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SUA RELACAO COM O REQUERIMENTO
NUTRICIONAL DO RECEM-NASCIDO A TERMO

Vitamin E in human milk and its relation fo the
nutritional requirement of the ferm newborn
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Miranda de Melo® Dalila Fernandes Bezerra®, Jaluza Luana Carvalho de Queiroze,
Mayara Santa Rosa Lima®, Jeane Franco Pires?, Danielle Soares BezerraP,

Monica Maria Osoriot, Roberto Dimenstein®

RESUMO

Objetivos: Determinar a concentracao de alfa-tocoferol no leite
materno em diferentes periodos de lactacdo e estimar o provavel
fornecimento de vitamina E ao lactente.

Métodos: Estudo longitudinal observacional realizado com
100 puérperas atendidas para o parto no Hospital Universitario Ana
Bezerra (HUAB) da Universidade Federal do Rio Grande do Norte
(UFRN), em Santa Cruz (RN). Foram coletados leite colostro (n=100),
leite de transicdo (n=77) e leite maduro (n=63) no seguimento
da lactacdo. O alfa-tocoferol foi analisado por cromatografia
liquida de alta eficiéncia. O fornecimento de vitamina E para o
neonato foi estimado comparando-se o requerimento nutricional
de vitamina E (4 mg/dia) com a ingestéo diéria de leite.
Resultados: A concentracdao média de alfa-tocoferol encontrada
nos leites colostro, de transicdo e maduro foi 40,5+15,0 umol/L,
13,945,2 umol/L e 8,0+3,8 umol/L, respectivamente (p<0,001).
A possivelingestdo desses leites pelo lactente forneceu 6,2 mg/dia
de vitamina E no colostro, 4,7 mg/dia no de transicdo e 2,7 mg/dia
no maduro (p<0,0001), evidenciando que apenas o Gltimo ndo
garantiu a quantidade recomendada dessa vitamina.
Conclusdes: Os niveis de alfa-tocoferol no leite diminuiram com a
progressao da lactacdo, e a provavelingestdo dos leites colostro
e de transicdo conseguiu atender ao requerimento nutricional
do lactente. O leite maduro pode fornecer menores quantidades
da vitamina E, o que torna importante o estudo dos fatores que
se associam a esses baixos niveis.

Palavras-chave: alfa-tocoferol; leite humano; lactacao;
recomendacoes nutricionais; lactente.

ABSTRACT

Objectives: To determine the alpha-tocopherol concentration
in breast milk at different periods of lactation and to estimate
the possible supply of vitamin E to the infant.

Methods: A longitudinal observational study was carried out
with 100 mothers at University Hospital Ana Bezerra (HUAB), at
Universidade Federal do Rio Grande do Norte, in Santa Cruz (RN),
Northeast Brazil. Samples of colostrum (n=100), transitional milk
(n=77), and mature milk (h=63) were collected. Alpha-tocopherol
was analyzed by high-performance liquid chromatography.
Vitamin supply to the newborn was estimated by comparing
the nutritional requirement of vitamin E (4 mg/day) with the
potential daily intake of milk.

Results: The mean alpha-tocopherol concentration found in
colostrum, transitional, and mature milk was 40.5+15.0 ymol/L,
13.945.2 umol/L, and 8.0+3.8 umol/L, respectively (p<0.001).
The possible effect of these milks offered to the infant 6.2 mg/day of
vitamin Ein colostrum, 4.7 mg/dayin transitional milk,and 2.7 mg/day
in mature milk (p<0.0001), shows that only the mature milk did
not guarantee the recommended quantity of this vitamin.
Conclusions: Alpha-tocopherol levels in human milk decrease
through the progression of lactation, and the possible intake of
colostrum and transitional milk met the nutritional requirement
of the infant. Mature milk may provide smaller amounts of vitamin
E. Thus, it is important to study the factors that are associated
with such low levels.

Keywords: Alpha-tocopherol; breast milk; lactation; recommended
dietary allowances; infant.

*Autor correspondente. E-mail: karladaniellysr@yahoo.com.br (K.D.S. Ribeiro).
aUniversidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN), Natal, RN, Brasil.

PUFRN, Santa Cruz, RN, Brasil.

‘Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife, PE, Brasil.
Recebido em 8 de julho de 2016; aprovado em 11 de outubro de 2016; disponivel on-line em 08 de junho de 2017.



Silva ALC ef al.

INTRODUCAO

A vitamina E, nomenclatura usada para descrever os compos-
tos com atividade bioldgica de alfa-tocoferol, ¢ um micronu-
triente lipossoltvel de extrema importincia aos estdgios iniciais
da vida, pois atua na defesa contra a toxicidade do oxigénio no
ambiente extrauterino e apresenta restrita transferéncia placen-
tdria para o feto durante o perfodo gestacional. Sendo assim, o
leite materno torna-se responsdvel por suprir a demanda dessa
vitamina para o neonato nesse periodo inicial e durante a lac-
tagdo,"? protegendo-o do desenvolvimento dos sinais e sinto-
mas relacionados 4 sua deficiéncia, como a anemia hemolitica,
a displasia broncopulmonar, as disfun¢ées neuroldgicas e o
aumento da mortalidade neonatal.?

O leite humano fornece aporte nutricional, imunolégico e
emocional 4 satde do lactente, sendo preconizada a prética do
aleitamento materno exclusivo até os seis meses de vida. Sua com-
posicao sofre alteracoes durante o periodo de lactagio, de acordo
com as necessidades do recém-nascido.* Sabe-se que o contetido
de vitamina E decresce conforme o tempo de lactacao, sendo o
colostro o tipo que apresenta o maior teor dessa vitamina.’

Alguns trabalhos determinaram os niveis de alfa-tocoferol
no leite materno analisando apenas um ou dois momentos da
lactagdo.®” Entretanto, quando se trata de estudos longitudi-
nais, poucos consideram a andlise da vitamina nos trés estdgios

,489 sendo

de lactagio — colostro, de transicio e maduro —
rara a abordagem com a estimativa do fornecimento de vita-
mina E ao lactente.

A Dietary Reference Intake (DRI) preconiza a ingestdo de
4 mg/dia de vitamina E (alfa-tocoferol) para criangas entre 0 e
6 meses de vida. Essa recomendacio é baseada em um valor
de ingestio adequada (adequate intake — Al) determinada por
meio do cdlculo da concentracio média de vitamina E no leite
humano produzido durante os seis primeiros meses de lactacio
e do consumo médio de 780 mL de leite ao dia.!®

Diante da importincia de um aporte nutricional adequado
em vitamina E nos processos de prevencio e promogio de satide
do neonato e da escassez de estudos longitudinais com a abor-
dagem no requerimento nutricional do lactente, este trabalho
teve como objetivos avaliar a concentragao de vitamina E (alfa-
tocoferol) em trés diferentes estdgios de lactagaio — no colostro
(até o terceiro dia pds-parto), no leite de transic¢io (entre o 7.°
e o 15.0 dia) e no leite maduro (30 dias pés-parto) —, e esti-
mar o provével fornecimento da vitamina oriunda da ingestao
do leite de lactantes.

METODO

Este estudo foi do tipo longitudinal observacional, composto

de 100 parturientes recrutadas no Hospital Universitdrio Ana

Bezerra (HUAB) da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte (UFRN), em Santa Cruz (RN), Brasil, no periodo de
2012 a 2014. Foram incluidas mulheres maiores de 18 anos
sem doengas cronicas diagnosticadas que tiveram parto termo
(>37 semanas gestacionais) com concepto tnico e sem mé-for-
magio congénita ou sindromes. Foram excluidas aquelas que
receberam suplementacio de vitamina E durante a gestagao e
o puerpério, a fim de analisar as condigoes naturais de forne-
cimento vitaminico ao recém-nascido.

Apds os esclarecimentos sobre a pesquisa, todas as parti-
cipantes assinaram o termo de consentimento livre e escla-
recido (TCLE) aprovado pelo Comité de Etica da UFRN
(CAAE 07416912.8.0000.5537). As caracteristicas gerais foram
obtidas do prontudrio clinico de cada paciente.

Foram realizadas trés coletas de leite procedentes da mesma
mulher. Os procedimentos ocorreram no ambulatério do hos-
pital ou em visita domiciliar previamente agendada com a par-
ticipante. Todos os leites colostro foram coletados no hospital
até trés dias apds o parto (n=100); os leites de transicio, entre 7
e 15 dias apds o parto (n=77); e os leites maduro, por volta de
30 a 40 dias apds o parto (n=63). As perdas no seguimento da
pesquisa foram em decorréncia da interrupgao do aleitamento
materno, das mudancas de contato telefénico ou endereco
sem aviso prévio — o que impossibilitava a marcagio da visita
domiciliar —, ou da desisténcia da participante.

As amostras foram obtidas por expressio manual de tnica
mama, no inicio e no fim da mamada, apés jejum noturno de 8
a 12 horas. Para o colostro foram realizadas duas coletas, sendo a
segunda 24 horas apés a primeira para corrigir possiveis variagoes
na concentragio do alfa-tocoferol nas primeiras secregoes de leite.

As amostras foram coletadas em tubos de polipropileno
protegidos da luz para evitar possiveis perdas vitaminicas,
transportadas sob temperatura de refrigeragio ao Laboratério
de Bioquimica dos Alimentos e da Nutri¢ao (LABAN) e arma-
zenadas a -20°C sob atmosfera de nitrogénio para posterior
extragio lipidica e andlise do alfa-tocoferol.

A anilise de alfa-tocoferol no leite deu-se segundo o método
de Ortega et al.!! adaptado. Em 1 mL de leite foi adicionada a
mesma quantidade de etanol 95% (Merck, Sio Paulo, Brasil)
para desnaturacio e precipitagio proteica, e 2 mL de hexano
(Merck, Sao Paulo, Brasil) como solvente orginico extrativo.
As aliquotas foram agitadas por 1 minuto em vértex e centri-
fugadas a 4.000 xg durante 10 minutos para, entio, o sobrena-
dante obtido — fase hexinica — ser transferido a outro tubo.
Essa etapa foi repetida mais uma vez, e a fase hexanica, evapo-
rada em banho-maria a 37°C. Para a aplica¢io em cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia (CLAE), o extrato seco foi dis-
solvido em 250 pL de diclorometano/metanol, na propor¢io
de 2:1, € 20 pL foram injetados no aparelho.
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As concentragoes de alfa-tocoferol das amostras de soro foram
determinadas por CLAE em cromatdgrafo da marca Shimadzu
(Shimadzu Corporation, Quioto, Japdo), com bomba LC 20AT
Shimadzu, acoplado a um detector SPD-20AT Shimadzu
UV-VIS e comunicador bus module CBM 20A Shimadzu com
uma coluna LiChroCART®, com fase mével metanol 100%,
fluxo 1,0 mL/min e comprimento de onda de 292 nm. O sof-
ware para andlise foi o LC Real Time analysis.

A identificacio e quantificagio do alfa-tocoferol nas amostras
foram estabelecidas por comparacio da 4drea do pico obtido no
cromatograma com a drea do respectivo padrio de alfa-tocoferol
Sigma®, em concentragio de 0,29 umol/L, confirmada pelo coe-
ficiente de extingao especifico (€ 1%, 1 cm =75,8 2292 nm)."?

A sensibilidade do método foi verificada pela determinagao
do limite de detec¢io, atingido na concentragio de 0,03 pmol/L
de alfa-tocoferol. O coeficiente de variagio foi de 0,01% na
concentragio de 0,29 umol/L para o padrio e 0,05% na con-
centracio de 41 mol/L para amostras de leite. A exatidio do
método foi avaliada por meio do teste de recuperacio, que evi-
denciou taxa de recuperagio média de alfa-tocoferol de 109%.
A curva de calibragao foi realizada usando soluc¢ées padrio do
alfa-tocoferol (Sigma®). A linearidade do método analitico
confirmou-se pela determinagio da significAncia estatistica do
coeficiente de curva de calibraciao na concentracio de 0,03 a
0,8 umol/L (r=0,9998).

Para estimar o fornecimento de vitamina E para o neonato,
comparou-se a ingestdo de leite didria com a Al de vitamina E
equivalente a 4 mg/dia. Adotou-se a ingestio de 396 mL para
o leite colostro®™ e de 780 mL/dia para as outras fases da lac-
tagao, conforme adotado pelo Institute of Medicine (IOM).'°

O tamanho da amostra foi calculado mediante o soffware
G*Power, versao 3.1.9.2, em que o resultado foi de no minimo
58 participantes para o teste bicaudal com nivel de significAncia
de 95%, poder=0,8 e medida de efeito=0,35.'

Os resultados foram expressos em média (desvio padrio).
O teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov foi aplicado
para verificar a distribui¢do da normalidade das amostras.
Para averiguar a diferenca entre as médias dos diferentes lei-
tes (colostro, de transicio e maduro), foi utilizada a Andlise de
Varidncia (ANOVA) com o teste posthoc de Tukey. Todas as
diferengas foram consideradas significativas quando p<0,05.
O software utilizado foi o Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) versao 13.0.

RESULTADOS

A populagio do estudo caracterizou-se pela idade média de
25%5,0 anos, idade gestacional do parto de 39,8£1,2 semanas,

nivel educacional no segundo grau incompleto (32%), baixa

renda familiar, ser multipara e por parte das entrevistadas ser
beneficidria de programas governamentais (37%) (Tabela 1).
A concentragao média de alfa-tocoferol diminuiu ao longo
dalactagao, sendo encontrado 40,5£15,0 umol/L no leite colos-
tro, 13,945,2 umol/L no leite de transi¢io e 8,0+3,8 umol/L
no leite maduro de 30 dias apés o parto (p<0,001) (Figura 1).
Considerando o consumo potencial didrio de leite de 396 mL/dia
no tempo colostro e 780 mL/dia para os leites de transicio e

Tabela 1 Caracteristicas gerais das 100 lactantes
atendidas para o parto no Hospital Universitario Ana
Bezerra, Santa Cruz, Rio Grande do Norte.

Caracteristicas maternas HEET Iz
médiatDP

Idade, em anos? ‘ 25,0+5,0

Idade gestacional no parto, em semanas? 39,8+1,2

Caracteristicas maternas Res;‘u:E/e: )d 03
Estado civil®
Solteira 19 (19,6)
Casada/reside com o companheiro 78 (80,4)
Escolaridade materna“
Semianalfabeta 3(3,1)
Alfabetizada 8 (8,3)
Ensino fundamental 23 (24,0)
Segundo grau incompleto 32 (33,3)
Segundo grau completo 25(26,1)
Terceiro grau 5(5,2)
Renda familiar®? (salario-minimo)
<1 65 (67,0)
1=2 25 (25,8)
2-5 7(7,2)
Ndmero de filhos® — média+DP 1,8+1,1
Tipo de parto®
Normal 78(80,4)
Cesério 19 (19,6)
Beneficidria de programa social® 37 (38,1)

?Informacao disponivel para 98 casos; binformacao disponivel para 97
casos; informacao disponivel para 96 casos; ‘renda mensal dividida
pelo nimero de moradores do domicilio. Saldrio-minimo do Brasil
equivalente a R$ 724,00.
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maduro, o colostro forneceu 6,2 mg/dia, e os leites de transi-
¢ao e maduro, 4,7 ¢ 2,7 mg/dia, respectivamente (p<0,0001).
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u | ejte colostro (n=100)
= Leite de transicdo (n=77)
Leite maduro (n=63)
*Diferencas estatisticamente significativas em comparacio ao
leite colostro (p<0,001), ANOVA, pbs-teste Tukey. As barras de
dispersao nas colunas representam o desvio padrao das médias.

Figura 1 Concentracdo média de alfa-tocoferol no leite
materno em diferentes periodos de lactacdo.

O fato evidenciou que o leite colostro, mesmo em menor volume
ingerido, forneceu maiores quantidades de vitamina E ao lac-
tente. Ao comparar a provdvel ingestao didria de leite com a
recomendacio nutricional da vitamina (4 mg/dia), observou-
se que apenas o leite maduro nio atingiu a Al proposta para o

lactente menor de seis meses (Figura 2).

DISCUSSAO

O aleitamento materno ¢ de extrema importancia para a
satide do neonato, por conta de sua agio na diminui¢io da
prevaléncia de doencas infecciosas, diarreia e mortalidade
infantil e do risco de alergias & proteina do leite, além de
sua atuagdo protetora em longo prazo.” Em relagio a vita-
mina E, as criangas amamentadas apresentam maiores niveis
de alfa-tocoferol circulante, essencial nessa fase da vida para
o desenvolvimento dos sistemas imunolégico e pulmonar,
a montagem da matriz extracelular do sistema vascular e
o desenvolvimento mental, além da preven¢io de anemia
hemolitica e displasia broncopulmonar.'®

De forma geral, a0 comparar os resultados com a literatura,
percebe-se que os niveis da vitamina nos leites estdao de acordo
com estudos envolvendo lactantes de paises desenvolvidos e
em situages de seguranca alimentar.” A concentragio de alfa-

tocoferol no leite colostro foi superior  de lactantes polonesas,®

Fornecimento de alfa-tocoferol
por meio do leite materno (mg/dia)

Leite colostro
(n=100)

(n=77)

Leite de transicdo

*Diferencas estatisticamente significativas em comparacao ao leite colostro (p<0,0001), ANOVA, pbs-teste Tukey.

T T 1
Leite maduro Recomendacao diéria
(n=63) de vitamina E

Figura 2 Estimativa da ingestdo média de vitamina E por lactentes no decorrer da lactacdo, considerando o volume

de leite ingerido ao dia.
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inferior ao estudo realizado na Espanha’ e semelhante & concen-
tragio encontrada no Brasil."”?° Quanto aos leites de transicio
e maduro, a concentra¢io média encontrada foi semelhante a
um estudo longitudinal também realizado no Brasil® (Tabela 2).

Szlagatys-Sidorkiewicz et al. sugerem que maiores concen-
tragoes de alfa-tocoferol no colostro atuam como um meca-
nismo compensatdrio, visto que maior aporte dessa vitamina
é necessdrio nos primeiros dias de vida em funcio do aumento
do estresse oxidativo no momento do parto, quando o neonato
entra em contato com um ambiente hiperoxémico e necessita
de compostos antioxidantes para evitar a peroxidagao lipidica
das membranas. Outro fato a acrescentar é a baixa reserva cor-
poral da vitamina ao nascer em virtude da limitada transferén-
cia placentdria."?!

A diminuic¢ao dos niveis de alfa-tocoferol no leite é explicada
pelo fato de que, apds os primeiros dias de lactagio, a sintese
e a secre¢do de triglicerideos aumentam, sem haver aumento
proporcional na secregao de fosfolipidios e de outros compo-
nentes da membrana dos glébulos de gordura. Dessa forma, hd
reducio significativa nos niveis do alfa-tocoferol, uma vez que
maior parte dessa vitamina ¢ secretada como um constituinte
da membrana desses glébulos.?

Na fase do leite maduro, o leite materno deixa de sofrer
grandes variagoes na sua composigio, fazendo com que os niveis
de alfa-tocoferol passem a se manter constantes ao longo do
tempo.” Antonakou et al."” evidenciaram nao haver diferenca
significativa entre as concentragoes de alfa-tocoferol no leite
maduro entre o primeiro, o terceiro e o sexto més de lactacio.
Os dados do presente estudo podem ser representativos do
seguimento da lactacio.

Embora a quantidade de alfa-tocoferol ofertada ao lactente
seja reduzida com o avanco das fases de lactagio, destaca-se
haver aumento do volume de leite consumido pelo recém-nas-

cido com o decorrer do tempo para suprir o seu requerimento

nutricional.” Neste estudo, o leite maduro nio forneceu a Al
de vitamina E para o lactente. Antonakou et al.”” ¢ Kamao

et al.??

também demonstraram que os niveis de alfa-tocoferol,
a0 atingirem o estdgio de leite maduro, forneceram quantidade
inferior & recomendacio nutricional da vitamina, fato justifi-
cado pelo declinio natural na composicio dessa vitamina no
leite. Este estudo nio avaliou os possiveis determinantes para
a baixa concentracio de alfa-tocoferol no leite, e a literatura
nao demonstra claramente se a dieta ou o stazus de vitamina E
materno pode influenciar essa composicio.”

E importante ressaltar que a recomendagio do IOM ¢
baseada na quantidade média de leite ingerida pelos lactentes
de 0 a 6 meses de vida (780 mL), sem considerar as alteracdes
na producio de leite materno durante as fases de lactagao.™
Traber® afirma que a quantidade de vitamina E recomendada
para consumo didrio ainda é controversa, podendo ser inade-
quada para alguns grupos populacionais. Diante disso, mais
investigagoes acerca dos fatores que podem afetar a composi-
¢ao de alfa-tocoferol no leite materno durante a lactacio sio
importantes para fornecer subsidios no estabelecimento das
ingestoes dietéticas de referéncia e como critério na avaliagio
do consumo de vitamina E por lactentes.

Os beneficios do aleitamento materno para o lactente sao
indiscutiveis, uma vez que o leite humano apresenta composi-
¢ao nutricional balanceada, proporcionando melhor biodispo-
nibilidade de nutrientes, além de conter fatores de crescimento,
enzimas e horménios que fornecem intimeras vantagens imuno-
l8gicas e psicoldgicas, diminuigio da morbidade e mortalidade
infantil, entre outros beneficios & satide em longo prazo.2

Considerando-se que o presente estudo constatou diminui-
¢do na concentragao de alfa-tocoferol no leite materno com o
avango dos estdgios de lactagio e a provdvel menor oferta da
vitamina ao lactente no estdgio de leite maduro, sugere-se o

desenvolvimento de estudos que avaliem os fatores determinantes

Tabela 2 Estudos longitudinais com valores de alfa-tocoferol em leite humano de diferentes fases da lactacéo.

Alfa-tocoferol

Alfa-tocoferol no Alfa-tocoferol

Autoria/Ano = no colostro* leite de transicao* no leite maduro*
8
giqupos (2005) Brasil 30,548,5 9,144,0 9,141,6
. -
Q_UlleS et al. (2006) Espanha 38,0 20,0
n=15
B . 4
Martysiak-zurowska etal. (013" | pojgnia 23,243,5 10,3422 6,82,0
Presente estudo (2016) Brasil 40,5+15,0 13,952 8,0+3,8

*Valores em pumol/L, referidos como médiatdesvio padrdo; **o artigo ndo informa o valor do desvio padrdo.

Rev Paul Pediatr. 2017;35(2):158-164



Silva ALC ef al.

associados a esses baixos niveis no leite. Outra questao impor-
tante é estimular a assisténcia nutricional do binémio mae—
filho no seguimento da lactagio para combater uma possivel
deficiéncia dessa vitamina, seja por meio do estimulo ao con-
sumo de seus alimentos fonte, seja pela possivel suplementa-
¢0 materna com essa vitamina, uma vez que hd evidéncias de
que a suplementagio materna no pds-parto pode refletir em
aumento na concentracio de alfa-tocoferol no leite materno.?”
Naio hd orientagio de suplementar a crianga com vitamina E
no seguimento da lactagio, mesmo porque a sua deficiéncia é
pouco explorada na literatura.

Por fim, este trabalho demonstrou que a vitamina E

diminui no leite humano com o progredir da lactacio e que
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