todas as coletas (sangue, ICCO, questiondrios, colostro)
foram realizadas entre o primeiro e terceiro dia pés-parto, apés
consentimento escrito da puérpera e respeitando os principios éticos
da Declaragdo de Helsink, que regulariza a investigacdo biomédica em

seres humanos.

ICCO: o material foi coletado dos dois olhos de cada

puérpera, conforme técnica descrita no item 3.3.3.

Sangue: foram coletados, em tubos Vacutainer, 8,0 ml de
sangue de cada puérpera em jejum e os tubos foram transportados
envoltos em papel aluminio, até o laboratdério. Apds a coagulacgdo, o
sangue foi centrifugado (2500 rpm por 15 minutos) e os soros
armazenados em tubos de polipropileno tipo eppendorf (1,5 mL), em

gelo seco, até analise.

Dados nutricionais e pessoais: foi aplicado inquérito
nutricional composto de dados gerais da puérpera e de seu concepto e
de questiondrio de frequéncia alimentar (anexos 1 e 2) em cada uma

das participantes.

Colostro: foi empregada conduta padronizada realizando-se
expressdao manual completa de ambas as mamas a cada trés horas
(com maior espacamento durante a noite), conforme procedimento usual
do Servigo de Neonatologia. As ordenhas foram realizadas pela prdpria
nutriz ou ‘pela pesquisadora (em caso de dificuldade por parte da mie)
e o colostro armazenado a 4°C, em frascos esterilizados. Durante um
periodo de 24 horas foram retiradas aliquotas de 10% do volume total
de cada ordenha e a soma das aliquotas de todo o periodo compdés um

"pool" homogéneo que foi armazenado em tubo Pirex e estocado em gelo
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seco até andlise. Quando o volume obtido em determinada ordenha nio
era suficiente & alimentagdo do RNPT e & coleta para a pesquisa, ndo
era retirada a aliquota do estudo e perdia-se aquela amostra e a

participante.
3.3.Técnicas empregadas

3.3.1-Andlise de retinol e carotendides em colostro por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Em fungdo da instabilidade dos compostos analisados, foram
tomadas as devidas precaugdes, visando evitar a degradacdo dos mesmos
e o comprometimento dos resultados. Toda a manipulacdo foi realizada
a8 meia-luz, wutilizando-se vidraria envolta em papel-aluminio,
controlando-se a temperatura e em atmosfera de nitrogénio, sempre que
necessario. A saponificagdo-extragdo foi realizada segundo PATTON et
al. (1990) adaptada conforme o seguinte esquema:

aliquota de 2 mL de colostro

(descongelada e sonicada)

-~adigdo de 2,5 mL de etanol e 1,5 mL de solucgédo
aquosa de KOH 50% (p/p)

-aquecimento da mistura a 45°C sob atmosfera de
nitrogénio (60 minutos)

-extragdo com trés volumes de 1 mL de hexano

—evaporagdo do extrato (fase hexdnica) com Nz

-dissolucgéao com os padrodes internos em fase
mével, acetonitrila-metanol (AcN-MeOH) 50:50

-filtragdo em membrana Millipore de porosidade de 0,45 um

-injeg¢do no cromatégrafo

Foram utilizados Sudan I (1-(fenilazo) 2-naftalenol) como
padrdo interno para os carotendides (QUACKENBUSH & SMALLIDGE, 1986) e.
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acetato de retinila (todo-trans sintético da Sigma R 4632) como padrao
interno para o retinol. As solugdes de padrdes internos empregadas na
dissolugdo do extrato foram preparados semanalmente em AcN- MeOH
50:50, estocadas a -20°cC em Nz, apresentando as sequintes
concentragbes: Sudan I 2,0 ug/mL e acetato de retinila 0,8 ug/mL. Foi
acrescentado 0,5 mL de cada padrdo ao extrato evaporado. Todas as
amostras foram analisadas em duplicata (duas aliquotas de uma mesma
amostra), . no méximo cinco meses apds a coleta. Para cada aliquota
foram realizadas trés inje¢des, o que perfazia um total de seis

corridas para cada amostra.

-Condigdes cromatogrificas:

O extrato foi injetado em cromatégrafo liquido marca Varian
constituido de um sistema de bombeamento de solvente mGltiplo modelo
910 e munido de injetor manual Rheodyne modelo 7161 e alca de
amostragem de 50 ul de capacidade. Todos os reagentes utilizados foram
Licrosolv (Merck), filtrados em membranas de 0,45 um e desgaseificados
em ultrassom. Foi utilizada coluna de fase reversa tipo Econosphere
C-18 5u Cartridge (150 x 4,5 i.d.mm) da Alltech, munida com coluna de
guarda Adsorbosphere C-18 5u Cartridge também da Alltech. O extrato
foi eluido isocraticamente em fase mével composta de acetonitrila e
metanol (50:50), a uma vazdo de 2 mL/min para andlise dos carotendides
e 1 mL/min para o retinol. Os componentes da amostra foram detectados
em detector UV/visivel da Intralab modelo 5100, com lampadas de
deutério e tungsténio, operando no comprimento de onda de 470 nm e com
sensibilidade de 0,02 AUFS para a leitura dos carotendides e a 325 nm
e com sensibilidade de 0,08 AUFS para leitura de retinol. O
integrador-registrador utilizado foi da marca Varian modelo 4400. Para
adaptagdo da metodologia existente &s condicdes operacionais do
laboratério, foram testadas previamente trés colunas (uma coluna RP-18
54 da Merck e duas colunas C-18 5 u da Alltech) e vinte e uma

combinagdes de fases mbveis.

Para quantificagdo foram utilizadas curvas de calibragdo que
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relacionaram as &reas de diferentes concentracdes de cada carotendide
e do retinol com &rea fixa de seu respectivo padrdo interno. Foram
utilizados padrdes cristalinos da Roche de B-criptoxantina, licopeno,
@ e B-caroteno e de retinol (RO I-4955). Os padrdes de carotendides
foram previamente purificados através de cromatografia de coluna
aberta em alGmina. Imediatamente apds, eles foram identificados e
quantificados espectrofotometricamente através do espectro
caracteristico de absorg¢do, da absorbancia maxima e do coeficiente de
extingdo especifico de cada composto, utilizando espectrofotémetro
Beckman modelo DU 70 UV/ visivel. Os padrdes foram entdo injetados no
cromatégrafo, nas condi¢des de trabalho para a amostra, e
identificados os picos e os tempos de retengcdo de cada composto. Para
checagem -do comportamento destes compostos na amostra foram
adicionadas quantidades conhecidas dos padrdes 'a amostras e

confirmados os tempos de retencdo e a recuperagcdao dos mesmos.
3.3.2. Andalise de retinol em soro por CLAE

A extragdo do retinol foi realizada segundo BIERI et al.
(1979), metodologia recomendada pelo IVACG (ARROYAVE et al,, 1982),

adaptado conforme o seguinte esquema:
200 pl de soro descongelado

-adicdo de 200 ul de acetato de retinila - padrdo interno
(solugdo de etanol 0,48 ug/mL).

~agitagdo da mistura em vortex por 10 segundos

"~adigdo de 240 ul de hexano

-agitagdo da mistura em vortex por 45 segundos

-sedimentagdo em centrifuga refrigerada a 3000 rpm por 5 min

-coleta de 150 pul do extrato

-evaporagiao do extrato sob atmosfera de nitrogénio

-dissolugdo em 100 ul de metanol

-injegdo no cromatégrafo
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Foi utilizada a mesma aparelhagem descrita para a
cromatografia dos componentes do colostro, com a alteragdo de algumas
condigdes cromatograficas. O extrato foi eluido isocraticamente em
fase mével constituida de metanol/&qua (95:5), a uma vazdo de 1
mL/min, passando por uma alga de amostragem de 10 ul de capacidade. O
detector operou a 325 nm, com atenuagdo de 0,04 AUFS. Todas as
amostras foram injetadas com micro seringa Hamilton de 100 ul, em
duplicata, dentro de um periodo de cinco meses. Para a quantificacao
do retinol foi wutilizada a curva de calibracdo construida com
diferentes concentragdes de retinol para uma concentracgcdo fixa de

padrdo interno (0,48 ug/mL).

3.3.3. Teste de impressdo citoldégica da conjuntiva ocular
(ICcco)

Este teste & baseado na redugcdo do nlGmero das células
caliciformes e em alteragdes morfoldgicas das células epiteliais da
conjuntiva bulbar (WITTPENN et al., 1987; AMEDEE-MANESME et al.,
1988). O teste & realizado pressionando-se uma fita de papel de filtro
de acetato de celulose (Millipore HAWO 304, 25 x 5 mm) sobre a
conjuntiva bulbar temporal por trés a cinco segundos. Em seguida uma
parte das células contida no papel & transferida para uma lamina que
é fixada e corada segundo técnica proposta por LUZEAU et al. (1988). ©
papel & também fixado, corado pela técnica de Harris Schorr,
desidratado em &lcool e tornado transparente no xileno segundo técnica
proposta no manual técnico do grupo de WITTPENN et al.(1988). Ambos
sdo lidos ao microscépio éptico. O diagnéstico definitivo de HA &
estabelecido, segundo os critérios sugeridos no referido
manual, somente quando esta deficiéncia for constatada nos dois olhos,

por dois examinadores independentes.
3.3.4, Inquérito nutricional

O inquérito nutricional era composto de dados gerais da
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nutriz e de seu concepto e de um questiondrio de frequéncia alimentar
mensal, avaliando consumo de alimentos fontes de vitamina e
pré-vitamina A. Os dados pessoais e obstétricos, assim como os do
recém nascido, foram obtidos através de consulta ao prcontudrio de
internagdo e checados com as puérperas. Os dados sdcio-econémicos
foram obtidos através de questionamento direto assim como os dados
relativos ao consumo de &lcool, fumo e suplemento vitaminico. A renda
da nutriz foi calculada através da conversdo dos rendimentos totais
da familia em saldrios minimos (vigentes na época) e posterior
divisdo deste montante pelo nimero de pessoas vivendo com a referida
renda. Obteve-se, portanto, um valor em saldrio minimo (SM) per
capita. Os dados nutricionais propriamente ditos foram obtidos
através do questionamento das puérperas a respeito do consumo de
alimentos-fonte de vitamina A, no dltimo més de gestagdo. A selecédo
dos alimentos listados no questionadrio baseou-se nos dados do Estudo
Nacional de Despesa Familiar (FIBGE-ENDEF, 1978) sobre o consumo
alimentar no Estado de S3o Paulo e no trabalho de RONCADA & MAZZILLI
(1989) que avaliou o consumo de vitamina A de comunidades paulistas.
Foram listados todos os alimentos que contribuiam significativamente
para a ingestdo de vitamina A seja pela frequéncia de consumo seja
pelo elevado teor de vitamina A do alimento. Foi feito o detalhamento
quanto a frequéncia de consumo,o porcionamento em medidas caseiras e a

forma de preparo dos alimentos.

O calculo dos nutrientes foi obtido através de utilizacdo de
programa computadorizado de cédlculo de dietas desenvolvido pelo
Servigo de Informatica em Satde da Escola Paulista de Medicina
(SIS-EPM) . Foram realizadas alteragdes quanto aos valores de pré-
vitamina A de alguns vegetais 1locais, segundo dados de RAMOS &
RODRIGUEZ-AMAYA (1987), quais sejam: salsa, couve, chicéria, alface,
ricula, agrido, almeir&o e repolho e a valores de alguns alimentos de
origem animal (figado, manteiga e margarina) cujos valores do programa
apresentavam-se muito discrepantes dos registrados na tabela do
FIBGE-ENDEF (1985).
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3.4, Analise estatistica dos dados

Foram empregadas andlises estatisticas descritivas como o
calculo de médias e desvios padrédo (i + DP). Para a correlagdo dos
dados sérico, dietéticos e 1lacteos de vitamina A foi empregada a
correlagdo de Pearson (SNEDEW & COCHRAN, 1967).
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4-RESULTADOS
4.1 Amostra

Foram internados trinta e oito RNPT (IG < 34 semanas) no
Servigo de Neonatologia do CAISM, no periodo de fevereiro a maio de
1992. Deste total uma crianga foi transferida do hospital, outra
recebeu alta a pedido e sete foram a 6bito até dois dias apdés o parto,
resultando em vinte e nove mies com os requisitos necessirios &
inclusdo na amostra, no referido periodo. Todas as puérperas
contactadas se dispuseram a participar do estudo. Ocorreram perdas
significativas neste grupo em fungdo dos seguintes fatores: pequena
producdo de colostro (insuficiente a alimentacdo do RN e & coleta) por
parte de dez mulheres (34,5 % do total de mdes), falhas na coleta do
colostro (trés amostras - 10,5 %) e de sangue (duas amostras - 7%) e
‘ndo contactuagdo com quatro das puérperas (14 %) . Foram, portanto,
obtidos todos os dados e o colostro adequadamente coletado de dez mies

(34,5 % do total de RNPT internados).

As Tabelas 1 e 2 apresentam a caracterizacdo das m3es e de
seus respectivos conceptos. A idade materna variou de 17 a 42 anos
sendo a média de 27 +7 anos. Apenas duas das mulheres eram primiparas
enquanto que as demais possuiam no maximo trés filhos. Das multiparas,
todas haviam amamentado pelo menos um dos filhos e possuiam alguma
experiéncia com relagdo & amamentacdo. Uma das mulheres gerou um casal
de gémeos o que resultou em um grupo de onze RNPT para dez mies. Seis
das mulheres (60%) eram brancas enquanto que uma (10%) era parda e
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Tabela 1: Caracterizagdo do grupo de 10 mi3es de recém nascidos

pretermo, atendidas no CAISM fev./maio, 1992

MAES IDADE COR PARIDADE ESCOLARIDADE RENDA
-(anos) * % (salario-minimo
per capita)

1 42 branca 4 ccC 0,8
2 25 negra 1 | SC 4,7
3 26 branca 2 PI sem nogao
4 30 branca. 3 GI 0,6
5 31 branca 3 GI 0,7
6 17 negra 2 PI 0,7
7 - 22 negra -4 PI 0,9
8 19 branca 1 GI 5,2
9 26 parda 3 PI 0,6
10 28 parda : 3 PI 0,8
MEDIA 27 + 7 3 +1 2 +2
(X + DP)

** PI primdrio incompleto
GI gindsio incompleto
CC colegial completo
SC superior completo
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Tabela 2: Caracterizagdo do grupo de 11 recém nascidos pretermo
(RNPT) internados no Servigo de Neonatologia do CAISM fev./mai, 1992

RNPT SEXO IDADE ADEQUACAO PESO ESTATURA
* GESTACIONAL *+* * %% gramas cent metros
1 F 33S PIG 1400 39,0
2 : M 328 6D AIG 1850 43,0
3 M 30S 6D PIG 1030 36,0
4 M 32S 1D AIG 1620 41,0
5 F 325 3D PIG 850 32,5
6 M 32S 1D AIG 1550 40,0
7 M 32S 3D AIG 1590 42,0
8 ‘ F 32S 3D AIG 1920 45,5
9 M 32S 3D AIG 1610 41,5
M 32S 3D AIG 1600 42,0
10 F 32S 3D AIG 2160 44,0
* F feminino M masculino
*% S semanas D dias

*%% PIG pequeno para a idade gestacional
AIG adequado para a idade gestacional
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trés (30%) eram negras. A escolaridade no grupo variou de primério
incompleto ao superior completo, sendo que 50% das mulheres possuia
primdrio incompleto, 30% gindsio incompleto, 10% colegial completo e
10% superior completo. A maioria das mulheres (70%) apresentava renda
inferior a um saldrio minimo per capita/més. Apenas 20% do grupo
referiu renda superior a dois saldrio minimos per capita/més e uma das
puérperas (10%) ndo soube informar a renda familiar. Durante a
gestagdo, trés das mulheres (30%) mantiveram o consumo diario de
cigarros e nenhuma referiu consumo de bebidas alcéolicas ou suplemento

medicamentoso de vitamina A.

No grupo de onze criangas, quatro (36%) eram do sexo feminino
e sete (64%) do sexo masculino. A idade gestacional média foi de
trinta e duas semanas e trés dias. Oito dos RNPT (73%) eram adequados
e trés (27%) pequenos para a idade gestacional. O peso e a estatura
das criangas variou largamente em fungdo da idade gestacional e de

peculiaridades da prematuridade (Tabela 2).

4,2 Avaliagdo dos teores de vitamina A e carotendides

4,2.1, Dieta

O consumo estimado de vitamina A em equivalentes de retinol
(1 ER = 1 pg de retinol) variou de 527 a 1376 ER /dia, resultando em
uma ingestdo média de 781 + 247 ER dia. Deste total 32,9 + 20,6%
correspondeu a vitamina A pré-formada de alimentos de origem animal e
67,2 + 20,6% a fontes de origem vegetal, conforme 1listado na

Tabela 3.
4,2.2. Soro

A concentragdo média de vitamina A sérica do grupo de mies
estudado foi de 23 + 8 ug/dL, variando de 14 a 36 ug/dL conforme

descrito na Tabela 4.
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Tabela 3: Consumo estimado de vitamina A (VA) em equivalentes de
retinol/dia (ER/dia) das 10 gestantes, avaliado através de

questiondrio seletivo de frequéncia alimentar

Gestante Consumo Total VA Fonte Animal Fonte Vegetal
(ER/dia) ER % ER %
1 862 250 29 612 71
2> 961 130 14 831 86
3 674 70 10 603 90
4 1376 713 52 662 48
5 760 207 27 553 73
6 . 641 56 9 586 91
7 553 206 37 347 63
8 713 230 32 483 68
.9 527 219 42 308 58
10 742 566 76 176 24
MEDIA (X + DP) 781 + 247 265 + 211 516 + 192
ER/dia
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Tabela 4: Teores de vitamina A (VA) no soro, na dieta e no colostro
de 10 m3es de RNPT

NUTRIZ VA SORO VA DIETA VA COLOSTRO
ng /dL ER/dia ng/dL

1 20 862 85

2 34 961 75

3 18 674 37

4 14 1376 126

5 20 760 43

6 19 641 64

7 36 553 46

8 21 713 33

9 31 527 161

10 14 742 38
MEDIA 23 + 8 781 + 247 71 + 43
(X £ DP)

ER equivalentes de retinol
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As andlises foram realizadas en duplicata e apresentaranm
coeficientes de variagdo inferior a 5%. O tempo de retengdo foi de 3,8
min para o retinol e de 5,6 min para o acetato de retinila (padrio
interno) utilizando fase mével composta de metanol e &gua (95:5) a um
fluxo de 1 mL/min. A Figura 3 apresenta um cromatograma tipico.

A recuperagdo do retinol adicionado a "pool" de soro
(irradiado com lampada ultra-violeta por trés horas) em cinco
diferentes concentragdes (de 10 a 76 Hg/mL) foi de 94,2 + 3,6%
(variando de 90 a 98%).

Entre o 15% e 202 dia pbés-parto, foi possivel a coleta de
sangue de algumas das nutrizes (40%) que participavam do estudo.
Embora n&o fosse possivel nenhunm tratamento eatatistico, observa-se
tendéncia de aumento dos teores séricos nesta fase, quando compara-se
com os valores de retinol apresentados por estas mesmas mulheres no

puerpério (Tabela 5).
4,2,.3, Colostro

Os teores de vitamina A, o e B-caroteno, R-criptoxantina e
licopeno dos leites analisados estio listadas na Tabela 6.

Todas as andlises foram realizadas em duplicata. Para a
andlise do retinol foi registrado coeficiente de variagdo de 5 %. Os
tempos de retengdo foram de 2,8 min e 3,2 min para retinol e acetato
de retinila respectivamente, tendo o extrato sido eluido em fase mével
composta de acetonitrila e metanol (50:50) com fluxo de 1 mL/min e
lido a 325 nm. A recuperagdo do retinol adicionado a "pool" de

colostro em trés diferentes concentracdes foi de 96 * 4 % (de 92 a
102%). A Figura 4 apresenta um cromatograma tipico.

Para a andlise dos carotendides foram registrados coeficiente

de variagdo de 6% para B-criptoxantina, 7% para o e
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obtido por cromatografia 1liquida de alta
(A) e acetato de retinila -padréao
Condigdes cromatograficas:

FIGURA 03: Cromatograma,
eficiéncia, tipico do retinol
interno (B) para uma amostra de soro.
coluna C-18 5u, fase mével composta de metanol e &gua (95:5), fluxo de

1 mL/min e leitura a 325 nm.
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Tabela 5: Comparagdo do teor do retinol sérico, de

das mdes estudadas, coletado em diferentes periodos

quatro

NUTRIZ 12 COLETA ~ 2-*coLETA **
1 20 31
2 14 35
3 20 31
4 31 49
MEDIA (X + DP) 21 + 7 37 + 9

- valores médios de duplicatas

* periodo puerperal
**% 15 dias apds o parto
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Tabela 6: Teores de retinol e carotendides (ug/dL) do colostro de 10
maes de RNPT

COLOSTRO *

NUTRIZ RETINOL  B-CRIPTO LICOPENO B-CAROT  A-CAROT
1 85 11 17 10 3
2 75 6 17 8 tr
3 37 2 7 3 nd
4 126 1 18 3 nd
5 43 2 3 3 nd
6 64 4 4 6 3
7 46 2 4 4 nd
8 33 2 2 tr nd
9 161 46 a1 11 nd

10 38 3 11 8 nd
MEDIA 71 + 43 8 +.14 12 + 12 6 + 4

(X + DP)

* valores médios de duplicatas

tr - tracos
nd - ndo determinado
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FIGURA 04: Cromatograma, obtido por cromatografia liquida de alta

eficiéncia, tipico do retinol (A) e acetato de retinila -padrao

interno (B) para uma amostra de colostro.

Condigdes cromatograficas:
coluna C-18 5 u,

fase moével composta de acetonitlila e metanol
(50:50), fluxo de 1 mL/min e leitura a 325 nn.
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B-caroteno e 11% para o licopeno. Os tempos de retencdo foram de 3,8
min para B-criptoxantina, 6,0 para o licopeno, 8,7 para o a-caroteno e
9,4 min para o B-caroteno. O padrdo interno (Sudan I) apresentou tempo
de reteng¢do de 1,36 min, sendo o extrato eluido a fluxo de 2 mL/min e
lido a 470 nm. A Figura 5 apresenta um cromatograma tipico.

A recuperagdo dos quatro carotendides foi testada
adicionando-se quantidades conhecidas dos mesmo(em concentracgdes que
incluiam as dosadas nesse estudo) a "pool" de colostro. Para
B-criptoxantina, a e B-caroteno a recuperagdo variou na faixa de 93 a

104 %, enquanto que para o licopeno a recuperacdo média foi de 84%.

Quatro das mdes estudadas ainda encontravam-se alojadas na
casa de repouso, 15 dias apds o parto, e consentiram a repetigdo dos
mesmos exames e inquéritos realizados no periodo puerperal. A presenga
das mdes no hospital era condi¢do imprescindivel para a nova coleta de
24 horas, desta vez de leite maduro. Os teores de vitamina A e dos
carotendides apresentadas pelo grupo foram de: 43 + 17 ug/dL para o
retinol, 2 + 1 para a pB-criptoxantina, 2 + 2 para o licopeno e 3 + 3
para o B-caroteno. Apesar da reduzida amostragem, pode-se observar a
diferenca de composigdo dos leites de dois estagios de lactacdo com

relagdo a vitamina A e aos carotendides (Tabela 7).

As curvas de calibragdo utilizadas neste estudo e suas
respectivas equag¢des da reta sdo apresentadas nas Figuras 6,7,8, 9, 10
e 11. Todas as curvas apresentaram lineariedade, passaram na origem ou

muito préximo dela e continham os valores dosados.
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FIGURA 05: Cromatograma, obtido por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, tipico para Sudan I-padrdo interno (A),B-criptoxantina
(B) ,licopeno (C), a=-caroteno (D) e pB-caroteno (E) em colostro.
Condigbes cromatogréaficas: coluna C-18 5 u, fase mdével composta de
acetonitrila e metanol (50:50), fluxo de 2 mL/min e leitura a 470 nm.
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Tabela 7: Composigdo do colostro e do leite de 4 mies com relagdo a

retinol, licopeno, B-criptoxantina e B-caroteno (ng/dL)

*

COLOSTRO LEITE MADURO
RETINOL 85 37
126 60
43 54
161 22
MEDIA (X + DP) 104 + 51 + 17
B-CRIPTOX 11 2
tr
46
MEDIA (X + DP) 15 + 21 +1
LICOPENO 17 tr
18
3
41 tr
MEDIA (X + DP) 20+ 16 2 + 2
B-CAROTENO 10
3 3
tr
11 tr
MEDIA (X + DP) 7 + 4 + 3

tr - tracgos

* valores médios de duplicatas

53



12 y=2,07x + 0,03
™ r= 0,999

1.0
©
g
@
o
< P
"é’ s
[«}]
T 0.6 — /
8 ~
1]
- ,/.
g /
go4] e
Q .
m e

V
//
0.2 — ///
e
P
////
0.0 | 1 T —
0 ' 0.12 0.24 0.36 0.48

Concentragéo de retinol (ug/ml)

FIGURA 06: Curva de calibragdo para retinol utilizando acetato de
retinila como padrio interno (soro). cCada ponto corresponde a duas
aliquotas, com trés inje¢ées para cada aliquota.
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FIGURA 07: Curva de calibragdo para retinol utilizando acetato de
retinila como padrdo interno (colostro). Cada ponto corresponde a duas
aliquotas, com trés injegdes para cada aliquota.
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FIGURA 08: Curva de calibragdo para B-criptoxantina utilizando Sudan I

como padrdo interno (colostro). cCada ponto
aliquotas, com trés inje¢des para cada aliquota.
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FIGURA 09: Curva de calibragdo para licopeno utilizando Sudan I como
padrdo interno (colostro). cada ponto corresponde a duas aliquotas,

com trés injegbes para cada aliquota.
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FIGURA 10: Curva de calibrag¢do para a-caroteno utilizando Sudan I como
padrdo interno (colostro). Cada ponto corresponde a duas aliquotas,

com trés injegdes para cada aliquota.
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FIGURA 11: Curva de calibra¢do para B-caroteno utilizando Sudan I como
padrdo interno (colostro). Cada ponto corresponde a duas aliquotas,

com trés inje¢des para cada aliquota.
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4.3 Impressdo citoldgica da conjuntiva ocular (ICCO)

Para todas as mulheres foram avaliados os papéis de filtro e
os "imprints" em l&minas do material citolégico coletado. Nenhuma
delas apresentou caréncia de células caliciformes ou alteragdes de
células epiteliais que caracterizassem quadro de deficiéncia de

vitamina A, por este método.
4,4 Correlacgdes

Apesar da reduzida amostragem, testou-se a correlacdo dos
teores séricos, dietéticos e lacteos de retinol, através da correlagdo
de Pearson. Ndo foli constatada correlacdo entre as referidas variaveis

[

considerando-se nivel critico de 5 % (p < 0,05).
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5-DISCUSSA0

Os colostros coletados de dez mdes (multiparas e primiparas)
de RNPT (IG < 34 semanas) pequenos e adequados para a idade
gestacional, internados no Servigo de Neonatologia do CAISM entre
fevereiro e maio de 1992, apresentaram grande variagdo entre as
diferentes doadoras com relacdo aos teores de retinol e carotendides
(Tabela 6). Esta variagdo tem também sido observada em outros estudos
(PATTON et al., 1990 ; KIM et al., 1990) e relacionada a variacdes nos
intervalos de tempo entre o parto e a coleta do leite assim como a
diferengas na composicdo da dieta, entre outros fatores.

Na analise de alimentos, os  carotendides eram
tradicionalmente estudados "em grupo". As metodologias empregadas
limitavam a expressdo do resultado em "caroteno total", designagao
que engloba todos os compostos com absortividade em um dado
comprimento de onda, geralmente 450-460 nm. Tais informagdes s3o,
portanto, essencialmente qualitativas, principalmente quando se
consideram as limitagdes das técnicas . usualmente empregadas
(RODRIGUEZ-AMAYA, 1989). Esta tendéncia é também observada na maioria
dos trabalhos relativos & composigdo do leite materno (GEBRE-MEDHIN,
et al. 1976; BUTTE et al., 1981; GARG et al., 1988).

Um dos objetivos deste estudo foi a identificagdo e separacgio
dos principais carotenéides presentes no colostro humano, através de
CLAE. Os carotendides s&do compostos muito instaveis cuja manipulacido

exige uma série de cuidados, como os empregados neste estudo. Enm
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fungdo das caracteristicas quimicas e fisico-quimicas destes
compostos, pode ocorrer degradagdo, formagdo de isémeros e rearranjos
estruturais (SCOTT, 1992). Segundo QUACHENBUSH & SMALLIDGE (1986),
mesmo os padrdes de carotendides comerciais disponiveis (dos seis
maiores laboratdérios de produtos quimicos e bioquimicos) apresentam
diferentes graus de pureza. Os padrdes comerciais de pB-caroteno
estudados por esses autores apresentaram percentagens de pureza que
variaram de 0,6 a 88,7 % para produtos de diferentes laboratdrios
(fornecedores) e de 23 a 81 % entre padrSes de um mesmo laboratédrio.
E, portanto, indispensavel a prévia purificacdo dos padrdes e a
utilizagdo dos mesmos imediatamente apés este procedimento, mesmo
quando observadas todas as precaugdes com relagdo & exposicdo a 1luz,
oxigénio e calor. Para a quantificagdo de compostos com tais
caracteriéticas, a utilizagdo de um composto estdvel como padréo
interno & um procedimento Gtil, pratico e, por vezes, fundamental. A
padronizagdo externa requereria a disponibilidade constante de padrdes
purificados de cada um dos carotendides e a construgdo, praticamente
didria, das quatro curvas de calibragcdo. Um composto é& tido como
adequado como padrdo interno quando é& estédvel, inerte, ndo faz parte
da amostra, apresenta solubilidade semelhante a dos compostos
analisados assim como absorve em comprimento de onda préximo, nio
coelui com nenhum dos compostos da amostra e, idealmente, apresenta
estrutura semelhante a dos - compostos a serem quantificados
(QUACHENBUSH & SMALLIDGE , 1986). No caso dos carotendides, a obtencgido
de um padrdo interno com estrutura similar & pouco viavel,
principalmente em fungdo da instabilidade de compostos com tal
estrutura molecular. O 1-(fenilazo) 2 naftalenol (Sudan I), apesar de
estruturalmente bastante diferente dos carotendides, & um composto que
preenche todos os demais requisitos, podendo ser utilizado como padréao
interno na quantificagdo dos carotendides licopeno, B~ criptoxantina,
o e p-caroteno em leite materno, empregando-se a metodologia
anteriormente descrita. Nas condigdes cromatograficas empregadas,
foram identificados trés carotendides precursores de vitamina A (a e
B-caroteno e B- criptoxantina) e o licopeno (antioxidante natural
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importante) (tabela 6).

Confirmando os achados de PATTON et al. (1990), pode-se
observar que, ao contrario do que ocorre no leite de bovinos, o
B-caroteno ndo é o carotendide predominante no 1leite humano.
Constatou-se também que, dentre os carotendides observados, o

a-caroteno foi o de menor concentracdo no leite materno.

PATTON et al. (1990) observaram que o contetido de "caroteno
total" & significativamente diferente da soma dos teores dos
diferentes carotenéides (licopeno, B-cripoxantina, o e B-caroteno)
dosados por CLAE em aliquotas de uma mesma amostra de colostro.
Portanto, ndo é possivel comparar-se o valor de carotendides totais
relatados em outros estudos com a soma dos carotendides quantificados

individualmente, nesta investigacéo.

Em levantamento bibliografico detalhado, foi encontrada a
descrigdo da andlise de carotendides e retinol em colostro, por CLAE,
apenas em um trabalho (PATTON et al., 1990). Os teores médios
relatados por esses autores para os carotendides foram até dez vezes
maiores do que os encontrados nesse estudo, enquanto que para o
retinol a diferengca foi de 26% (Tabela 8). Vale ressaltar qgue, no
presente estudo, o retinol e os carotendides foram extraidos ao mesmo
tempo, as dosagens apresentaram percentagens de recuperagcdo adequadas
e todas as amostras foram armazenadas em gelo seco por periodo
inferior a cinco meses, levando em consideragdo que as aliquotas de
leite se mantém estaveis por mais de seis meses a -20° C (ARROYAVE et
al., 1982; CRAFT et al., 1988). A escassez de estudos correlatos
dificulta as comparacgdes, mas um dos fatores que pode ter influenciado
nestes resultados é a composicdo da dieta das nutrizes deste estudo e
do estudo de PATTON et al. (1990). Ndo s o teor de vitamina A e
carotendides da dieta influi em sua utilizacgdo, mas também os teores
de gordura, proteinas e antioxidantes, entre outros (DE LUCA et al.,
1977) . Outro fator importante que deve ser ressaltado & a forma de
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Tabela 8 : Comparagdo dos teores médios de retinol e carotendides

(ug/dL) dosados em colostro por cromatografia 1liquida de alta

eficiéncia

COMPOSTOS Neste estudo PATTON et al. (1990)
Retinol 71 + 43 98 + 82
Licopeno 12 + 12 96 + 85
B-Criptoxantina 8 + 14 71 + 61
B-Caroteno 6 + 4 66 + 76

Tabela 9: Comparagdo dcs teores médios de retinol e carotendides

(ug/dL) dosados em leite maduro por cromatografia liquida de alta

eficiéncia

COMPOSTO . Neste estudo KIM et al. (1990)
Retinol 43 + 17 57 + 25
Licopeno 2 + 2 4 + 2
a—-Caroteno * 3 +1
B-Caroteno 3 +3 5+ 2

* foi mensurdvel o teor de oa-caroteno em apenas duas amostras,

apresentando ter de 3 ug/dL cada
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coleta do colostro para anadlise. No estudo de PATTON et al. (1990) as
coletas de colostro foranm realizadas, aleatoriamente, em diferentes
periodos do dia, consistindo de uma uUnica ordenha de uma mama
(expressdo manual ou com bomba elétrica) considerada adequada para
quantificagdo dos nutrientes. Tal procedimento pode comprometer a
qualidade dos resultados enm fungdo das variagdes fisiolégicas da
composigdo do leite no decorrer do dia (HYTTEN, 1954; JACKSON, 1988),
durante a mamada (HALL, 1979; NEVILLE et al., 1984) e de mama para
mama (BROWN et al., 1982; NEVILLE et al., 1984). Tais variacdes sio
particularmente evidentes com relagdo & gordura e outros nutrientes
lipossolGveis como os carotendides e a vitamina A.

Nas amostras das quatro doadoras, de coletas proporcionais de
24 horas de leite maduro, observou-se a diminuicdo dos teores de
vitamina A e dos carotendides quando comparados com os teores de
amostras, das mesmas m&es, coletadas nos primeiros trés dias de
lactagdo (Tabela 7). Esta diferenca ja era esperada, sendo relatada
também em outros estudos tanto para a vitamina A (GEBRE-MEDHIN et al.,
1976; CHAPPELL et al., 1985), quanto para os carotendides (OSTREA et
al., 1985; CHAPPELL et al., 1985; PATTON et al. , 1990). O teor médio
de retinol obtido para o leite "maduro" de 43 + 17 ug/dL, encontra-se
entre os valores geralmente descritos na literatura que, em condigdes
normais, variam de 40 a 60 Hg/dL (OLSON, 1987). Os valores de licopeno
e B-caroteno, embora inferiores, apresentam resultados semelhantes aos
do estudo recente de KIM et al.(1990) utilizando CLAE, principalmente
considerando-se as diferengas de consumo entre os participantes dos

dois estudos (tabela 9).

Ainda com relacdo i composigdo dos leites & interessante
relatar a diferenca marcante de coloragdo entre as amostras das
doadoras. O amarelado observado na maioria dos colostros & geralmente
reflexo da presenca de carotendides e pode-se constatar a associagdo
entre a tonalidade do colostro e os teores de carotendides. A gama
de tonalidades observada foi grande assim como a variabilidade dos
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teores de carotenéides dosados. Embora este seja um parametro visual
e estritamente qualitativo, foi dtil na confirmagdo dos valores
extremos: o colostro mais alaranjado foi o que apresentou maiores
taxas de carotendides enquanto que o mais esbranquicado as menores. As
amostras de 1leite maduro de trés das quatro doadoras apresentaran
coloracgdo mais clara que as de colostro, confirmando a
diminuigdo dos teores encontrados através de dosagem por CLAE.

O valor médio de retinol sérico de 23 + 8 ug/dL (14 a 36
Mg/dL) apresentado pelas puérperas estudadas foi proximo ao limite
inferior.para adultos normais, seqgundo os critérios do IVACG (ARROYAVE
et al., 1982). Teores inferiores a 10 ug/dL sd@o indicadores
importantes de deficiéncia de vitamina A, enquanto que a faixa de 20 a
49 ug/dL & tida como normal. Os valores intermediadrios sio de dificil
interpretagdo principalmente quando se trata de um grupo peculiar como
‘o de gestantes e puérperas. Neste grupo, valores séricos inferiores
aos de mulheres ndo gravidas e flutuagdes séricas pequenas geralmente
ndo refletem deficiéncia nutricional e devem ser avaliados
'criteriosamente (BATES, 1983; HOWELLS et al., 1986; PANTH et al.,
1990) .

Segundo GAL & PARKINSON, (1974) o padrio fisiolégico de
flutuagdo sérica de vitamina A na gestagdo e no puerpério apresenta as
seguintes caracteristicas: queda das taxas no primeiro trimestre,
seguida de tendéncia de aumento com o decorrer da gestagdao; novo
declinio préximo ao término da gravidez; ligeiro incremento pés-parto
e retorno as taxas ndo gravidicas, aproximadamente seis semanas apdés o
parto. ’HOWELLS et al. (1986) observaram que as taxas de retinol
sérico, registradas em gestantes saudiveis no decorrer da gestacgado,
apresentavam-se inferiores as de mulheres saudaveis nio gravidas. No
estudo de PATH et al. (1990) as gestantes, no primeiro trimestre de
gravidez, apresentaram valores plasmaticos de vitamina A
significativamente inferiores aos das mulheres nio gravidas. Os niveis
aumentaram no decorrer da gravidez , atingindo um pico entre a 24 2 e
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e 36 -

semana. Esta diminuigdo dos valores séricos no terceiro trimestre de

(3

26 2 semana e apresentaram declinio significativo entre 34

gestagcdo pode decorrer da inadequagdo do estado nutricional das
mulheres estudadas, pois ndo foi observada en gestantes de boa
condigdo sbécio-econdémica americanas (GAL & PARKISON, 1974) ou indianas
(SHAH et al., 1987), embora tenha sido resgistrada entre gestantes
indianas de baixa renda (SHAH et al., 1987). A dependéncia das
alteragdes plasmdticas de vitamina A da idade gestacional, decorre da
agdo de varios horménios e de sinais metabdlicos que interferem na
mobilizagdo da vitamina A para o suprimento da crescente demanda
durante a gestagdo. O aumento plasmi&tico no meio da gestagdo é fruto
destes mecanismos. Entretanto, o estoque de algumas mulheres ndo é
suficiente para suprir a demanda, o que determina a tendéncia de
declinio das taxas de vitamina A no final da gestagcdao (PATH et al.,
1990).

Em estudos utilizando CLAE para dosagem do retinol sérico de
puérperas bem nutridas na Suigca (JANSSON et al., 1983) e na Finlandia
(MAYA-ALA-HOUHALA et al., 1988) foram registrados teores médios de 37
e 29,6 + 8,4 ug/dL respectivamente. No segundo estudo observou-se
diferenga significativa entre o teor médio de retinol sérico descrito
para as puérperas sauddveis (29,6 + 8,4 pug/dL) e o registrado como
padrdo normal de mulheres finlandesas ndo gr&avidas (59,2 + 12,9 ug
retinol/dL), provavelmente em decorréncia de adaptagdes fisiolégicas
das taxas séricas de vitamina A, mesmo em mulheres bem nutridas. Enm
estudos utilizando técnicas colorimétricas para dosagem de vitamina A,
foram observados teores séricos médios de 20 ug/dL para puérperas
indianas desnutridas (SHIRALI et al., 1989) e de 21,8 + 0,6 ug/dL para
puérperas de baixa renda (SHAL et al., 1987).

Nesse estudo foi observado, passados 15 a 20 dias do parto,
incremento das taxas séricas de retinol da sub-amostra de quatro
nutrizes (Tabela 5). O valor médio observado (37 + 9 ug/dL)
enquadra-se nos critérios de normalidade do IVACG (ARROYAVE et al.,
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1982). Esta alteragcdo, sem que tenham ocorrido interferéncias
dietéticas ou medicamentosas, parece corresponder a adaptacdes
fisioldgicas do grupo. Neste caso, a aparente recuperacdo dos teores
registrados no puerpério confirmam a auséncia de caréncia de vitamina
A. Outro fator que reforca este raciocinio & a auséncia absoluta de
diagnéstico de HA através do método de ICCO. Este método apresenta
como uma de suas vantagens a possibilidade de detec¢do da caréncia
antes de manifestagdes clinicas e bioquimicas de HA (AMEDEE-MANESME
et al. , 1988).

Tem sido discutida a influéncia da paridade materna sob as
taxas séricas de vitamina A. SHAH et al. (1984) ndo observaram
associagdo entre os teores de vitamina A maternos ou de sangue de
corddo com a paridade. YASSAI & MALEK (1989) observaram correlagao
inversa entre a paridade e os teores de vitamina A de sangue de
corddo, apenas para mulheres com idade superior a 35 anos e com média
de 5,8 + 1,9 partos. Neste estudo, em fungdo da pequena amostragen,

ndo foli possivel avaliar esta variavel.

Os dados dietéticos foram obtidos através de questionario
seletivo de frequéncia no qual foram averiguados o consumo e o
porcionamento de alimentos-fonte de vitamina A. A seletividade do
gquestiondrio se justifica, visto que a vitamina A nd3o & um nutriente
amplamente presente nos alimentos em geral e cuja ingestdo & bastante
influenciada pela escolha dos alimentos durante o dia. A variacdo do
consumo de vitamina A entre individuos e em diferentes dias (mesmos
individuos) é expressiva na maioria das dietas (BEATON et al., 1983;
RUSSEL~-BRIEFEL et al., 1985) e reforga a importdncia do cuidado na
coleta de dados. O dquestiondrio de frequéncia alimentar é& um
instrumento préatico que tem sido utilizado, com bons resultados, na
estimativa do consumo de vitamina A e carotendides (WILLET et al.,

1983; ROIDT et al., 1988).

Utilizando-se esta metodologia, estimou-se o consumo médio do
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grupo em 781 + 247 ER/dia (tabela 3), no Gltimo més de gestacgio.
Considerando a recomendagdo dietética de 800 ER /dia para gestantes
(NRC-RDA, 1989) e tendo em vista que as recomendagdes sdo estimadas,
com margens de seguranga, excedendo os requerimentos normais e
assegurando o suprimento das necessidades dos individuos em geral, o
consumo do grupo ndo caracteriza inadequagcdo alimentar com relagao a

este nutriente.

Como as informagdes sobre o teor dos diferentes carotendides
ndo estdo disponiveis nas tabelas usuais de composigdo de alimentos
(BEECHER & KHACHIK, 1984; RODRIGUEZ-AMAYA, 1989), foi possivel apenas
a estimativa do consumo total de vitamina A e a distincdo com relacgdo
a origem (animal ou vegetal) dos alimentos fonte do nutriente. 0
perfil alimentar observado (Tabela 3), com predominidncia de alimentos
de origem vegetal como fonte de vitamina A, reforga a j& reconhecida
importancia dos precursores de vitamina A no suprimento das
necessidades de individuos e populacdes,que se faz ainda mais evidente

entre os economicamente desprivilegiados .

Os alimentos mais consumidos e que contribuiram de forma mais
significativa para a ingestdo de vitamina A pelas gestantes ,no dltimo
més de gestagdo, foram: o leite (consumido por 80% das gestantes
estudadas), o tomate (80%), os folhosos (70%, com predomindncia do
consumo de alface (50%) associado ou nd3o ao consumo de outros
folhosos), A cenoura (70%), a manteiga ou a margarina (60%), o figado
bovino sendo consumido por 40% das gestantes assim como os ovos e a

goiaba (fruta em periodo de safra).

Os teores de vitamina A do soro, da dieta e do colostro das
maes estudadas sdo listados na tabela 4 e apresentam grande
variabilidade interindividual, como pode ser observado através dos
valores de desvio padrdo de cada uma das médias. Os teores de
vitamina A observados sdo significantemente menores que os encontrados

no colostro e ndo apresentam correlagdo com a ingesta de vitamina A,
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dentro das condig¢des do grupo estudado. Tal resultado & coerente com a
regulagdo homeostatica do retinol circulante, que mantem as taxas
séricas relativamente constantes dentro de ampla faixa de consumo
(OLSON, 1987). O retinol sérico reflete a ingestdo de vitamina A, nas

suas diversas formas, apenas nos casos extremos.

Nas condigdes deste estudo, também ndoc foi encontrada
correlacgcdo entre o consumo de vitamina A e as taxas deste nutriente no
colostro. Estudo canadense (CHAPPELL et al., 1985) apresentou este
mesmo resultado e os autores sugeriram que o elevado teor de retinol
encontrado no colostro decorre do sequestro ativo do retinol sérico
pela glandula mamdria para compensar o limitado transporte placentéario
do nutriente. Na India (GARG et al, 1988), em estudo com ingestdes
inferiores as recomendadas, foram observadas taxas normais de retinol
no colostro, sem gque houvesse diferenca significétiva entre a
composigdo do colostro de nutrizes bem e mal nutridas. Ndo foi também
encontrada diferenga significativa entre a composicdo do colostro de
md3es paquistanesas desprivilegiadas e a relatada em literatura como
adequada (LINDLAD & RAHIMTOOLA,1974). Correlacdo minima (0,14) entre
ingestdo materna e teores de retinol foi registrada. em estudo
americano (KIM et al, 1990) utilizando leite maduro. Por outro lado,
em estudo.sueco (GEBRE-MEDHIN et al, 1976), foi registrada diferenca
significativa entre ingest3o e a composicdo em retinol do leite de
mulheres suecas (privilegiadas economicamente) e etiopes

(privilegiadas e carentes).

Foi também evidenciada a auséncia de correlacdo entre as
taxas de retinol no soro e no colostro. Considerando-se o complexo
retinol-RBP como a principal via de transferéncia de retinol do sangue
para o leite (VAHLQUIST & NIELSSON, 1979) e o rigoroso controle das
taxas fisiolégicas do retinol sérico, relativamente est&veis enquanto
houver alguma reserva hepatica, (OLSON, 1987), o resultado encontrado
foi compativel com o relatado na literatura. Entretanto, apesar desta
relativa constdncia dos niveis de retinol-RBP, a concentragdo de
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ésteres de retinol ligados a lipoproteinas aumenta proporcionalmente
com o consumo de vitamina A, sendo que a transferéncia destes
complexos para o leite pode contribuir para o total de vitamina A do
mesmo (VAHLQUIST & NIELSSON, 1979).
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6-CONCLUSOES

- Os principais carotendides encontrados no colostro de
10 m3es de RNPT atendidas no CAISM (Campinas, SP) foram 1licopeno,

a-criptoxantina, B e a-caroteno, nesta ordem.

= O grupo estudado ndo apresentou exames positivos (caréncia
de vitamina A) para o teste de impressao citolégica da conjuntiva
ocular (ICCO).

— O consumo médio de vitamina A estimado (781 + 247 ER/dia)
ndo caracteriza inadequacdo, considerando-se as recomendagdes da
RDA-1989.

- Ndo foi caracterizada hipovitaminose A no grupo estudado

de acordo com os critérios do IVACG.

- Nas condigdes deste estudo, ndo foi observada correlacgéo
entre os teores de retinol no soro e no colostro, assim como entre a

ingesta estimada de vitamina A e os mesmos teores.
~ A determinagdo de carotendéides em leite humano por CLAE,

com a utilizagdo de Sudan I como padrdo interno, mostrou-se apropriada

e conveniente.
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ANEXO

FICHA 1
1- IDENTIFICAGAO: DATA:
IDADE: _ - anos COR:
CONSUMO:: VITAMINA A DOSE/DIA: _ _ PERIODO:
ALCOOL DOSE/DIA: _ PERIODO:
FUMO CIGARRO/DIA _ _ PERIODO:

N2 PESSOAS VIVENDO DA RENDA FAMILIAR:

PUERPERA: RENDA: __ S.M.
ESCOLARIDADE: _
COMPANHEIRO: RENDA: _ _  S.M.
ESCOLARIDADE: _
OUTROS: RENDA: _ _ S.M.
: RENDA: _ _ S.M.
RENDA: _ _ S.M.
RENDA FAMILIAR: S.M.

2-DADOS OBSTETRICOS E DO RNPT:

N2 GESTAGOES: _ N2 ALEITAMENTOS:

IDADE GESTACIONAL: _ _ semanas _ _ dias AIG-PIG-GIG
DATA DE NASCIMENTO: _ _ / _ [/ _ _ SEXO: _
PESO: g ESTATURA:
INTERCORRENIAS:

DROGAS DURANTE A GRAVIDEZ:
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ANEXO: 2

QUESTIONARIO DE FREQUENCIA ALIMENTAR

Identificagdo _ _

Data:

Alimento

Frequéncia

Didria Semanal Mensal

Quantidade

Forma de
Preparo

ACELGA

ALFACE

AGRIAO

ALMEIRAO

ABOBORA

BATATA DOCE

BROCOLES

CHICORIA

COUVE

CENOURA

ERVILHA

MILHO

MANDIOQUINHA

MORANGA

PIMENTAO

PIMENTA

QUIABO

TOMATE

SALSA

CEBOLINHA

VAGEM

OUTROS

ABACATE

BANANA
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Alimento

Frequéncia

Didria Semanal Mensal

Quantidade

Forma de
Preparo

CAQUI

GOIABA

LARANJA

MAMAO

MANGA

MARACUJA

LEITE

QUEIJOS

REQUEIJAO

MANTEIGA

MARGARINA

CREME DE LEITE

FRANGO

PEIXE

CARNE DE BOI

FIGADO

OVOS

MAIONESE
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