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RESUMO

TRINTA, Vania de Oliveira. Analise quimica da biodisponibilidade de micronutrientes
inorganicos em leite humano ordenhado. 100 f. 2017. Dissertagdo (Mestrado em Salde
Perinatal) - Programa de Mestrado Profissional em Saude Perinatal, Maternidade Escola,

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

O emprego de analises de especiacdo quimica com utilizagdo da técnica de
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado tem gerado novos
conhecimentos na area da Saude sobre a composicdo quimica de micronutrientes e sua
associacdo a biomoléculas no leite humano. Este estudo objetivou quantificar os teores de
ferro, de cobre, de zinco e de iodo e realizar a especiacdo destes elementos no leite cru de
puérperas adultas da Maternidade Escola da Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brasil,
que tiveram parto pré-termo e a termo nas fases de colostro, leite de transicdo e leite maduro.
Os teores encontrados de ferro, de cobre, de zinco e de iodo no leite das puérperas de parto
prematuro e de parto a termo foram: 0,9967mg/L e 0,7369mg/L; 0,5058mg/L e 0,2338mg/L;
4,4158mg/L e 2,9062mg/L; 0,4575mg/L e 0,2685mg/L. A andlise de especiacdo evidenciou
os padr@es de associacBes de ferro, de cobre, de zinco e de iodo a biomoléculas presentes nas

amostras de leite cru de puérperas de parto prematuro e de parto a termo.

Palavras-chave: Leite Humano. Aleitamento Materno. Micronutrientes. Espectrometria de
Plasma Indutivamente Acoplado.



ABSTRACT

New knowledge on the chemical composition of micronutrients and its association
with biomolecules in human milk has been generated by using inductively coupled plasma
mass spectrometry. The objective of the study was to quantify the iron, copper, zinc and
iodine contents and to perform the speciation of these elements in raw milk of preterm and
full term adult mothers in the Maternidade Escola da Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Brazil, in phases of colostrum, transitional milk and mature milk. The iron, copper, zinc and
iodine levels found in the milk of the preterm and full term delivery mothers were:
0.9967mg/L and 0.7369mg/L; 0.5058mg/L and 0.2338mg/L; 4.4158mg/L and 2.9062mg/L;
0.4575mg/L and 0.2685mg/L.The patterns of iron, copper, zinc and iodine associations to
biomolecules, present in raw milk samples of the preterm and full term delivery mothers,

were evidenced by speciation analysis.

Keywords: Human Milk. Breastfeeding. Micronutrients. Inductively Coupled Plasma Mass

Spectrometry.
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1 INTRODUCAO

A nutricdo adequada € de extrema importancia na atencdo ao prematuro. A exemplo
de carboidratos, proteinas e lipidios, é necessaria a oferta apropriada de micronutrientes, para
dar suporte ao pleno desenvolvimento, a taxa de crescimento acelerado e a protecdo contra
infeccbes. O recém-nascido prematuro inspira atengdo maior no que tange ao cuidado
nutricional, pois apresenta risco aumentado para caréncias de vitaminas e minerais.

Estudos revelam a existéncia de uma complexa interacdo entre nutrientes e genes e,
portanto, a nutricdo recebida na fase precoce da vida ou em periodos criticos do
desenvolvimento pode afetar a expressdo genética do individuo.

Assim, o desequilibrio nutricional nestas situacdes, seja tanto pela oferta excessiva
guanto pela oferta deficiente de nutrientes, pode gerar alteracGes na diferenciacao celular e no
desenvolvimento tecidual, causando danos que irdo impactar negativamente sobre a salde em
fases posteriores da vida. A relacgdo entre nutrigdo na fase inicial precoce da vida e 0 genoma
influencia os mecanismos disparadores dos processos de salde e de doenca do individuo.
Quando desfavoravel esta interacdo abre campo para o surgimento de doengas que
representam 0s principais problemas de salde publica no cenédrio mundial: obesidade,
disturbios cardiovasculares, doencas imunes e autoimunes, doencas neuroldgicas e
neurodegenerativas e alguns tipos de cancer.

O leite materno é mais que um alimento seguro: trata-se de um complexo sistema
biolégico que confere ao recém-nascido nutricdo e protecdo contra doencas transmissiveis e
ndo transmissiveis (ALMEIDA, 1999). Além de atender aos requisitos nutricionais e
imunolégicos do bebé, é compativel ao desenvolvimento do trato gastrointestinal imaturo
(JAKAITIS; DENNING, 2014; MARTIN; LING; BLACKBURN, 2016). A alimentacdo com
leite humano respeita a programacdo metabolica inicial do individuo, auxilia sua maturagéo e
favorece o desenvolvimento adaptativo do recém-nascido, promovendo impacto positivo na
sua saude, ndo apenas no inicio precoce da vida pos-natal, mas também ao longo prazo, ou
seja, na fase adulta (ZHOU et al., 2015). Tais beneficios tornam o leite materno a melhor
opcdo de nutricdo do lactente, especialmente nas situacGes de nascimento prematuro
(BRASIL, 2013; PRENTICE et al., 2016).

Para melhor atender as necessidades nutricionais imunologicas e antioxidantes do
lactente ao longo do seu desenvolvimento, a composic¢ao do leite materno se modifica com o
tempo, a partir do colostro até atingir o estadgio chamado de maduro, tendo uma ampla
variacdo no volume produzido (ANVISA, 2008; BALLARD; MORROW, 2013; PRENTICE



14

etal., 2016; LONNERDAL, 2014). No colostro, observa-se um maior teor protéico, ao passo
que o leite maduro fornece um maior aporte de gordura.

Do ponto de vista nutricional, o papel dos micronutrientes presentes no leite humano
merece maiores estudos, quando comparados aos macronutrientes, especialmente entre
prematuros, e tem-se observado um interesse cada vez maior por esta tematica, em virtude do
seu impacto na salde (FERNANDEZ-MENENDEZ et al., 2016). Enquanto que a
composicdo dos macronutrientes € amplamente discutida em termos tanto quantitativos
quanto qualitativos, os micronutrientes usualmente sdo abordados unicamente em termos
quantitativos, sob a ética de padrdes de recomendacBes de ingestdo diaria (REMY et al.,
2004).

Ainda que quantitativamente as formulas industrializadas atendam as normativas do
Codex Alimentarius, do ponto de vista qualitativo, o produto traz desvantagens ao ser
comparado ao leite humano, como a auséncia de fatores de defesa, o risco aumentado para o
surgimento de infecgbes do trato gastrintestinal e respiratorio, alergias e inadequacGes
nutricionais (GONCALVES; MELO, 2014; ARPINI; ARPINI, 2014).

Na abordagem nutricional de prematuros, os aspectos qualitativos ganham especial
destaque, por estes serem individuos naturalmente mais desprotegidos e suscetiveis as
complicagdes decorrentes de processos inflamatdrios e infecciosos ou da oferta de nutricéo
que ndo seja a mais adequada para dar suporte as suas necessidades. Neste sentido, a
biodisponibilidade dos elementos traco presentes no leite humano é um dos fatores que
destacam seus atributos de qualidade frente aos requisitos do prematuro (JAKAITIS;
DENNING, 2014; ZHOU et al., 2015; MARTIN; LING; BLACKBURN, 2016; PRENTICE
et al., 2016), pois permite um aproveitamento mais eficiente destes micronutrientes, ainda que
guantitativamente seus teores sejam inferiores aos do produto industrializado.

No campo da ciéncia dos alimentos e da nutricdo, a identificacdo e a quantificacdo de
formas quimicas individuais dos nutrientes inorganicos, como a associacdo a biomoléculas,
tem se revelado cada vez mais impactante do que o conhecimento isolado sobre a composicéo
elementar de nutrientes, tendo em vista a atuacdo das espécies quimicas individuais nos
processos metabolicos. Isso poderia explicar por que os micronutrientes do leite humano,
mesmo quando em quantidades totais inferiores as das formulas industrializadas, sdo melhor
aproveitados pelos lactentes. O desenvolvimento de novas tecnicas analiticas tem beneficiado
gradativamente a disseminacdo de conhecimento sobre a especiacdo de elementos em areas
como a da Salde e a da Ciéncia dos Alimentos (REMY et al., 2004; FERNANDEZ-
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SANCHES et al., 2012; FERNANDEZ-MENENDEZ et al., 2016), permitindo uma nova
percepcéo sobre composicao nutricional.

O aumento alarmante das taxas de morbi-mortalidade infantil a partir da década de
1940, especialmente nos anos de 1970 (ALMEIDA, 1999) fez florescer, a partir do inicio da
década de 1980, a adocdo de acgdes e politicas publicas em prol do aleitamento materno,
destacando-se o Programa Nacional de Incentivo ao Aleitamento Materno (PNIAM), o grupo
de apoio Amigas do Peito, a Rede Brasileira de Bancos de Leite Humano (rBLH-Br) e a
iniciativa hospital amigo da crianca. Dentre os objetivos destas acOes e politicas publicas esta
a realizacdo de condutas para tornar o leite humano acessivel ao maior numero possivel de
recém-nascidos e lactentes, incluindo aqueles em situacfes de prematuridade e internados em
unidades de terapia intensiva neonatal (ANVISA, 2006; 2008; BRASIL, 2013).

As particularidades que rondam a internacdo de prematuros nas unidades de
neonatologia acarretam uma taxa de aleitamento menor que a observada entre nascidos a
termo e que praticam Alojamento Conjunto (AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS,
2012). Por parte das maes, ha o estresse advindo de fatores tais como o medo que as proprias
unidades provocam, por serem ambientes onde vida e morte convivem de forma proxima, o
medo do apego ao filho que talvez ndo sobreviva, os termos desconhecidos e a ansiedade em
ordenhar o volume prescrito, constituindo-se em fatores que comprometem a producgédo de
leite. Por parte das instituicbes, ha barreiras que impedem a permanéncia integral da mae
durante toda a internacdo do filho, a falta de apoio a aces que promovam o aleitamento e a
opcdo pela seguranca na prescricdo, advinda da abordagem quantitativa das formulas
industrializadas, em cujos rétulos é possivel encontrar niveis aumentados de micronutrientes
(SASSA et al., 2014).

Nos seus mais de trinta anos de existéncia, a rede brasileira de bancos de leite humano
tem trabalhado efetivamente em prol do aleitamento materno e da saude do grupo materno-
infantil, difundindo o uso do leite humano como um alimento funcional. Sob esta ética, dentre
0s compromissos assumidos na Carta de Brasilia de 2015, pelos representantes de 22 paises
gue integram a hoje denominada Rede Global de Bancos de Leite Humano (rBLH), esta, no
seu quinto item, o acordo de “Fomentar a pesquisa cientifica e o desenvolvimento tecnologico
voltados a ampliagédo do uso do leite humano como alimento funcional e recurso terapéutico
para recém-nascidos e lactentes” (REDE BRASILEIRA DE BANCO DE LEITE, 2015, p.1).

A avaliacdo da biodisponibilidade de micronutrientes inorgénicos, através do
emprego da anlise quimica de especiacdo, podera apontar a biodisponibilidade de elementos

traco no leite humano. A realizagdo de estudos desta natureza vai ao encontro do
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compromisso assumido pela Rede Global de Bancos de Leite Humano, por apresentar
potencial para contribuir cientificamente com as discussfes sobre o incremento do uso
terapéutico do leite humano.

A percepcdo dos micronutrientes inorganicos sob a otica qualitativa, podera trazer
novo embasamento as discussdes sobre praticas assistenciais ao prematuro no ambito da
nutricdo, colaborando para o fortalecimento da opgdo pelo leite humano como recurso

terapéutico no ambiente das Unidades de Neonatologia.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Leite Humano

Nos primeiros seis meses de vida, a recomendacgdo da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) é a oferta exclusiva de leite materno, que é indicado como o alimento mais natural e
seguro a ser utilizado neste periodo (ANVISA, 2008; 2014; BRASIL, 2010; 2013; 2014;
2015; TURIN; OCHOA, 2014), apds o qual deve ser complementado e continuado até os dois
anos ou mais (BRASIL, 2015). Estudos reconhecem que a nutricdo precoce pés-natal, além
de promover de forma adequada o crescimento e o desenvolvimento do lactente, também
oferece beneficios que serdo percebidos na fase adulta (AMERICAN ACADEMY OF
PEDIATRICS, 2012; PRENTICE et al., 2016).

Dentre os atributos de qualidade do leite humano, destacam-se o fato de respeitar a
imaturidade gastrointestinal do recém-nascido, fortalecer seu sistema imune igualmente
imaturo, bem como propiciar beneficios psicologicos e emocionais (JAKAITIS; DENNING,
2014; MARTIN; LING; BLACKBURN, 2016). Ainda, o impacto sobre a satde do individuo
nutrido com leite humano ndo se restringe a etapa inicial da vida pds-natal, mas sim, repercute
ao longo prazo, programando a qualidade de vida na fase adulta, ao diminuir o risco de
ocorréncia de obesidade, de leucemia, de linfomas, de doencas inflamatorias intestinais, de
distdrbios cardiovasculares e de doencas crénico-degenerativas ndo transmissiveis (DCNT)
(AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2012; PRENTICE et al., 2016).

O leite materno € um sistema bioativo e dindmico (ALMEIDA, 1999; ALMEIDA;
NOVAK, 2004; TURIN; OCHOA, 2014), que para melhor atender as necessidades
nutricionais e imunoldgicas do lactente ao longo do seu desenvolvimento, tem sua
composicdo modificada, desde colostro até leite maduro. Assim, do parto até o término da
lactacdo, ha a producdo, por parte da mée, de um alimento funcional espécie-especifico,
ajustado as demandas de crescimento e de desenvolvimento do seu filho.

No colostro, observa-se um maior teor protéico e maior quantidade de
imunoglobulinas e minerais, ao passo que o leite maduro fornece um maior aporte de gordura
(BRASIL, 2015; TURIN; OCHOA, 2014). A maior quantidade de agentes de defesa,
presentes no colostro, evidencia a perfeita sincronia entre a composicdo do leite que
inicialmente é produzido e a fase de adaptacdo do recém-nascido ao ambiente extra-uterino,

indicando que a primeira funcdo do leite materno é imunizar e estimular o trofismo e a
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colonizagdo do trato gastrointestinal, preparando-o para a etapa posterior, que € a nutricdo e o
ganho de peso (TURIN; OCHOA, 2014).

O teor de lipidios e de proteinas do leite humano pode estar associado ao menor risco
de ganho de peso excessivo e de adiposidade (PRENTICE et al., 2016). O conteddo de
minerais do leite humano corresponde a cerca de 1/3 do existente no leite de vaca. Esta
caracteristica, aliada ao menor teor de proteinas, o qual é compativel ao ritmo de crescimento
de nossa espeécie, confere sincronia entre a carga de solutos da dieta e a imatura funcao renal
do lactente (BALDAN; FARIAS; BACARO, 2013; BRASIL, 2013).

2.2 Leite Humano e Prematuridade

O leite humano contém indmeros elementos que promovem ndo somente a nutricdo
adequada, mas também a efetiva protecdo contra processos infecciosos e inflamatérios.
Ainda, contém bifidobactérias, que irdo estimular a colonizacdo saudavel do intestino do
prematuro e o desenvolvimento de seu sistema imunoldgico (CASTELLOTE, et al., 2011,
BALLARD; MORROW, 2013).

Nos casos de prematuridade, ha um risco aumentado para ocorréncia de infec¢des, que
tendem a cursar com maior gravidade, pois além da condicdo de acentuada vulnerabilidade, o
recém-nascido é introduzido de forma precoce a vida extra-uterina, tendo de responder
abruptamente a esta (BRASIL, 2013; PRENTICE et al., 2016). Assim como o sistema imune,
também o trato gastrointestinal é forcado a se adaptar precoce e rapidamente, iniciando suas
fungdes sem estar totalmente desenvolvido (JAKAITIS; DENNING, 2014).

Por sua composicdo rica e complexa, o leite humano confere a salde do prematuro
inimeros beneficios, diminuindo o risco de agravos tais como enterocolite necrozante e
demais doencas do trato gastrointestinal, retinopatia da prematuridade, sindrome metabdlica e
deficiéncias neurodesenvolvimentais (AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2012).

E no terceiro trimestre da gestacdo que da-se mais efetivamente a transferéncia mae-
filho de agentes com funcdo antioxidante e imunobiol6gicos, num preparo fisiolégico para o
parto (NOGUEIRA; BORGES; RAMALHO, 2010). Este preparo & importante, pois 0
nascimento representa para o bebé uma condicdo de estresse oxidativo e de exposicdo aos
microrganismos do meio extra-uterino.

As reacOes induzidas pelos radicais livres geram produtos oxidativos, capazes de lesar

estruturas celulares e teciduais. A estes efeitos nocivos da-se o nome de estresse oxidativo
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(SARNI et al., 2010). Se em quantidades normais os radicais livres representam um estimulo
para o adequado funcionamento do sistema imunoldgico, na vigéncia de situacdes nas quais
as defesas antioxidantes estdo diminuidas, tem-se o efeito oposto.

No caso do nascimento prematuro, O estresse oxidativo encontra cenario mais
favoravel a sua ocorréncia, a qual acontece de forma mais exacerbada (NOGUEIRA;
BORGES; RAMALHO, 2010), e com maior impacto adverso. Esta exacerbacdo da-se em
funcdo da sobreposicao de duas condicdes desfavoraveis ao prematuro: excesso de producédo
de elementos oxidantes e caréncia de defesas para combaté-los. Uma vez que a gestacdo €
finalizada antes do termo, o prematuro ndo tem o apropriado tempo para preparar seu sistema
imunolégico e o mecanismo proprio de defesa contra a agressao oxidativa, ao passo em que é
privado da transferéncia materna de tais beneficios (OVEISI et al., 2010).

Na vigéncia do estresse oxidativo, ha a ocorréncia de uma situacao fisioldgica na qual
observa-se 0 aumento das espécies reativas de oxigénio (ROS). Para cessar este processo, ha a
necessidade de agentes antioxidantes. A auséncia desta defesa implica no aumento de
peroxidacdo lipidica, com formacdo de produtos toxicos, que irdo agredir as membranas
celulares (NOGUEIRA; BORGES; RAMALHO, 2010; SARNI et al., 2010). Desta forma,
esta aberto o caminho para o surgimento de lesdo aguda.

A prematuridade, por si s6, traz consigo uma condicdo de vulnerabilidade do sistema
antioxidante. Ao associarmos a esta vulnerabilidade o fato de que muitas vezes o recém-
nascido prematuro necessita da introducdo da oxigenoterapia, teremos um cenario de
formacdo de grande quantidade de radicais livres. Portanto, o prematuro é mais susceptivel a
danos oxidativos das mucosas, que lesionadas, perdem sua integridade e ficam mais expostas,
aumentando o risco de doengas como a retinopatia da prematuridade, doenca pulmonar
crbnica e enterocolite necrosante (OVEISI et al., 2010).

Em sua composicdo, o leite humano possui um arsenal antioxidante, capaz de cessar e
prevenir os danos oriundos da agressdo celular promovida pelo estresse oxidativo. Além de
agentes enzimaticos, como a glutationa, a superdxido dismutase e catalases, também estao
presentes defesas ndo enzimaticas, como as vitaminas A, E e C, e 0s minerais zinco e cobre
(TRINDADE, 2005). Por este motivo, representa a nutricdo mais adequada para dar suporte a
demanda antioxidante do prematuro.

O leite humano supre necessidades do prematuro que véo além da alimentacéo e da
nutricdo (BALLARD; MORROW, 2013). Os fatores de protecédo presentes no leite humano
sdo inumeros, e incluem componentes celulares, oligossacarideos, lipidios, hormdnios,

bifidobactérias, componentes do sistema complemento, imunoglobulinas e enzimas bioativas
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(JAKAITIS; DENNING, 2014), que agem tanto isoladamente quanto de forma sinérgica. Os
fatores de protecdo estdo em maiores niveis no leite de mulheres que tiveram o parto
prematuro do que no leite daquelas que tiveram o parto a termo, como um mecanismo de
compensacao frente ao tempo de gestacdo encurtado (CASTELLOTE et al., 2011; TURIN;
OCHOA, 2014).

As imunoglobulinas conferem imunidade passiva e estimulo ao desenvolvimento
intestinal do prematuro, sendo que a do tipo A (IgA) encontra-se em maior quantidade que as
demais (CASTELLOTE et al., 2011; JAKAITIS; DENNING, 2014). A IgA encontrada no
leite humano é do tipo secretoria, produzida na glandula maméaria pelos plasmécitos
provenientes principalmente do tecido linféide do intestino materno, constituindo o chamado
ciclo bronquioenteromamario. Desta forma, ao amamentar seu bebé, a mae lhe transfere sua
historia imunolodgica (BRASIL, 2013).

O leite humano possui grande quantidade de proteinas com acdo bioativa,
(CASTELLOTE et al., 2011; LONNERDAL, 2016), bem como o-antitripsina e al-
antiguimotripsina, agentes que limitam a degradacéo protéica, e que estdo aumentados no leite
de mulheres que tiveram parto prematuro (LONNERDAL, 2016). A diminuic&o da protedlise
¢ um fator importante para o desenvolvimento do recém-nascido, pois preserva a agao
bioativa de proteinas como lizosima, lactoferrina e caseina.

A lactoferrina possui capacidade de quelar o ferro, impedindo-o de circular livre no
organismo. Tal propriedade preserva a biodisponibilidade do micronutriente, aumentando seu
aproveitamento pelo prematuro. A acao bacteriostatica da lactoferrina da-se também através
da capacidade quelante da proteina, pois impede a utilizacdo do ferro livre por enterobactérias
patdgenas, restringindo assim seu crescimento (JAKAITIS; DENNING, 2014;
LONNERDAL, 2016).

Além de restringir o crescimento microbiano, a lactoferrina desempenha importante
fungdo na maturagdo intestinal do prematuro (JAKAITIS; DENNING, 2014). No intestino, a
lactoferrina se liga a sitios especificos, e ao ser metabolizada, participa dos processos de
diferenciacdo e de proliferacdo celular. Ainda, por afetar a expressdo de citocinas, a
lactoferrina possui também a propriedade de modular a resposta imune do prematuro.

O crescimento e o desenvolvimento intestinal do prematuro sdo beneficiados pela
velocidade da protedlise, a qual vai aumentando ao longo do crescimento do bebé e do curso
da lactacdo (LONNERDAL, 2016). Assim, na fase de colostro, o leite materno apresenta
concentra¢do aumentada de lactoferrina e de agentes limitadores de protedlise, ao passo que 0

prematuro recém-nascido apresenta baixa capacidade de metabolizacdo de proteinas advindas
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da dieta. Esta combinacdo resulta em degradacdo proteolitica mais baixa, a qual favorece a
promoc¢do do crescimento intestinal. Com o avanco do tempo, os niveis de lactoferrina, bem
como de o-antitripsina ¢ al-antiquimotripsina, decaem, enquanto o0 prematuro vai
aumentando a eficiéncia de metabolizacdo de proteinas. Desta forma, ha um aumento da
protedlise, fator estimulador para a diferenciacdo celular melhorada do epitélio intestinal.

A lisozima atua rompendo a membrana celular das bactérias Gram positivas, e a maior
concentracdo conhecida desta enzima esta no leite humano. A lisozima potencializa a acdo da
IgA e do complemento, e atua de forma sinérgica com a lactoferrina sobre bactérias Gram
negativas, como Salmonella typhimurium e E. coli (JAKAITIS; DENNING, 2014,
LONNERDAL, 2016).

O uso do leite materno durante o periodo de internagdo na unidade de terapia
intensiva, além de facilitar o apego maée-filho, proporciona melhor resposta a terapia
medicamentosa, evita deficiéncias nutricionais, reduz o tempo de internacdo e diminui o risco
de reinternacGes apos a alta hospitalar, tornando-o o melhor alimento a ser administrado ao
prematuro neste periodo (AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2012; BRASIL, 2013;
PRENTICE et al., 2016).

2.3 Formulas Industrializadas

Fatores como o desenvolvimento da industria de alimentos, a insercdo da mulher no
mercado de trabalho e o marketing abusivo em torno de sucedaneos do leite materno, foram
tornando o desmame uma pratica cada vez mais precoce e recorrente, com predominio do
aleitamento artificial (BALDAN; FARIAS; BACARO, 2013; ALMEIDA; NOVAK, 2004).
Desta forma, observou-se um aumento alarmante das taxas de morbi-mortalidade infantil a
partir da década de 1940, especialmente nos anos de 1970 (ALMEIDA, 1999).

Enquanto que o leite humano sofre gradualmente transformagfes em sua composi¢édo
ao longo da lactacdo, adequando-se as demandas nutricionais e imunologicas do
desenvolvimento do lactente (BALLARD; MORROW, 2013), o0 mesmo nao acontece com as
formulas industrializadas: estas sdo desenvolvidas para atender perfis determinados,
apresentando um padréo de composi¢do obediente as recomendacdes de ingesta nutricional.

As férmulas infantis corriqueiramente mais utilizadas sdo produtos a base de leite de

vaca. Ao longo do processo industrial, este leite é modificado, no intuito de melhorar sua
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digestibilidade e aproxima-lo da composic¢éo nutricional do leite humano (MARTIN; LING;
BLACKBURN, 2016). Desta forma, as modificagdes mais comuns sao:

» proteinas: reducdo do teor total de proteinas e acréscimo de proteinas do soro, para
aumentar a propor¢do destas em relacdo a quantidade de caseina, visando melhorar a
digestibilidade do produto. Aminoécidos também costumam ser acrescentados,
especialmente a taurina, essencial para o desenvolvimento do tecido nervoso.

» lipidios: inicialmente o leite é desnatado, e posteriormente recebe Oleos vegetais
poliinsaturados, para melhorar o perfil lipidico e a digestibilidade da férmula. Alguns
produtos utilizam também Gleo de peixe e gordura lactea em sua composigdo, para
aumentar a oferta de &cidos graxos essenciais.

» glicidios: as formulas podem utilizar tanto a lactose, a exemplo do leite humano,
como mistura de glicidios (maltodextrina/maltose/lactose) ou mesmo apenas a
maltodextrina.

» vitaminas: sdo acrescentadas, para atender as recomendac@es nutricionais.

» minerais: o conteudo mineral do leite integral é reduzido e aproximado ao teor de
minerais do leite humano. A maioria das formulas recebe acréscimo de ferro.

Apesar de atenderem as recomendacBes preconizadas no Codex Alimentarius
(GONCALVES; MELO, 2014; ARPINI; ARPINI, 2014), as féormulas infantis industrializadas
destacam-se do leite humano pela auséncia de fatores de protecdo, bem como pelo risco
aumentado para o surgimento de infec¢bes do trato gastrintestinal e respiratério, alergias e
inadequac@es nutricionais.

Estas caracteristicas evidenciam a situacdo de desvantagem das formulas em relacdo
ao leite materno (LONNERDAL, 2014) na promogéo de salde, & luz da seguranca alimentar.
A desvantagem torna-se mais expressiva quando extrapolamos a questdo para o prematuro,
pois a alimentacao artificial ndo é capaz de atender a demanda nutricional e imunoldgica deste
grupo com a mesma eficiéncia que o leite humano (BALLARD; MORROW, 2013).

2.4 Importéancia dos Minerais Ferro, Cobre, Zinco e lodo na Nutri¢cdo do Prematuro

O colostro apresenta uma concentra¢do mineral superior a do leite maduro; todavia, de

uma forma geral, as necessidades do lactente sdo satisfeitas até os 6 meses, sem sintomas de
deficiéncia (BRASIL, 2015).
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Os prematuros necessitam, a exemplo da adequagéo do teor de macronutrientes, de um
aporte ajustado de micronutrientes, para dar suporte ao seu desenvolvimento pleno, tendo em
vista sua elevada taxa de crescimento. Ainda, por estes serem 0S organismos mais sensiveis
as deficiéncias de elementos essenciais e as infeccles, a nutricdo possui particular papel de
destaqgue (MORGANO et al., 2005).

Por apresentar baixos estoques de oligoelementos ao nascimento, a0 mesmo tempo em
que sofre maior demanda de mobilizacdo de micronutrientes, 0 prematuro esta exposto a um
risco aumentado para desenvolver caréncias, ainda que as mesmas nao cursem com quadro
clinico explicito (TRINDADE, 2005).

Ferro (Fe), zinco (Zn), cobre (Cu) e iodo (I) sd&o chamados de micronutrientes,
oligoelementos ou elementos traco (TRINDADE, 2005). Apesar de serem necessarios em
pequenas quantidades, sua deficiéncia compromete o bom funcionamento do organismo, ja
que estes minerais atuam em diversas e importantes vias metabdlicas. Niveis adequados de
ferro, de cobre e de iodo sdo necessarios a manutencdo dos processos metabolicos,
desenvolvimento tecidual e crescimento pleno do lactente, especialmente nos casos de
prematuros (REMY et al., 2004).

O iodo destaca-se por apresentar importante papel nas funcgdes cognitivas,
neuroldgicas e motoras do lactente (CAMPOS; RAMOS, 2013); portanto, deve estar presente
em niveis adequados e com boa biodisponibilidade na dieta do prematuro, para evitar déficits
em fases posteriores do desenvolvimento neuropsicomotor.

Além de colaborar com a funcdo de oxigenacao do sangue, atraves da participacdo na
formacéo das hemacias, o cobre desempenha papel de destaque nos processos de cicatrizacdo
tecidual e de producéo de energia (NOGUEIRA; BORGES; RAMALHO, 2010).

O zinco é um importante cofator de enzimas de acdo reparadora, e, portanto, faz-se
necessario aos processos de reparacdo e cicatrizacdo tecidual. InGmeros processos
metabdlicos sdo dependentes deste nutriente, como o0s processos de divisdo celular, sintese de
proteinas do DNA e manutencdo das funcgdes cerebrais (YANAGISAWA, 2008;
FERNANDEZ-MENENDEZ et al., 2016). O zinco desempenha papel de destaque nos
processos relacionados & imunidade, seja adapativa ou inata, pois participa da formacdo de
proteinas de fase aguda, agentes de funcbes imunoldgicas, bem como do metabolismo da
vitamina A, a qual, por sua vez, atua como importante fator de protecdo imunologica e na
integridade da visdo (YANAGISAWA, 2008; MELLO; COELHO, 2011).

Niveis inadequados de ferro causam anemia e prejuizos que podem comprometer tanto
o desenvolvimento fisico quanto intelectual do lactente (FERNANDEZ-SANCHEZ et al.,
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2012). Seu conteudo no leite humano, em valor absoluto, é reduzido, assim como no leite de
vaca. Entretanto, o menor teor de proteinas e fosforo, aliado as concentragcdes aumentadas de
vitamina C e lactose, conferem ao ferro proveniente do leite materno uma maior
biodisponibilidade, e dessa forma, o aleitamento materno exclusivo representa menor risco de
anemia antes dos seis (6) meses. O baixo teor de ferro no leite humano, na realidade,
configura-se em beneficio que é especialmente importante a salde do prematuro: preserva a
acdo bacteriostatica da lactoferrina, por manté-la em sua forma insaturada (BALDAN;
FARIAS; BACARO, 2013).

Juntamente com as vitaminas A, E e C, os minerais zinco e cobre constituem as
defesas ndo enzimaticas do organismo (NOGUEIRA; BORGES; RAMALHO, 2010), e sdo
transferidos da mée para o filho com maior eficiéncia no terceiro trimestre da gestacao.
Quando o parto ocorre antes da 372 semana de gestacdo, o recém-nascido ndo possui tempo
habil para se beneficiar da transferéncia de agentes de defesa antioxidante. Portanto, este
aspecto deverd ser contemplado no cuidado nutricional, principalmente em se tratando de
prematuro sob oxigenoterapia, quando ha maior formacéo de radicais livres.

Na complexa relacdo entre nutricdo e sistema imunoldgico do prematuro, observam-se
3 condic¢des favoraveis ao surgimento de agravos: niveis inadequados de nutrientes, estresse
oxidativo exacerbado e ocorréncia de processos infecciosos e inflamatérios (SARNI et al.,
2010).

No leite da nutriz que teve o parto antes do termo, zinco, cobre e ferro estdo presentes
conjuntamente, em quantidades adequadas e com alta biodisponibilidade, para atuarem de
maneira sinérgica nos processos imunoldgicos e antioxidantes, compensando 0 menor tempo
de duragdo da gestacdo e protegendo e fortalecendo o prematuro contra caréncias

nutricionais, danos oxidativos e infecgdes.

2.5 Uso da Espectrometria de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS)

A dosagem de elementos traco no leite humano apresenta como principais fatores
complicadores a quantidade restrita de micronutrientes presentes no leite, a complexa
composicdo do leite e a coleta de amostras de volume pequeno. Nascimento et al., (2008)
destacam que, além de conseguir superar estes obstaculos, a técnica de dosagem deve
obedecer também a outros critérios, tais como: apresentar alta sensibilidade e seletividade,

ndo sofrer interferéncias do meio, ser simples e de facil execucédo, ser rapida, ser capaz de



25

detectar varios elementos, usar o0 minimo de reagentes e requerer minima manipulacédo da

amostra.
A técnica analitica de espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado

(ICP-MS) apresenta alta sensibilidade, acuracia e reprodutibilidade (MOHD-TAUFEK et al.,
2016), e por suas caracteristicas, tem sido empregada cada vez mais em analises de
determinacédo de elementos trago em leite humano, enriquecendo os conhecimentos sobre sua

composicao nutricional.
A amostra € injetada no aparelho, nebulizada, misturada ao plasma de argénio e, sob

presséo, é transformada em ions (ICP). Estes ions seguem em movimento pelo aparelho, sob
vacuo, e sdo separados com base em suas razdes de massa/carga (m/z) (MS). A figura 1

ilustra um ICP-MS:

Figura 1 - Representacdo de um espectrometro de massa com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS)
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Fonte: Reis; Gongalves (2015)

Como exemplos recentes de utilizacdo do ICP-MS para determinar elementos traco no

leite humano, temos o trabalho de Winiarska-Mieczan (2014) e Mohd-Taufek et al. (2016).
No Brasil, Nascimento et al. (2008) empregaram o ICP-MS para validar metodologia

de determinacdo de bario, de vanadio, de selénio, de cromo, de niquel, de manganés, de
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chumbo, de cobre, de cobalto, de cadmio, de arsénio, de ferro, de zinco e de aluminio em leite
humano. Andrade, et al., (2014) utilizaram o ICP-MS para dosar micronutrientes no leite
materno de mulheres na faixa etaria de 16 a 39 anos, tendo encontrado como valores medios
2,65mg/L para ferro, 0,37mg/L para cobre e 2,50mg/L para zinco. Em ambos os estudos,
apenas a quantificacdo foi determinada, n&o tendo sido realizada a especiagdo dos
micronutrientes estudados.

A anélise quantitativa de um elemento quimico presente em determinada amostra,
isoladamente, ndo fornece informacdes sobre a toxicidade e a biodisponibilidade do mesmo.
A identificacdo da forma fisico-quimica particular em que o elemento se encontra é o0 que
determina a sua biodisponibilidade, atividade biolégica, transporte e metabolismo, bem como
a sua toxicidade (REMY et al., 2004).

As técnicas de especiacdo quimica tém por objetivo identificar e quantificar as varias
formas de um elemento quimico se apresentar em uma determinada amostra, as quais, em
conjunto, constituem a concentracdo total daquele elemento na referida amostra (REIS;
GONCALVES, 2015).

Originalmente, as andlises de especiacdo eram utilizadas em estudos para avaliar
contaminacédo da agua, do solo e de sementes. Contudo, o desenvolvimento de novas técnicas
analiticas tem beneficiado cada vez mais a disseminacdo de conhecimento em areas como a
da saude e a da ciéncia dos alimentos, com o0 emprego crescente em amostras biolégicas,
dentre as quais, o leite humano.

Em 2004, Remy et al. utilizaram a cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC)
associada ao ICP-MS para realizar a especiacdo e estabelecer padrdes de leitura para a
associacdao de micronutrientes a biomoléculas em leite humano. A metodologia foi utilizada
por Ferndndez-Sanches, et al., (2012) para comparar a especiacdo de ferro no leite de
mulheres de parto prematuro e em formulas industrializadas. Em 2016, Fernandez-
Menéndez, et al. utilizaram o ICP-MS para determinar o teor de zinco no leite e realizar a
especiacdo do mineral no leite humano e em formulas industrializadas. Este ultimo estudo
contou com a participagdo da equipe do Professor Doutor Ricardo Erthal Santelli, do
Laboratorio de Desenvolvimento Analitico — LaDA, do Departamento de Quimica Analitica
do Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro (FERNANDEZ-
MENENDEZ et al., 2016).
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3 JUSTIFICATIVA

Métodos analiticos comuns ndo permitem dosar com exatiddo os elementos traco,
presentes em baixas quantidades no leite humano. O emprego de analises de especiacao
quimica com utilizacdo da técnica de espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado, tem gerado novos conhecimentos na area da saude sobre a composicdo quimica de
micronutrientes e sua associacdo a biomoléculas no leite humano.

Em virtude da escassez de dados nacionais sobre 0 emprego de técnicas modernas de
analise quimica de especiacdo de micronutrientes no leite humano cru, o estudo é de
relevancia, pois podera identificar e quantificar associagdes de ferro, de cobre, de zinco e de
iodo com biomoléculas presentes no leite de mulheres brasileiras, apontando a
biodisponibilidade destes minerais para atender a demanda nutricional, imunolégica e
antioxidante do prematuro.

Os resultados obtidos poderdo contribuir para modificar a atual visdo sobre a
qualidade de ferro, de cobre, de zinco e de iodo no leite humano, essencialmente apoiada no
aspecto quantitativo, subsidiando a abordagem qualitativa acerca destes micronutrientes e
enriquecendo a discusséo sobre a composigédo nutricional do leite humano.

Ainda, a aplicabilidade pratica do conhecimento atualizado gerado neste trabalho,
podera contribuir para fortalecer o uso do leite humano como primeira op¢do na abordagem

nutricional do prematuro, bem como abrir campo para a realizacdo de mais estudos nesta area.

3.1 OBJETIVOS

3.1.1 Objetivo Geral

Analisar a biodisponibilidade de ferro, de cobre, de zinco e de iodo no leite cru de

puérperas adultas de parto pré-termo e a termo nas fases de colostro, leite de transicao e leite

maduro, por meio de analise de especiagdo quimica com utilizacdo da técnica de

espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado.
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3.1.2 Objetivos Especificos

Descrever as caracteristicas socio-demograficas, clinicas e da assisténcia pré-natal das
puérperas integrantes do estudo.

Quantificar os teores de ferro, de cobre, de zinco e de iodo no leite cru de puérperas
adultas de parto pré-termo e a termo nas fases de colostro, leite de transigdo e leite maduro.

Identificar, em amostras de leite humano cru, a especiacao de ferro, de cobre, de zinco
e de iodo e a presenca de biomoléculas associadas a estes elementos de interesse.

Utilizar o conhecimento atualizado sobre a composicdo quimica de micronutrientes e
biomoléculas associadas, para desenvolver um projeto aplicativo com o intuito de promover a
sensibilizacdo dos profissionais da Unidade de Neonatologia, com vistas a ampliacdo do uso

do leite materno na abordagem nutricional do prematuro.
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4 MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo do tipo exploratério com amostra por julgamento, com um n de
30 amostras de leite de mulheres que tiveram partos a termo ou pré-termo na Maternidade
Escola da Universidade Federal do Rio de Janeiro, no periodo de 2015-2016 e que atenderam
aos critérios de inclusdo determinados no estudo.

Os critérios de inclusdo foram: mulheres em aleitamento materno exclusivo e em livre
demanda, ou que estavam realizando a ordenha no Banco de Leite, para posterior distribuicdo
aos seus proprios lactentes internados na Unidade de Neonatologia, atendidas no
parto/puerpério na maternidade estudada, adultas (idade cronoldgica > 20 anos), de gestacdo
de feto Unico, sem doencas cronicas, incluindo infeccdo por HIV.

Como critérios de exclusdo, estipularam-se: o uso de medicamentos incompativeis
com a amamentacdo, segundo o Ministério da Saude (BRASIL, 2010), e as intercorréncias da

mama lactante, tais como ingurgitamento mamario, fissura ou mastite.

4.1 Coleta das Amostras

As puérperas foram captadas nos seguintes setores da maternidade: Alojamento
Conjunto, Banco de Leite, alojamento canguru e unidade de terapia intensiva neonatal.
Agquelas que concordaram em participar do estudo foram esclarecidas quanto aos
procedimentos da ordenha, que foi realizada no Alojamento Conjunto ou no Banco de Leite.

Foram coletados dados obstétricos, caracteristicas socio-demograficas, clinicas e da
assisténcia pré-natal, por meio de entrevista face a face padronizada e consulta aos
prontudrios das puérperas. A coleta de dados foi realizada por equipe treinada e
supervisionada, constituida por nutricionista, lactarista, e bolsistas de iniciacdo cientifica que
atuam na maternidade.

Os parametros apresentados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria na
Resolugdo da Diretoria Colegiada RDC 171 (BRASIL, 2006) e no manual técnico para
bancos de leite humano (BRASIL, 2008), foram adotados para a classificacdo do tempo de
maturacdo do leite, o tipo de parto segundo a idade gestacional e a paramentacdo necessaria
para a realizacdo da coleta das amostras, a saber:

- classificagdo do tempo de maturacéo do leite:

e colostro - menos de 7 dias p6s-parto
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e leite de transicdo - 7 a 14 dias pds-parto
e leite maduro - > 14 dias pds-parto
- classificacdo do tipo de parto segundo a idade gestacional:
e parto a termo - idade gestacional ao parto segundo a ultrassonografia >37 semanas de
gestacdo
e parto pré-termo - idade gestacional ao parto segundo a ultrassonografia <37 semanas
de gestacédo
Paramentacdo: jaleco, touca, mascara e luvas, todos descartaveis

Em frasco de polipropileno estéril, disponibilizado pelo Banco de Leite, as amostras
foram coletadas e manipuladas segundo metodologia preconizada pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria no manual técnico para bancos de leite humano (BRASIL, 2008). Ao
término da coleta, o frasco foi tampado, identificado e congelado em freezer a -5°C,
disponivel no Banco de Leite, onde permaneceu por no maximo 7 dias. A coleta das amostras
de colostro, de leite de transicéo e de leite maduro das puérperas que tiveram o parto a termo
foi realizada no alojamento conjunto, tendo sido transportadas em caixa isotérmica com gelo
reciclavel até o local de armazenamento, no banco de leite. Ja as amostras de colostro, de
leite de transicdo e de leite maduro das puérperas que tiveram o parto prematuro foram
coletadas no banco de leite.

Para a realizacdo deste estudo, foram coletadas trinta (30) amostras de leite humano,
cedidas por vinte e dois (22) participantes. Algumas mulheres forneceram mais de uma
amostra, doando seu leite em diferentes estagios de maturag&o.

As participantes foram divididas em dois grupos: mulheres que tiveram o parto
prematuro (n = 9) e mulheres que tiveram o parto a termo (n = 13). Em cada grupo, foram
coletadas 5 amostras de colostro, 5 amostras de leite de transicdo e 5 amostras de leite
maduro, cada qual com 5ml de volume.

Das 30 amostras coletadas, 25 (83,3%) geraram resultados, ocorrendo perda de 5
amostras, cedidas por 4 mulheres, sendo 4 por volume insuficiente e 1 descartada por ser
outlier, ou seja, por apresentar valores sem plausibilidade bioldgica, excepcionalmente
elevados. Portanto, os resultados apresentados correspondem ao n final de 25 amostras,
cedidas por 18 mulheres participantes.

O quadro 1 ilustra a distribui¢do das amostras para analise:
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Quadro 1- Fluxograma de distribuicdo das amostras para analise, segundo estagio de

maturacao do leite humano

22 mulheres captadas

|
9 mulheres que tiveram parto 13 mulheres que tiveram parto
prematuro a termo
! !
Colostro Transicdo Maduro Colostro Transigdo Maduro
n=>5 n=>5 n=>5 il n=>5 n=>5 n=>5

Anédlises quimicas; analise dos resultados

18 mulheres participantes — 25 amostras geraram resultados (100%)

|
7 mulheres que tiveram parto 11 mulheres que tiveram parto
prematuro a termo
) !
Colostro Transicdo Maduro Colostro Transigdo Maduro
n=>5 n=4 n=3 n=4 n=>5 n=4
(20%) (16%) (12%) (16%) (20%) (16%)

Fonte: Elaborado pela autora, 2016.

4.2 Andlise de Especiacdo Quimica

Semanalmente, as amostras de leite foram transportadas sob congelamento (ANVISA,
2006) ao Laboratério de Desenvolvimento Analitico — LaDA, do Departamento de Quimica
Analitica do Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro, para realizagdo
das anéalises quimicas. Apos o recebimento no LaDA, foram imediatamente descongeladas
sob refrigeracdo e separadas em aliquotas de 2mL. Em seguida, as aliquotas foram submetidas
a ultracentrifugacdo sob refrigeracdo a 15000 x g e 4°C, com a finalidade de separar o soro da
gordura e das caseinas. Para a obtencdo do soro do leite, foi utilizada ultracentrifuga
refrigerada Hettich, modelo Mikro 220R (Andreas Hettich 145 GmbH & Co. KG, Tuttlingen,

Alemanha).
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Para a determinacdo dos teores totais, as amostras foram submetidas a digestéo acida
com mineralizacdo em forno de microondas, para eliminacdo da parte organica, a fim de
evitar perda de precisdo e de sensibilidade na leitura da parte mineral. Posteriormente, foram
analisadas pela técnica de Espectrometria de Massa com Fonte de Plasma Indutivamente
Acoplado (ICP-MS).

Para a especiacgéo, foi adotada metodologia desenvolvida por Remy et al. (2004), com
realizacdo de cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC), para separacdo das proteinas do
leite, acoplada em linha ao ICP-MS. Para interpretacdo dos resultados, foram adotadas as
faixas de separacdo das proteinas segundo o peso molecular, conforme metodologia citada:

e >600 - 160 KDa: faixa onde encontram-se as imunoglobulinas

e 90 - 70 KDa: faixa onde encontram-se a lactoferrina e glutationas

e 40 - 30 KDa: faixa onde encontram-se residuo de caseinas e a superoxido dismutase
e 20-10 KDa: faixa onde encontram-se a lisozima e a glutationa oxidase

e <10 KDa: faixa na qual o mineral encontra-se na sua forma inorganica

A cromatografia foi realizada com a utilizacdo do HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) 140 (Amersham Biosciences), equipado com um loop de 50uL e um
sistema de filtracdo. Para deteccdo molecular, foi utilizado o detector UV-Vis 141. A coluna
de separagdo cromatografica foi a de 142upx™ 200 Incrase.

Para a determinacdo dos totais e para a analise de especiagdo, 0 equipamento utilizado
foi o modelo quadrupolo ICP-MS Thermo Scientific 131 iICAP Qc (Thermo Scientific,
Bremen, Alemanha) equipado com software operacional Qtegra (versdao 1.5.1189.1) para
aquisicdo dos dados (Figura 2). Neste aparelho, as amostras foram injetadas em um sistema de
introducdo constituido de um nebulizador PFA-ST concéntrico de microfluxo 134, com

camara de pulverizacao ciclénica de quartzo deflector 135, refrigerada a 4°C.
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Figura 2 -HPLC (High Performance Liquid Chromatography) acoplado ao ICP-MS Thermo
Scientific 131 iCAP Qc (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha) — LaDA, UFRJ

Fonte: Elaborado pela autora, 2016
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O quadro 2 resume o fluxo de analise das amostras de leite humano:

Quadro 2 — Fluxograma de anélise de amostras de leite humano

COLETA: MEUFRJ

! !
Mulheres de Mulheres de
parto a termo parto

prematuro

! !
Alojamento Banco de

Conjunto Leite

! !

TRANSPORTE LaDA
ACONDICIONAMENTO — — !
Banco de Leite

DESCONGELAMENTO
R
CENTRIFUGACAO: separac¢do do soro
! !
DETERMINACAO N
DOS TEORES ESPECIACAO
TOTAIS
!
Digestdo acidaem  Cromatografia por exclusao de
microondas tamanho (SEC)
) )
ICP-MS ICP-MS
) )
Resultados em Resultados em % por faixas de
mg/L massa

Fonte: Elaborado pela autora, 2016
Legenda: MEUFRJ: Maternidade Escola da UFRJ; LaDA: Laboratorio de Desenvolvimento Analitico — Instituto
de Quimica da UFRJ; ICP-MS: cromatografia de massa com plasma indutivamente acoplado

4.3 Questdes Eticas

O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Maternidade Escola da
UFRJ em 19 de Dezembro de 2014 (Parecer 923.381). Todas as participantes foram
esclarecidas quanto aos procedimentos empregados no estudo, e as que concordaram em
participar, foram incluidas ap6s assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE). Todas as participantes receberam uma via do TCLE.
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Os riscos relacionados a participacdo das puérperas no estudo foram minimos, tendo
em vista que todos os procedimentos para a coleta das amostras de leite humano s&o
padronizados e recomendados internacionalmente pela Rede Brasileira de Bancos de Leite
Humano (rBLH-Br) (ANVISA, 2006, 2008), e adotados rotineiramente no Banco de Leite da
maternidade estudada, a qual integra a referida rede. Todo o processo de ordenha manual foi
realizado pela nutricionista responsavel pelo banco de leite ou pela lactarista atuante na sala
de ordenha do setor, que orientaram e apoiaram a nutriz em todas as etapas da coleta, visando
minimizar a chance de ocorréncia de erros durante o procedimento, com possivel surgimento
de dor ou marcas causadas pelo atrito das maos. Além disso, a coleta da amostra de leite
ocorreu de forma a assegurar que ndo houvesse interferéncia no processo de aleitamento
materno e nem de extracdo do volume de leite oferecido ao lactente.

Os pesquisadores garantiram o sigilo acerca dos dados obtidos dos prontuarios
maternos, que 0S mesmos seriam utilizados apenas para a caracterizacdo da amostra e
asseguraram que os resultados seriam divulgados em conjunto, ndo permitindo a identificacao

das puérperas.

4.4 Analise dos Resultados

Os resultados obtidos das analises quimicas foram comparados em relacdo aos teores
totais dos micronutrientes inorganicos, e em relacdo as biomoléculas a eles associadas, por
meio de medidas de frequéncia e de dispersdo (médias, valores maximos e minimos, medianas

e desvio-padrdo). O pacote estatistico utilizado foi o SPSS versao 21.
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5 RESULTADOS

As puérperas gque integraram o grupo de parto prematuro apresentaram idade media de
30,86 anos (22 — 43 anos), e as integrantes do grupo de parto a termo apresentaram idade
média de 26,91 anos (21 — 39 anos). As caracteristicas socio-demogréficas, da assisténcia pré-
natal e do parto, pertinentes as puérperas integrantes do estudo estéo ilustradas na tabela 1.

Os dois grupos foram formados por maioria cuja cor da pele era negra ou parda, que
cursou até o ensino médio e fez pré-natal fora da Maternidade Escola. No grupo de puérperas
de parto prematuro, 57,1% (n=4) realizaram 7 ou mais consultas ao longo do pré-natal, e no
grupo de puérperas de parto a termo, foram 72,7% (n=8). O pré-natal foi iniciado
precocemente, antes da 142 semana de gestacdo, para 57,1% (n=4) das mulheres que tiveram o
parto prematuro e para 54,5% (n=6) daquelas cujo parto foi a termo. Entre as puérperas que
tiveram o parto prematuro, observamos que a maioria (57,1%) iniciou o pré-natal com
adequado estado nutricional, fez uso associado de sulfato ferroso com éacido félico, deu a luz
seu segundo filho e apresentava historico de prematuridade. No grupo das puérperas que
tiveram o parto a termo, 36,4% (n=4) encontravam-se com sobrepeso ao iniciar o pré-natal,
45,5% (n=5) fizeram suplementacdo com sulfato ferroso e 45,5% (n=5) deram a luz seu
primeiro filho.

Dentre as mulheres que tiveram o parto prematuro, 100% o fizeram pela via vaginal,
apos um intervalo inferior a 2 anos da ocorréncia do parto anterior (71,4%). A via vaginal
também prevaleceu no grupo de mulheres de parto a termo (81,8%), no qual o intervalo
interpartal foi >2 anos em 45,5% dos casos. A média de peso ao nascimento entre 0S recém-
nascidos de parto prematuro foi de 1700,00g, ao passo que entre 0s nascidos de termo foi de
3445,45¢.

Na tabela 2 observamos que no grupo de puérperas de parto prematuro os valores
médios (mg/L) para ferro, cobre, zinco e iodo foram: 0,9967; 0,5058; 4,4158 e 0,4575. No
grupo de puérperas de parto a termo, os valores médios (mg/L) para ferro, cobre, zinco e iodo
foram: 0,7369; 0,2338; 2,9062 e 0,2685.

Do total de 12 amostras de leite cru de puérperas que tiveram o parto prematuro,
41,7% eram colostro, 33,3% eram leite de transicdo e 25% eram leite maduro. Ja as 13
amostras de leite cru provenientes de puérperas que tiveram o parto a termo ficaram assim
estratificadas: 30,8% colostro, 38,5% leite de transicdo e 30,8% maduro.

A sequéncia de tabelas, de 3 a 6, descreve a especia¢do dos elementos ferro, cobre,

zinco e iodo nas amostras analisadas, por meio de distribuicdo percentual das associacOes
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destes minerais com biomoléculas presentes nas faixas de diferentes pesos moleculares. A
excecdo do iodo, os demais micronutrientes apresentam como principais espécies a associacao
com biomoléculas dispersas na maior faixa de massa: >600 — 160 KDa.

Na tabela 3, ao analisarmos a especiacdo do ferro, observamos que entre as amostras
do leite proveniente das puérperas que tiveram o parto prematuro, a associacdo com as
proteinas da faixa de 90 — 70 KDa foi a segunda espécie prevalente no colostro (57,62%) e no
leite maduro (68,73%). E nesta faixa de massa que encontra-se a lactoferrina. Ja no leite de
transicdo, a faixa de 20 — 10 KDa foi a segunda prevalente na formacdo de espécies do ferro:
10,82%. Na faixa de menor peso molecular (<10 KDa), ndo foi encontrada formacgédo de
espécie do ferro nas amostras do leite das puérperas de parto prematuro, independente da fase
de maturacdo. No grupo de mulheres que tiveram o parto a termo, a faixa com segundo maior
percentual de formacao de espécies foi a de peso molecular de 20 - 10 KDa, sendo 12,10% no
colostro e 9,08% no leite de transicdo, ao passo que no leite maduro, 17,12% das associagdes
do ferro com biomoléculas foram registradas na faixa de peso molecular 90 - 70 KDa.

A especiacdo do cobre é apresentada na tabela 4. Entre as puérperas que tiveram o
parto prematuro, observou-se que, independente da fase de maturacdo do leite, as principais
distribuicGes de espécie do cobre dao-se nas faixas de maior peso molecular, onde o
micronutriente faz associacbes com biomoléculas com acdo protetora e antioxidante. No caso
da associacdo as imunoglobulinas, os percentuais vao aumentando conforme o leite vai
maturando, e em todas as fases foram superiores aos percentuais encontrados no leite das
puérperas que tiveram o parto a termo. Foi observado o aumento do percentual de associagdes
do cobre com biomoléculas na faixa 90 - 70 KDa, e diminuicdo do percentual de associaces
na faixa de 20 — 10 KDa no leite maduro das puérperas de parto a termo.

A tabela 5 apresenta a especiacdo do zinco nas amostras analisadas neste estudo. Entre
as puérperas de parto prematuro, foi observada a formacao de espécies nas faixas de 20 — 10
KDa e de 40 — 30 KDa, em percentuais superiores aos detectados no grupo das mulheres de
parto a termo. J4 as faixas de massa de 90 — 70 KDa e <10 KDa foram as que menos
apresentaram associacdes entre 0 zinco e suas biomoléculas.

Com base nos resultados apresentados na tabela 6, percebe-se que, independente da
fase de maturagdo ou do tempo de gestacdo, nas amostras analisadas neste estudo, o iodo
apresentou-se marcadamente sob a espécie considerada inorgéanica, ou seja, associado a
proteinas de baixo peso molecular. Apenas um pequeno percentual do micronutriente
apresentou-se associado a proteinas de grande peso molecular. Nas demais faixas de massa,

néo foi observada a formacéo de espécie.
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Tabela 1 — Caracterizacdo das puérperas, segundo variaveis socio-demogréficas e obstétricas
(Maternidade Escola/UFRJ, Rio de Janeiro, 2015-2016)

Variavel Mulheres de Mulheres de
parto prematuro parto a termo
(n=7) (n=11)
Nivel de instrucéo Até ensino médio 28,6% 27,3%
incompleto
Ensino médio 42,9% 54,5%
Ensino superior 14,3%
incompleto
Ensino superior 14,3% 18,2%
Ocupacao Trabalha 42,9% 54,5%
Né&o trabalha 57,1% 45,5%
Cor da pele Brancas 28,6% 45,5%
Negras ou pardas 71,4% 54,5%
Fez pré-natal Sim 100% 90,9%
Né&o 9,1%
Unidade onde fezo Maternidade Escola da 42,9% 27,3%
pré-natal UFRJ
Fora da Maternidade 57,1% 63,6%
Escola da UFRJ
Né&o fez pré-natal 9,1%
Intervalo >2 anos 14,3% 45,5%
interpartal
<2 anos 71,4% 18,2%
Idade gestacional 28s — 30s6d 14,3%
na data do parto 31s — 33s6d 42,9%
34s — 36s6d 42,9%
37s — 38s6d 36,4%
39s — 40s6d 63,6%

Fonte: Elaborado pela autora, 2016
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Tabela 2 —Caracterizacdo da amostra, segundo niveis de ferro (Fe), cobre (Cu), zinco (Zn) e
iodo (1) (Maternidade Escola/UFRJ, Rio de Janeiro, 2015-2016)

Amostra | Micronutriente | Média Desvio Minimo | Maximo
(mg/L) padrdo

Leite de Fe 0,9967 1,29010 0,21 4,95
mulheres Cu 0,5058 0,25232 0,29 1,22
de parto Zn 4,4158 3,07178 1,70 12,92
prematuro | 0,4575 0,27333 0,17 1,22

(n=12)

Leite de Fe 0,7369 1,16471 0,10 4,56
mulheres Cu 0,2338 0,14128 0,02 0,47
de parto a Zn 2,9062 3,21316 0,18 10,89

termo | 0,2685 0,18018 0,04 0,68

(n =13)

Fonte: Elaborado pela autora, 2016
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Tabela 3 — Especiacédo de ferro em amostras de leite humano cru segundo distribuicéo por
faixas de peso molecular (Maternidade Escola/UFRJ, Rio de Janeiro, 2015-2016)

Amostra Faixas Média Mediana Desvio Minimo Maximo
de (%) (%) padrédo (%) (%)
massa (%)
(KDa)
Colostro de >600- 57,620 58,000  5,6901 48,7 63,8
mulheres de parto 160
prematuro 90-70 28,060 27,700  5,5931 22,1 37,0
(n=5) 40 - 30 0,000 0,000 0,0000 0,0 0,0
20-10 14,320 14,200  1,2276 13,1 16,2
<10 0,000 0,000 0,0000 0,0 0,0
Leite de transicéo >600- 81,175 80,200  3,9677 77,5 86,8
de mulheres de 160
parto prematuro 90-70 5,400 5,650 1,9339 2,9 7,4
(n=4) 40 - 30 2,650 0,000 5,3000 0,0 10,6
20-10 10,825 12,650  7,6448 0,0 18,0
<10 0,000 0,000 0,0000 0,0 0,0
Leite maduro de >600—- 68,733 63,700 17,6953 54,1 88,4
mulheres de parto 160
prematuro 90-70 17,400 19,800 11,8832 4,5 27,9
(n=3) 40 - 30 5,400 0,000 9,3531 0,0 16,2
20-10 8,333 6,700 9,2587 0,0 18,3
<10 0,000 0,000 0,0000 0,0 0,0
Colostro de >600- 71,375 76,500 10,9296 55,0 77,5
mulheres de parto 160
atermo 90-70 10,050 8,750 7,7934 2,0 20,7
(n=4) 40 - 30 1,825 0,000 3,6500 0,0 7,3
20-10 12,100 13,900 8,6768 0,0 20,6
<10 3,625 0,000 7,2500 0,0 14,5
Leite de transicéo >600- 75,540 71,100 7,1210 69,3 83,7
de mulheres de 160
parto 90-70 6,700 5,200 7,3851 0,0 16,9
atermo 40 - 30 8,580 3,500 10,5798 0,0 23,4
(n=5) 20-10 9,080 12,400  8,7182 0,0 19,5
<10 0,000 0,000 0,0000 0,0 0,0
Leite de madurode  >600- 67,350 70,300 14,9946 47,7 81,1
mulheres de parto 160
atermo 90-70 17,125 16,400 10,7602 5,7 30,0
(n=4) 40 - 30 4,525 0,000 9,0500 0,0 18,1
20-10 11,525 11,600  9,8253 0,0 22,9
<10 0,000 0,000 0,0000 0,0 0,0

Fonte: Elaborado pela autora, 2016



Tabela 4 — Especiacdo de cobre em amostras de leite humano cru segundo distribuicéo por
faixas de peso molecular (Maternidade Escola/UFRJ, Rio de Janeiro, 2015-2016)

Amostra Faixas Média Mediana Desvio Minimo Maximo
de (%) (%) padrédo (%) (%)
massa (%)
(KDa)
Colostro de >600- 72,320 69,000 7,8452 67,2 86,1
mulheres de parto 160
prematuro 90-70 9,960 8,400 5,1091 5,7 18,8
(n=5) 40 - 30 9,900 9,600 3,1953 6,2 14,8
20-10 3,480 53000  3,1933 0,0 6,2
<10 4,860 5,900 4,6414 0,0 9,5
Leite de transicéo >600- 76,100 79,000  9,4509 62,8 83,6
de mulheres de 160
parto prematuro 90-70 11,475 7,650 13,2960 0,0 30,6
(n=4) 40 - 30 1,950 0,000 3,9000 0,0 7,8
20-10 4,025 3,250 4,8169 0,0 9,6
<10 5,225 5,450 1,5019 3,4 6,6
Leite maduro de >600—- 85,333 84,700  4,5829 81,1 90,2
mulheres de parto 160
prematuro 90-70 2,699 0,000 3,8682 0,0 6,7
(n=3) 40 - 30 2,400 0,000 4,1569 0,0 7,2
20-10 5,433 7,700 4,7269 0,0 8,6
<10 5,400 4,800 1,2166 4,6 6,8
Colostro de >600- 58,825 57,150 22,4648 35,2 85,8
mulheres de parto 160
atermo 90-70 21,625 22,150 12,8661 7,4 34,8
(n=4) 40 - 30 5,875 5,050 6,9163 0,0 13,4
20-10 13,675 10,060 9,3361 7,1 27,5
<10 2,000 0,000 4,0000 0,0 8,0

Leite de transicdo >600 - 33,260 37,300 8,9265 18,5 40,0
de mulheres de 160

parto 90-70 40,760 44,900 10,1628 28,2 50,8

a termo 40-30 12,700 10,800 10,4305 0,0 25,3

(n=5) 20-10 9,460 7,700 2,8945 7,0 13,6

<10 3,720 3,300 1,6991 2,0 6,2

Leitede madurode  >600- 53,100 49,800 22,7839 32,6 80,2
mulheres de parto 160

a termo 90-70 31,725 34,600 29,4199 0,0 57,7

(n=4) 40 - 30 4,650 0,000 9,3000 0,0 18,6

20-10 7,425 8,600 5,6323 0,0 12,5

<10 2,850 0,000 5,7000 0,0 11,4

Fonte: Elaborado pela autora, 2016



Tabela 5 — Especiacdo de zinco em amostras de leite humano cru segundo distribui¢do por
faixas de peso molecular (Maternidade Escola/UFRJ, Rio de Janeiro, 2015-2016)

Amostra Faixas Média Mediana Desvio Minimo Maximo
de (%) (%) padrédo (%) (%)
massa (%)
(KDa)
Colostro de >600- 86,500 85,100 5,2745 80,1 94,1
mulheres de parto 160
prematuro 90-70 0,000 0,000 0,0000 0,0 0,0
(n=5) 40 - 30 5,340 0,000 7,3429 0,0 14,3
20-10 8,440 6,200 9,1262 0,0 19,2
<10 0,000 0,000 0,0000 0,0 0,0
Leite de transicao >600- 62,800 62,300 10,3508 51,9 74,7
de mulheres de 160
parto prematuro 90-70 1,825 0,000 3,6500 0,0 7,3
(n=4) 40-30 8050 0000 16,1000 0,0 32,2
20-10 26,550 31,300 19,3894 0,0 43,6
<10 0,375 0,000 0,7500 0,0 1,5
Leite maduro de >600—- 71,900 73,800 8,6087 62,5 79,4
mulheres de parto 160
prematuro 90-70 2,633 0,000 45611 0,0 7,9
(n=3) 40 - 30 8,733 0,000 15,1266 0,0 26,2
20-10 16,267 20,900 14,5156 0,0 27,9
<10 0,833 0,000 1,4434 0,0 2,5
Colostro de >600 - 88,525 86,600  7,8987 81,7 99,2
mulheres de parto 160
atermo 90-70 0,775 0,000 1,5500 0,0 3,1
(n=4) 40-30 10,025 11,100  7,6882 0,0 17,9
20-10 0,650 0,000 1,3000 0,0 2,6
<10 0,000 0,000 0,0000 0,0 0,0
Leite de transicao >600- 86,140 89,200 5,7344 76,5 90,1
de mulheres de 160
parto 90-70 2,540 3,000 2,5294 0,0 5,8
atermo 40-30 4,140 0,000 9,2573 0,0 20,7
(n=5) 20-10 6,760 8,100 4,4320 0,0 10,5
<10 0,000 0,000 0,0000 0,0 0,0
Leite de madurode  >600 - 76,450 81,900 21,1253 47,5 94,5
mulheres de parto 160
atermo 90-70 0,650 0,000 1,3000 0,0 2,6
(n=4) 40 - 30 5,525 0,000 11,0500 0,0 22,1
20-10 17,625 7,900 25,0856 0,0 54,7
<10 0,000 0,000 0,0000 0,0 0,0

Fonte: Elaborado pela autora, 2016
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Tabela 6 — Especiagéo de iodo em amostras de leite humano cru segundo distribuicéo por
faixas de peso molecular (Maternidade Escola/UFRJ, Rio de Janeiro, 2015-2016)

Amostra Faixas Média Mediana Desvio Minimo Maximo
de (%) (%) padrédo (%) (%)
massa (%)
(KDa)
Colostro de >600 - 5,560 4,4881  0,0000 0,0 11,2
mulheres de parto 160
prematuro 90-70 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
(n=5) 40 - 30 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
20-10 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
<10 91,720 97,100 11,5394 73,3 100,6
Leite de transicéo >600 — 3,275 4,050 2,2470 0,0 5,0
de mulheres de 160
parto prematuro 90-70 0,000 0,0000 0,0000 0,0 0,0
(n=4) 40 - 30 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
20-10 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
<10 96,000 98,000 54772 88,0 100,0
Leite maduro de >600 — 3,900 2,500 4,7571 0,0 9,2
mulheres de parto 160
prematuro 90-70 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
(n=3) 40 - 30 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
20-10 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0

<10 96,733 99,600  5,3154 90,6 100,0

Colostro de >600 - 2,375 0,250 4,4230 0,0 9,0
mulheres de parto 160
a termo 90-70 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
(n=4) 40 - 30 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
20-10 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
<10 96,875 97,600  3,7977 92,3 100,0
Leite de transicéo >600 - 4,780 2,700 5,4815 0,0 11,7
de mulheres de 160
parto 90-70 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
atermo 40 - 30 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
(n=5) 20-10 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
<10 87,220 100,000 18,9468 60,2 101,7
Leite de madurode  >600 - 3,925 4,800 2,7657 0,0 6,1
mulheres de parto 160
atermo 90-70 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
(n=4) 40 - 30 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
20-10 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0

<10 88,850 90,600 12,5152 74,2 100,0

Fonte: Elaborado pela autora, 2016
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6 DISCUSSAO

Para determinacdo dos teores de micronutrientes investigados neste estudo, utilizou-se
0 ICP-MS para analisar 25 amostras de leite humano cru. De acordo com a tabela 2, no grupo
de puérperas que tiveram o parto prematuro foram observados teores médios totais de
micronutrientes superiores aqueles encontrados no grupo de puérperas de parto a termo.

Andrade, et al., (2014) em estudo conduzido em Ribeirdo Preto, utilizou o ICP-MS
para dosar micronutrientes, dentre eles, ferro, cobre e zinco. Foram analisadas 70 amostras
coletadas de mulheres entre 16 e 39 anos, de parto a termo, cujos filhos tinham idade <6
meses e encontravam-se em aleitamento materno exclusivo (ANDRADE et al., 2014). Ao
compararmos nossos achados com os de Ribeirdo Preto, verificamos que, a excecao do ferro,
todos os outros valores estavam aumentados, tanto no grupo de mulheres de parto prematuro
quanto no de parto a termo. Os valores médios encontrados por Andrade, et al., (2014) foram:
2,65mg/L para ferro, 0,37mg/L para cobre e 2,50mg/L para zinco.

Em estudo conduzido na Australia, por Mohd-Taufeck et al. (2016), doze (12)
amostras de leite humano foram submetidas ao ICP-MS para realizacdo de dosagem de
micronutrientes, dentre os quais encontravam-se ferro, zinco, cobre e iodo. Os valores médios
encontrados foram 48ug/L para ferro, 230ug/L para cobre, 1452ug/L para zinco e 119ug/L
para iodo (MOHD-TAUFECK et al., 2016). Ao convertermos nossos resultados para pg/L,
para possibilitar a comparacdo com o estudo australiano, percebemos que todos os achados
novamente encontram-se aumentados, tanto no leite das puérperas de parto prematuro quanto
nas de parto a termo. A diferenca entre os valores é bastante discrepante, especialmente com
relacdo ao ferro. Em nosso estudo, os valores encontrados nas amostras de leite de mulheres
que tiveram parto prematuro foram: 996,7ug/L ferro, 505,8ug/L cobre, 4415,8ug/L zinco e
457,5ug/L iodo. J& nas amostras de leite de mulheres que tiveram o parto a termo
encontramos: 736,9ug/L ferro, 233,8ug/L cobre, 2906,2ug/L zinco e 268,5ug/L iodo.

A desigualdade de valores talvez possa ser atribuida ao desenho metodologico do
estudo australiano para selecéo da amostra: leite coletado em pool de doadoras, pasteurizado
em banco de leite com modelo operacional diferente do aplicado pela Rede Global de Bancos
de Leite Humano (rBLH). A diferenca entre os dois modelos acarreta visdes distintas do leite
humano, que irdo repercutir em diferentes formas de manipulagdo. Por trabalhar sob a ética
de um alimento funcional, os parametros adotados pela rBLH ao longo do processamento,
armazenamento e distribuigéo do leite humano, preservam as particularidades de cada fase do

leite (ANVISA, 2006; 2008), o que ndo ocorre com os outros modelos, que manipulam o leite
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sob a Otica de secrecdo humana, o0 que contribui para perdas nutricionais e de
imunobioldgicos.

O peso meédio de nascimento dos prematuros dados a luz pelas integrantes deste estudo
foi de 1770g. Ao utilizarmos como referéncia as indicagdes da American Socity for
Parenteral and Enteral Nutrition (ASPEN.) e da European Socity of Pediatric
Gastroenterology, Hepatology and Nutrition (ESPGHAN) para avaliarmos as recomendac6es
nutricionais de ferro, de cobre, de zinco e de iodo, em pg/Kg/dia, observamos que o leite
produzido atendia aos requerimentos destes micronutrientes, apresentando niveis adequados
para os mesmos (FINCH, 2015).

A sequéncia de tabelas de 3 a 6 ilustra a especiacdo dos elementos de interesse deste
estudo. Analisando os resultados obtidos, podemos observar que:

Especiacdo do ferro: conforme demonstrado, a principal espécie do ferro nas amostras

estudadas foi a associacdo estabelecida com as imunoglobulinas, encontradas na faixa de
maior peso molecular (>600 — 160 KDa), tanto no leite das puérperas que tiveram o parto
prematuro, quanto naquelas de parto a termo. De acordo com os resultados, pode-se observar
gue a quantidade total de ferro presente no leite humano, aliada ao perfil de dispersdo na
formacdo de espécies, evita que o meio fique saturado de ferro. A distribuicdo das espécies
formadas pela associa¢do do ferro com biomoléculas no leite humano, portanto, favorece a
manutenc¢do da capacidade bacteriostatica da lactoferrina.

A lactoferrina apresenta papel de destaque entre os componentes do leite humano,
devido a sua acdo bacteriostatica. Trata-se de uma proteina vinculada ao ferro, como
demonstrado na especiacdo, que age na mucosa do prematuro, estimulando sua funcao
imunolégica e conferindo protecdo contra bactérias, virus e fungos, sendo que a maior
concentragdo encontrada é no leite humano (CAMPOS; REPKA; FALCAO, 2013).

Para que a acdo bacteriostatica da lactoferrina seja preservada, 0 meio nao pode estar
saturado de ferro, pois esta proteina tem por funcdo quelar o micronutriente, preservando seu
conteddo e favorecendo sua biodisponibilidade no leite humano. Ao quelar o ferro, a
lactoferrina desempenha outra funcdo de protecdo para 0 prematuro: impede que o
micronutriente circule livre no sangue, tornando-o indisponivel para a utilizagdo pelas
enterobactérias, inibindo o crescimento microbiano e diminuindo o risco de infec¢des do trato
digestivo (QUEIROZ; ASSIS; RIBEIRO JUNIOR, 2013).

Em revisdo na base Cochrane encontrou-se o autor BROWN, et al. (2016), que conclui
dados sobre a fortificacdo do leite materno com multinutrientes eram limitados e néo

forneciam evidéncias consistentes de que a pratica traz beneficios efetivos ao prematuro ao
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médio e ao longo prazo, exceto um ligeiro aumento das taxas intra-hospitalares de
crescimento. Nossos achados fortalecem a recomendacdo de autores encontrada na base
Cochrane para o uso criterioso dos aditivos, especialmente aqueles que contém ferro, devido
ao risco de saturacdo do meio e prejuizo a acdo bacteriostatica da lactoferrina, conferindo
perda de qualidade do leite materno e aumento do risco do prematuro para infeccdo
(QUEIROZ; ASSIS; RIBEIRO JUNIOR, 2013; JAKAITIS; DENNING, 2014
LONNERDAL, 2016).

Os resultados da especiacdo do ferro demonstraram que, nas amostras das puérperas
de parto prematuro, conforme a maturagdo de colostro até a fase de leite maduro, ha um
aumento no percentual das associacbes do micronutriente com as imunoglobulinas, e
diminuicdo do percentual de associacdes nas faixas onde encontramos a lactoferrina (90 —
70KDa) e a lisozima (20 — 10 KDa). Tal caracteristica parece favorecer tanto a
biodisponibilidade do ferro, por impedir sua circulagdo na forma inorganica (livre) bem como
a atuacdo sinérgica entre a lactoferrina e a lisozima, importante fator de defesa para o
prematuro.

Nas amostras de leite maduro, o padrdo de distribuicdo foi semelhante nos dois
grupos; porém, nas amostras das puérperas de parto a termo, o percentual de associacdes foi
menor na faixa das imunoglobulinas e maior na da lactoferrina, sugerindo sintonia com o
estagio de desenvolvimento do lactente, no qual a necessidade de incorporacdo do
micronutriente € maior que a de imunoprotecao.

Assim como em nosso estudo, a associacdo a imunoglobulinas foi a principal espécie
encontrada no desfecho apresentado por Ferndndez-Sanches et al., (2012) em estudo
publicado, no qual realizaram a especiacdo do ferro em amostras de leite de onze (11)
puérperas de parto prematuro e 4 de parto a termo, em diferentes fases de maturacéo.

Especiacdo do cobre: a excecao do leite de transicdo das puérperas que tiveram o parto

a termo, o percentual de distribuicdo do cobre foi maior nas associagcbes com as
imunoglobulinas, seguido pelas biomoléculas presentes na faixa de 90 — 70 KDa, onde €
possivel encontrarmos glutationa, enzima com importante papel na reducdo de agentes
oxidantes. Portanto, a especiacdo do cobre no leite materno sugere uma vantagem adaptativa,
pois através das associa¢es que o micronutriente faz com as biomoléculas, parece contribuir
para impactar positivamente nos processos imunologicos e antioxidantes no organismo do
recém-nascido, especialmente na vigéncia da prematuridade.

Especiacdo do zinco: a associacdo as imunoglobulinas foi marcadamente a principal

espécie apresentada pelo zinco, sendo que o percentual decai com 0 avan¢o da maturagéo,
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tanto no leite das puérperas de parto prematuro quanto de parto a termo. Na faixa de 20 —
10KDa encontra-se a glutationa oxidase, e na faixa de 30 — 40KDa, a superoxido dismutase,
que sdo importantes componentes do sistema antioxidante enzimatico, e que sao dependentes
de zinco e de cobre para seu adequado desempenho (NOGUEIRA; BORGES; RAMALHO,
2010). Nossos achados sugerem que também para o zinco, o perfil de formacdo de espécies
favorece a biodisponibilidade do micronutriente para ser incorporado aos processos
imunolodgicos e antioxidantes, atraves de associacfes com imunoglobulinas, e proteinas na
faixa da glutationa oxidase e da superoxido dismutase.

Ferndndez-Menéndez, et al., (2016) realizaram a especiacdo do zinco em amostras de
leite de dezesseis (16) puérperas de parto a termo e de quinze (15) puérperas de parto pré-
termo. A andlise ndo apresentou diferencas entre 0s grupos, e assim como em nosso estudo, a
principal espécie observada foi a associacdo do zinco com imunoglobulinas.

Em estudo conduzido por Remy et al. (2004) desenvolveram metodologia e padrdes
para a afericdo de elementos traco no leite humano, em diferentes estagios de maturacéo.
Para tanto, foi utilizado o soro do leite de mulheres que tiveram parto prematuro. Os tempos
de maturacdo do leite estipulados para coleta das amostras foram colostro, 4° dia pds-parto,
14° dia pos-parto e 28° dia pds-parto, e foi realizada a coleta de 3 amostras individuais para
cada fase. A andlise foi multielementar, incluindo ferro, cobre, zinco e iodo.

Ao estabelecermos uma comparagéo entre nossos achados e 0s de Remy et al., (2004),
podemos obervar que:

Especiacdo do ferro: o estudo de 2004 encontrou o ferro associado principalmente as

imunoglobulinas, seguido da associacdo a compostos de baixo peso molecular. Os autores
destacaram ainda, no colostro, a ocorréncia de associacdo com biomoléculas na faixa de 90 —
70 KDa, mais especificamente, 67 KDa, relacionado, provavelmente, a lactoferrina. Em nosso
estudo, a maior associacao do ferro foi detectada igualmente na faixa das imunoglobulinas.
Contudo, no leite das puérperas de parto pré-termo, o percentual encontrado foi maior na fase
madura do que na de colostro, em oposicao ao resultado proveniente do leite das puérperas de
parto a termo.

Ao contrario do estudo de Remy et al. (2004) no leite das maes prematuras,
encontramos a segunda maior associacdo na faixa de massa na qual se detecta a lactoferrina.

- cobre: ao contrario do nosso estudo, foi observado um decréscimo nos percentuais da
faixa de baixo peso molecular (< 10 KDa). No estudo de Remy et al. (2004), houve um

aumento acentuado na faixa de alto peso molecular, e os autores acreditaram dever-se a IgA.
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Em nosso estudo também foi observado aumento no percentual de associacdes na faixa das
imunoglobulinas, conforme a maturacdo do leite das puérperas de parto pré-termo.

Zinco: o estudo pioneiro descreveu a especiacdo deste mineral como tendo sido similar
em todas as fases do leite, sendo as principais espécies encontradas nas associa¢cdes com
biomoléculas pertencentes as faixas de alto e de baixo peso molecular, respectivamente. Em
nossos achados, os principais percentuais de especiacdo do zinco foram as associagfes com
biomoléculas nas faixas de alto peso molecular e na de 20 — 10 KDa, nesta ordem.

lodo: os autores ressaltaram que no leite de mulheres que tiveram o parto prematuro, a
distribuicdo do iodo é complexa, com registro de associa¢des na faixa de alto peso molecular.
De fato, nossos resultados demonstraram a ocorréncia de pequenos percentuais de associagdo
nesta mesma faixa. Contudo, a exemplo da equipe de St Remy (REMY et al., 2004), nossos
achados apontam que a principal espécie do iodo no leite de puérperas de parto prematuro € a
associacao a fragdes ndo protéicas, de baixo peso molecular, com leve declinio desde colostro
até leite maduro.

A anélise de especiacdo evidenciou os padrdes de associacdes de ferro, de cobre, de
zinco e de iodo a biomoléculas presentes nas amostras de leite de puérperas de parto
prematuro e de parto a termo que integraram este estudo. Por estarem associados as
biomoléculas, estes micronutrientes apresentam maior biodisponibilidade, pois, ndo circulam
de forma livre, evitando assim que a quantidade ingerida seja perdida ao longo do processo de
digestdo.

Os achados corroboram aqueles encontrados na literatura, tanto no que concerne aos
valores quantitativos quanto aos qualitativos, e atualizam estudos que sdo classicos.

Por meio do emprego da andlise de especiacdo, foi possivel demonstrar como as
diversas associacdes de ferro, de cobre, de zinco e de iodo com biomoléculas favorecem a
biodisponibilidade destes micronutrientes no leite humano e influenciam positivamente as
defesas imunoldgicas e antioxidantes, especialmente no caso dos prematuros. Sob esta 6tica, 0
estudo podera colaborar para subsidiar a abordagem qualitativa acerca de micronutrientes e
enriquecer a discussao sobre a composic¢do nutricional do leite humano, sensibilizando os
profissionais das unidades de neonatologia e as préprias instituicbes onde estdo inseridas, a
buscar mudancas nas praticas assistenciais, fortalecendo a participacdo materna como co-
terapeuta na recuperagdo do prematuro.

Como limitagdo do estudo, apontamos o fato de o mesmo ter sido conduzido em uma
Unica maternidade e o limitado tamanho amostral. Contudo, ressaltamos que a maternidade

em questdo € uma instituicdo publica e sua unidade de neonatologia é referéncia para
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prematuros e recem-nascidos de risco. Com relacdo ao tamanho amostral, ressaltamos que o
mesmo encontra-se em consonancia com o0s estudos correspondentes encontrados na
literatura.

Percebe-se que o grupo com menor percentual gerador de resultados foi o de leite
maduro de puérperas de parto prematuro. Tal situacdo pode ser explicada pela dificuldade de
acesso a amostra, uma vez que, nesta fase, na maioria dos casos, a mée ja recebeu a alta
obstétrica e encontra-se em casa, regressando a unidade durante o dia para visitar seu bebé. O
afastamento fisico, por vezes intensificado pela falta de recursos financeiros para permitir
visitas diérias, aliado ao cansago da rotina de idas e vindas a maternidade, a ansiedade, o
medo da perda, a tristeza de ter de voltar para a casa sem 0 seu bebé, sdo questbes que
permeiam a rotina diaria das maes de prematuros, o que termina por deflagrar o decréscimo
da produco de leite (SASSA et al., 2014).

Estudos futuros devem ser realizados com o emprego da cromatografia por excluséo
de tamanho (SEC) associada a espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS) para especiacédo de outros micronutrientes, como calcio, fosforo e selénio.

Por fim, recomendamos o leite materno para a nutricdo do recém-nascido a termo,
pelas vantagens classicamente descritas na literatura e pela oferta de ferro, de cobre, de zinco
e de iodo em quantidades adequadas e em espécies que favorecem sua biodisponibilidade,
permitindo atender as demandas deste lactente.

Para recém-nascidos prematuros, recomendamos o uso do leite materno como recurso
terapéutico para nutricdo e adaptacdo ao meio extra-uterino, tendo em vista que 0 mesmo
fornece ferro, cobre, zinco e iodo em quantidades adequadas e com biodisponibilidade
ajustada as particularidades deste grupo, conferindo suporte a demanda nutricional destes

micronutrientes e favorecendo os processos imunoldgicos e antioxidantes.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo, de carater inovador, utilizou espectrometro de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) para realizar a analise quimica da biodisponibilidade de
ferro, de cobre, de zinco e de iodo, através da determinagdo de valores totais e da realizagdo
da especiacdo destes micronutrientes inorganicos em amostras de leite cru de puérperas
adultas de parto pré-termo e a termo, em diferentes fases de maturacdo. Os resultados
demonstraram que o0s elementos estudados estdo presentes em quantidades adequadas as
necessidades nutricionais dos recém-nascidos a termo e prematuros, e em condigdes
apropriadas para seu uso.

Quanto as caracteristicas sécio-demograficas, clinicas e da assisténcia pré-natal,
observou-se que tanto o grupo de puérperas de parto prematuro quanto o de parto a termo
foram formados por maioria cuja cor da pele era negra ou parda, que cursou até o ensino
médio e fez pré-natal fora da Maternidade Escola. Entre as puérperas que tiveram o parto
prematuro, observamos que a maioria iniciou o pré-natal com adequado estado nutricional,
fez uso associado de sulfato ferroso com acido félico, deu a luz seu segundo filho e
apresentava historico de prematuridade. No grupo das puérperas que tiveram o parto a termo,
a maioria encontrava-se com sobrepeso ao iniciar o pré-natal, fez suplementacdo com sulfato
ferroso e deu a luz seu primeiro filho.

Os padrdes das associacGes evidenciaram que 0s micronutrientes estudados estdo
distribuidos acompanhando as necessidades imunoldgicas, antioxidantes e nutricionais do
lactente, estando nos locais onde serdo exigidos. Ao se apresentarem associados a
biomoléculas, os elementos traco passam a integrar moléculas espécie-especificas do leite
humano, elaboradas para o uso do receptor, segundo suas necessidades.

Os achados oferecem subsidios para demonstrar beneficios qualitativos da composicao
de micronutrientes, os quais sdo superiores aqueles meramente quantitativos das formulas
industrializadas. Prematuros alimentados com leite artificial recebem teores aumentados de
minerais; todavia, esta quantidade elevada € necessaria para compensar sua menor
biodisponibilidade. A especiacdo demonstrou a associacdo de ferro, de cobre, de zinco e de
iodo a biomoléculas do sistema imunoldgico e do sistema antioxidante, a qual aumenta a

biodisponibilidade destes micronutrientes no leite humano e favorece o seu aproveitamento
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pelo recem-nascido. Por atender as necessidades quantitativas e qualitativas do prematuro, o
leite humano apresenta qualidade superior ao produto industrializado.

Ao demonstrar a associacdo dos micronutrientes com biomoléculas do sistema imune
e do sistema antioxidante, o estudo reforca conceitos que ja se conhece quase que
empiricamente, fornecendo novo embasamento para fortalecer o uso terapéutico do leite
humano como primeira op¢ao efetiva na abordagem nutricional do prematuro.

Trabalhar com leite humano cru tornou o estudo mais complexo, em funcdo da
dificuldade de acesso a amostra, especialmente no caso das mulheres que tiveram o parto
prematuro, uma vez que seus filhos encontravam-se internados na Unidade de Neonatologia.

O Programa de Mestrado Profissional em Salde Perinatal da Maternidade Escola da
Universidade Federal do Rio de Janeiro confere aos seus egressos a possibilidade de analisar
criticamente suas praticas cotidianas e propor solucBes para transforma-las, aliando o
conhecimento pratico ao saber académico. Sob esta 6tica, 0 conhecimento adquirido ao longo
da realizacdo da dissertacdo académica foi colocado em pratica através da construcdo do
projeto aplicativo intitulado “Sensibilizacdo dos Profissionais da Unidade de Neonatologia:
Conhecimento Atualizado sobre Composicdo Quimica de Micronutrientes e Biomoléculas
Associadas para Ampliar o Uso do Leite Materno na Abordagem Nutricional do Prematuro”,
visando fortalecer a assisténcia prestada aos prematuros internados na Unidade Neonatal da
Maternidade Escola da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

O estudo desenvolvido estd em sintonia com a filosofia inovadora da Maternidade
Escola da Universidade Federal do Rio de Janeiro, instituicdo que visa ndo somente a
qualidade da assisténcia prestada, mas também o desenvolvimento de praticas de carater
vanguardista no &mbito da Saude Perinatal.

Por fim, em virtude da composi¢do adequada e ajustada as demandas do lactente,
aliada aos beneficios psiquicos e emocionais proporcionados pela amamentacéo,
recomendamos a orientacdo da Organizacdo Mundial da Saude e do Ministério da Sadde: o
uso do leite materno exclusivo ateé os seis meses e complementado até os dois anos ou mais.

Na vigéncia de prematuridade ou de situagdes de risco no poOs-nascimento que
requeiram internacdo em Unidade de Neonatologia, recomendamos o uso do leite materno
como recurso terapéutico para nutricdo e adaptacdo do recém-nascido ao meio extra-uterino,
visando a diminuicdo do risco de infeccOes e a promogéo da saude nas diferentes etapas de
sua vida.

Como continuidade, sugere-se a realizagcdo de mais estudos com emprego do ICP-MS

nesta area, com ampliacdo do tamanho amostral, realizacdo de investigacdes que possibilitem
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correlagdes entre ingesta materna de micronutrientes e a correspondente especiac¢ao no leite e
realizacdo de especiacdo em leite processado, segundo o modelo praticado na Rede Global de

Bancos de Leite Humano.
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1 INTRODUCAO

A nutricdo adequada € de extrema importancia na atencdo ao prematuro. A exemplo de
carboidratos, proteinas e lipidios, € necessaria a oferta adequada de micronutrientes, para dar
suporte ao pleno desenvolvimento, a taxa de crescimento acelerado e a protecdo contra
infeccbes. O bebé nascido prematuramente apresenta risco aumentado para caréncias de
vitaminas e minerais.

O leite materno é um alimento seguro, que confere nutricdo e protecdo ao recém-
nascido. Além de atender aos requisitos nutricionais e imunoldgicos do bebé, é compativel ao
desenvolvimento do trato gastrointestinal imaturo. A alimentacdo com leite humano respeita a
programacdo metabdlica inicial do individuo e promove impacto positivo na sua saude, ndo
apenas no inicio precoce da vida pds-natal, mas também a longo prazo, ou seja, na fase adulta.
Tais beneficios tornam o leite materno a melhor opcéo de nutricdo do lactente, especialmente
nas situacdes de nascimento pré-termo.

Atualmente, com o avanco do emprego de técnicas modernas de analise quimica de
especiacdo, € possivel identificar e quantificar associacbes dos micronutrientes com
biomoléculas, gerando novos conhecimentos sobre a composicdo quimica e a
biodisponibilidade de minerais no leite humano. A disseminacdo deste conhecimento
atualizado, junto aos profissionais que atuam na Unidade de Neonatologia, podera contribuir
para mudar a visao atual na utilizacdo de formulas e aditivos no periodo precoce da vida pos-
natal e impactar positivamente a preferéncia no momento da prescricédo, fortalecendo o uso do
leite materno como recurso terapéutico e primeira op¢do na abordagem nutricional do recém-
nascido prematuro, bem como abrir campo para a realiza¢do de mais estudos nesta area.

Diante do exposto, o presente trabalho tem como pergunta norteadora: “E possivel
diminuir o uso de formulas e aditivos na Unidade de Neonatologia, sensibilizando seus

profissionais com conhecimento atualizado sobre a composi¢ao quimica do leite humano?”
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo da Acao

Utilizar o conhecimento atualizado sobre a composicdo quimica de micronutrientes e
biomoléculas associadas, para sensibilizar os profissionais da Unidade de Neonatologia a
ampliar o uso do leite materno na abordagem nutricional do prematuro.

1.2.2 Acdes Especificas

1 — Realizar andlise quimica do leite humano cru;

2 — Elaborar material informativo escrito a partir dos resultados da analise quimica;

3 — Divulgar o material e realizar a sensibilizacdo dos profissionais da Unidade de
Neonatologia;

4 — Avaliar a adesdo dos profissionais da Unidade de Neonatologia.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Leite Humano

A nutricdo adequada na etapa inicial da vida pos-natal € de suma importancia, uma vez
que influencia e programa a salde da fase adulta. Nos primeiros seis meses de vida, a
recomendacdo da Organizacdo Mundial da Salude (OMS) é a oferta exclusiva de leite
materno, que por respeitar a imaturidade gastrointestinal do bebé, fortalecer seu sistema
imune igualmente imaturo, bem como propiciar beneficios psicolégicos e emocionais,
apresenta-se como o alimento mais natural e seguro a ser utilizado neste periodo (BRASIL,
2008, 2014; BRASIL, 2010, 2013, 2015).

Para melhor atender as necessidades nutricionais e imunoldgicas do lactente ao longo
do seu desenvolvimento, a composicao do leite materno se modifica com o tempo, a partir do
colostro, até atingir o estdgio chamado de maduro, tendo uma ampla variagdo no volume
produzido (BRASIL, 2008, p. 124). No colostro, observa-se um maior teor protéico e maior
guantidade de imunoglobulinas, ao passo que o leite maduro fornece um maior aporte de
gordura (BRASIL, 2015, p. 30).
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Do ponto de vista nutricional, o papel dos micronutrientes presentes no leite humano
merece mais estudos, quando comparado aos macronutrientes, e tem-se observado um
interesse cada vez maior por esta tematica, em virtude do seu impacto na saude
(FERNANDEZ-MENENDEZ et al., 2016, p. 246). Enquanto que a composi¢do dos
macronutrientes é amplamente discutida em termos tanto quantitativos quanto qualitativos, os
micronutrientes normalmente sdo abordados unicamente em termos quantitativos, sob a ética
de padrdes de recomendacdes de ingestdo diaria (St. REMY et al, 2004, p.1110).

O contetdo de minerais do leite humano corresponde a cerca de 1/3 do existente no
leite de vaca, o que, aliado ao menor teor de proteinas, o que é compativel ao ritmo de
crescimento de nossa espécie, confere sincronia entre a carga de solutos da dieta e a imatura
funcdo renal do lactente (BALDAN, FARIAS e BACARO, 2013, p. 5; BRASIL, 2013, p. 90).

2.2 Férmulas industrializadas

Fatores como o desenvolvimento da industria de alimentos, a insercdo da mulher no
mercado de trabalho e o marketing abusivo em torno de sucedaneos do leite materno, foram
tornando o desmame uma pratica cada vez mais precoce e recorrente, com predominio do
aleitamento artificial (BRUNKEN, 2006 apud BALDAN, FARIAS e BACARO, 2013, p. 2;
ALMEIDA e NOVAK, 2004, p. 124). Desta forma, observou-se um aumento alarmante das
taxas de morbi-mortalidade infantil a partir da década de 1940, especialmente nos anos de
1970 (ALMEIDA, 1999). Este cenério fez florescer, a partir do inicio da década de 1980, a
adocdo de acles e politicas publicas em prol do aleitamento materno, destacando-se 0
Programa Nacional de Incentivo ao Aleitamento Materno (PNIAM), o grupo de apoio Amigas
do Peito e a Rede Brasileira de Bancos de Leite Humano (RedeBLH),

As formulas infantis normalmente mais utilizadas sdo produtos a base de leite de vaca.
Ao longo do processo industrial, este leite € modificado, no intuito de melhorar sua
digestibilidade e aproxima-lo da composi¢do nutricional do leite humano. Desta forma, as
modificagdes mais comuns sao:

- proteinas: reducdo do teor total de proteinas e acréscimo de proteinas do soro, para aumentar
a proporgdo destas em relagdo a quantidade de caseina, visando melhorar a digestibilidade do
produto. Aminoacidos também costumam ser acrescentados, especialmente a taurina,
essencial para o desenvolvimento do tecido nervoso.

- lipidios: inicialmente o leite é desnhatado, e posteriormente recebe Oleos vegetais

poliinsaturados, para melhorar o perfil lipidico e a digestibilidade da férmula. Alguns
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produtos utilizam também 6leo de peixe e gordura lactea em sua composicao, para aumentar a
oferta de &cidos graxos essenciais.

- glicidios: as férmulas podem utilizar tanto a lactose, a exemplo do leite humano, como
mistura de glicidios (maltodextrina/maltose/lactose) ou mesmo apenas a maltodextrina.

- vitaminas: sdo acrescentadas, para atender as recomendacdes nutricionais.

- minerais: o conteudo mineralico do leite integral € reduzido e aproximado ao teor de
minerais do leite humano. A maioria das formulas recebe acréscimo de ferro.

A auséncia de fatores de protecdo, bem como o risco aumentado para o surgimento de
infeccbes do trato gastrintestinal e respiratorio, alergias e inadequagbes nutricionais, sdo
caracteristicas que colocam as formulas infantis industrializadas em situacéo de desvantagem
em relacdo ao leite materno na promocao de salde, a luz da seguranca alimentar, ainda que as
mesmas atendam as recomendacdes preconizadas no Codex Alimentarius (GONCALVES e
MELO, 2014, p. 10; ARPINI e ARPINI, 2014, p. 453).

2.3 Importancia dos minerais na nutri¢éo do recém-nascido

A exemplo da adequacéo do teor de macronutrientes, também faz-se necessario um
aporte ajustado de micronutrientes, para dar suporte ao pleno desenvolvimento, tendo em
vista a elevada taxa de crescimento dos lactentes e por estes serem 0S organismos mais
sensiveis as deficiéncias de elementos essenciais e as infeccdes (BATES, 1994 apud
MORGANO et al., 2005, p. 819). O colostro apresenta uma concentracdo mineral superior a
do leite maduro; todavia, de uma forma geral, as necessidades do bebé sdo satisfeitas até os 6
meses, sem sintomas de deficiéncia (BRASIL, 2015, p. 22).

Niveis adequados de ferro (Fe), de cobre (Cu) e de iodo () sdo necessarios a
manutencdo dos processos metabolicos, desenvolvimento tecidual e crescimento pleno dos
bebés (St. REMY et al, 2004, p.1104). Célcio (Ca) e fésforo (P) sdo necessarios a
mineralizacdo 0ssea fetal e pos-natal (TRINDADE, 2005, p.43).

O zinco (Zn) é necessario aos processos de reparacdo e cicatrizagdo tecidual, as
fungdes imunoldgicas, & manutencdo das fungbes cerebrais e ao metabolismo da vitamina A,
que atua como importante fator de protecdo imunoldgica, bem como na integridade da visdo
(YANAGISAWA, 2008, p. 334; MELLO e COELHO, 2011, p. 39). Inimeros processos
metabdlicos sdo dependentes deste mineral, como os processos de divisdo celular e sintese de
proteinas do DNA (YANAGISAWA, 2008, p. 335, FERNANDEZ-MENENDEZ et al.,
2016, p. 246).
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Niveis inadequados de ferro causam anemia e prejuizos que podem comprometer tanto
o0 desenvolvimento fisico quanto intelectual da crianca (RAO e GEORGIEFF, 2007; FRIEL
et al., 2003 apud FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2012, p. 108). Seu conteudo no leite
humano, em valor absoluto, é reduzido, assim como no leite de vaca. Entretanto, 0 menor
teor de proteinas e fésforo, aliado as concentragdes aumentadas de vitamina C e lactose,
conferem ao ferro proveniente do leite materno uma maior biodisponibilidade, e dessa forma,
o aleitamento materno exclusivo representa menor risco de anemia antes dos 6 meses. O
baixo teor de ferro no leite humano, na realidade, configura-se em beneficio a satde do bebé:
preserva a acao bacteriostatica da lactoferrina, por manté-la em sua forma insaturada
(BALDAN, FARIAS e BACARO, 2013, p. 5).

2.4 Importancia do conhecimento sobre a especiacdo quimica de um elemento em

determinado alimento

No campo da Ciéncia dos Alimentos, embora o conhecimento da composicdo
elementar de nutrientes seja importante do ponto de vista nutricional, a identificacdo e a
quantificacdo de formas quimicas individuais dos nutrientes inorganicos, como biomoléculas,
tem se revelado muito mais importante, tendo em vista a atuacdo das espécies quimicas
individuais nos processos metabolicos. A identificacdo da forma fisico-quimica particular em
gue o elemento se encontra é o que determina a sua biodisponibilidade, atividade bioldgica,
transporte e metabolismo, bem como a sua toxicidade (St. REMY et al, 2004, p. 1109). Isso
poderia explicar por que os micronutrientes do leite humano, mesmo quando em quantidades
totais inferiores as das formulas industrializadas, s&o melhor aproveitados pelos lactentes.
Desta forma, justifica-se o interesse da andlise quimica de especiacdo em dareas como
medicina, nutri¢do, bioquimica e farmacologia.

As técnicas de especiacdo quimica tém por objetivo identificar e quantificar as varias
formas de um elemento quimico se apresentar em uma determinada amostra, as quais, em
conjunto, constituem a concentracdo total daquele elemento na referida amostra (REIS e
GONGALVES, 2015, p. 1126). Originalmente, as analises de especiacdo eram utilizadas em
estudos para avaliar contaminacdo da agua, do solo e de sementes. O desenvolvimento de
novas técnicas analiticas tem beneficiado cada vez mais a disseminacéo de conhecimento em
areas como a da salde e a da Ciéncia dos Alimentos. Tal fato podera permitir um melhor

embasamento tedrico das praticas assistenciais ao lactente no ambito da nutricdo, o que, por
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sua vez, poderé contribuir para o fortalecimento da opcao pelo leite humano como recurso

terapéutico no ambiente das Unidades de Neonatologia.

2.5 Planejamento Estratégico Situacional

O Planejamento Estratégico Situacional (PES) é um método criado por Carlos Matus,
economista chileno que, a partir da década de 1970, desenvolveu uma nova abordagem para
resolver problemas de grande complexidade, como 0s sociais, em oposicdo ao modelo
tradicional (lida, 1993).

O método tradicional de planejamento foi amplamente difundido na América Latina
desde os idos de 1950, inicialmente como uma técnica simples de projecdes econdmicas. Aos
poucos, tornou-se a maneira de planejar o desenvolvimento econémico e social. Este método
é caracterizado como um modelo autoritario e pobre de rigor cientifico, onde o Estado ou
governante é o autor, a figura principal, a qual ignora os demais atores do processo social e
ndo esta submetida as mesmas regras que os demais. Restringe-se ao aspecto econémico e faz
limitadas projeces sociais, planejando o futuro com base em diagndstico do passado.

Em contrapartida, o0 PES é um método de planejamento onde ndo hd um ator
destacado. Matus usa a figura metaférica de um jogo (HUERTAS, 1993), para demonstrar
que os varios atores do processo social sdo contemplados e valorizados. Trata-se de um jogo
de conflitos, de interesses e de cooperacdo, com varias possibilidades de resolucdo para o
problema, onde cada ator tem de vencer uma resisténcia ativa e criativa dos outros atores para
alcancar suas metas. Desta forma, ao final do processo, torna-se dificil apontar um Unico
autor, uma vez que varias pessoas contribuiram para a mudanca proposta.

A idéia de diagnodstico ndo existe no PES, uma vez que o método trabalha com a
analise da situacdo atual. Esta caracteristica o torna mais flexivel e adequado para abordar
problemas de grande complexidade, pois admite adaptacdo as constantes mudangas que sdo
passiveis de acontecer numa situagdo real. As circunstancias da situacdo indicam qual a acéo
mais efetiva a ser executada.

Ao conceituar os atores, Matus compreende o individuo e a sua situagdo, ou seja, 0
contexto no qual o ator se insere e sua capacidade de contribuir ou interferir no processo de
resolucéo do problema.

No método PES, o problema € entendido como uma situacdo que se apresenta
diferente daquilo que deveria ou poderia ser, 0 que traz insatisfacdo para um ou mais atores. O

plano é uma aposta estratégica para tentar solucionar um problema ou realizar um intercambio
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de problemas, ou seja, substituir um problema de valor alto por outro de valor mais baixo. A
estratégia diz respeito ao que é importante para se alcangar um grande objetivo, traduzido em
uma mudanca que possibilite solucionar o problema ou diminuir seu impacto negativo;
permite construir um caminho (HUERTAS, 1993).

Operando com inteligéncia e tato, considerando os varios atores e o contexto da
situacdo onde se pretende mudar, o planejamento estratégico situacional é aplicavel a
qualquer organismo onde o centro do jogo ndo seja exclusivamente 0 mercado, mas sim o
jogo politico, econdmico e social, com a construcdo de caminhos para se transitar com 0s pes

no presente e olhar no futuro.

3 ANALISE DE PROBLEMAS

3.1 Arvore de Problemas

A arvore de problemas é uma ferramenta que permite ao gestor conduzir um processo
de mudanca (SOUZA, 2010, p. 96).

Apos a identificacdo de um problema, a construcdo da arvore ird mostrar, de forma
clara e objetiva, a relagdo entre as causas e 0 problema a ser atacado, bem como as possiveis
consequéncias advindas do mesmo. Para tanto, é imprescindivel definir corretamente o
problema central.

A construcdo da arvore possibilita ao gestor visualizar o fluxo através do qual
determinadas situagdes geram um problema, o qual por sua vez gera determinadas
consequéncias, e assim, planejar acOes efetivas para promover a mudancga daquela situagéo,

solucionando o problema ou diminuindo seu impacto negativo.

3.2 O problema, o Plano, a Politica e a Estratégia

O problema: o uso de formulas e de aditivos de leite humano em prematuros
internados na Unidade de Neonatologia
- O plano: Sensibilizacdo dos profissionais da Unidade de Neonatologia: Conhecimento
atualizado sobre composi¢do quimica de micronutrientes e biomoléculas associadas para
ampliar o uso do leite materno na abordagem nutricional do prematuro
- A politica: Fortalecer o uso do leite humano como recurso terapéutico e primeira op¢do na

abordagem nutricional do prematuro
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- A estratégia: A disseminacdo de conhecimento atualizado sobre a composi¢do quimica de
micronutrientes do leite humano e sua biodisponibilidade, através de instrumento escrito,

junto aos profissionais que atuam na Unidade de Neonatologia

3.3 Arvore de Problemas do Projeto Aplicativo Proposto

A arvore de problemas construida para o presente trabalho tem como descritor 0 uso
de férmulas e aditivos de leite humano em prematuros internados na Unidade de
Neonatologia.

Em funcéo da diversidade de atores existente em uma situacdo, um mesmo problema
pode ser percebido e abordado de formas diferentes. Assim, o projeto aplicativo proposto
explora o problema sob a perspectiva da composicdo de micronutrientes, identificando como
causa principal a inseguranca para eleger o leite humano (LH) como melhor opcéo para a
nutricdo segura e adequada do prematuro internado na Unidade de Neonatologia. Tal fato
deve-se a limitacdo do conhecimento atual sobre a real composi¢cdo de micronutrientes
presentes no leite humano e sua biodisponibilidade. Como consequéncias, temos 0 pouco
incentivo ao uso do leite materno (LM) como melhor opcdo de nutricdo para 0 prematuro, o
que acarreta a privagdo dos beneficios da transferéncia de anticorpos maternos para o bebé, o
aumento do risco de enterocolite e de alergias alimentares e a dificuldade de vinculo mae-

filho e de adesdo a segunda etapa do Método Canguru.
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A seguir, podemos observar a arvore de problemas construida para o projeto aplicativo
proposto:

Sensibilizacdo dos Profissionais da Unidade de Neonatologia: Conhecimento atualizado sobre
Composicdo Quimica de Micronutrientes e Biomoléculas Associadas para Ampliar o Uso do Leite
Materno na Abordagem Nutricional do Prematuro

Privacédo da Aumento do Risco de Dificuldade  Dificuldade de
transferéncia de risco de ocorréncia de de vinculo adesdo a
anticorpos da mae enterocolite alergias mae-filho segunda etapa
para o bebé alimentares do Método
Canguru

Consequéncias
Pouco incentivo ao uso do leite materno como melhor

opcao de nutricdo

USO DE FORMULAS E DE ADITIVOS DE LEITE HUMANO EM  Descritor
PREMATUROS INTERNADOS NA UNIDADE DE
NEONATOLOGIA

Insegurancga para eleger o leite materno como melhor op¢éo para nutrigdo
segura e adequada

Conhecimento limitado sobre a real composi¢do de micronutrientes e sua
especiagdo no leite humano

Métodos Poucos estudos sobre a Pouca divulgacéo de
analiticos composicao de conhecimento sobre as
menos micronutrientes do leite biomoléculas associadas
especificos humano aos micronutrientes no
leite humano

Causas

Fonte: Elaborado pela autora, 2016
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4.1 Conceito

68

Atores sociais s80 0s autores e sujeitos da estratégia, de acordo com o método PES

(HUERTAS, 1993). Devem ser compreendidos juntamente com a sua insercdo no contexto

politico, social ou econémico. Sua percepcdo da realidade que se pretende modificar, bem

como seus proprios interesses, influenciam em termos de apoio ou resisténcia ao plano

proposto como um todo ou a alguma de suas operacdes.

4.2 Matriz de Identificacdo e Relevancia dos Atores

ATOR SOCIAL VALOR | INTERESSE
Al — A mestranda Alto +
A2 - Orientadores Alto +
A3 — Colaboradores (bolsistas, equipe de assisténcia do
Banco de Leite da Maternidade Escola residentes, estagiarios)
Alto +

A4 — Equipe do Laboratério de Desenvolvimento Analitico Alto N
(LaDA) do Instituto de Quimica da UFRJ
A5 — Doadoras das amostras de leite Alto +
A6 — Direcdo da Maternidade Escola da UFRJ Alto +
A7 — Equipe multidisciplinar de cuidados da Unidade de Alt

: 0 +
Neonatologia
A8 — Servigo de Nutricdo da Maternidade Escola da UFRJ Alto +

Fonte: Elaborado pela autora, 2016

5 PLANO DE ACAO

E o caminho a ser construido para se chegar a resolugdo do problema. Este caminho é

construido através de etapas e operacdes que levam em consideracdo o jogo de interesses, de

conflitos e de cooperacdo entre os diversos atores envolvidos, bem como o0s recursos

necessarios e disponiveis para a execugdo de cada operacao.

Uma vez que o planejamento estratégico situacional ndo é estatico, podendo ser

ajustado e corrigido sempre que necessario, o plano de acdo prevé a construcdo de indicadores

para realizar o monitoramento de seus resultados.
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5.1 Apresentacdo das Operacoes

As operacoes (Op), segundo o pensamento de Matus, sdo as a¢des definidas pelo ator,
suas apostas no plano, e estdo dentro do seu espaco de governabilidade (I1IDA, 1993).

Este projeto aplicativo contempla as seguintes operagoes:
Opl — Captar, dosar e analisar os resultados das amostras
Op2 — Elaborar instrumento escrito para subsidiar a tomada de decisdo em prol do leite
materno no momento da prescri¢cdo nutricional
Op3 — Promover a sensibilizacdo da equipe através da apresentacdo dos dados gerados nas
analises quimicas
Op4 — Apresentar o instrumento desenvolvido
Op5 — Articular o uso do instrumento na rotina assistencial ao prematuro
Op6 — Comparar 0 nimero de prematuros com prescri¢do de leite materno antes e depois da
implementacdo das operagdes Op3, Op4 e Op5
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5.2 Plano de acéo do projeto aplicativo proposto

Acdo Estratégica 1: Analisar a composi¢do de micronutrientes e

biomoléculas a eles associadas em amostras de leite humano cru em suas

diferentes fases de maturacdo

0
JUBWEIOIUOIA

X Sepe1aj0d SeISOLe ap OJaLlnNU 'Sepesop alUuslleANa)a
SeJISoLe 9P 0JBWINU ‘BUBLISS/SEPE]S]|0D SEIISOWR ap 0JBWNN

oe3eIeAY op ogJezi|eal ap owlll o JeijeAe ered sediporiad sagiunay
ap 0JMNSU| Op 0011J|eUY O1USLWIAJOAUSSaQ ap Ol10JeIoqe]
|aAgsuodsay op adinb3 "salopeloge]|0d 8 $810pLIUSLIO SNas ‘epuesall
ewelBouoI) 9T0¢ 9p 01S0BY € GT0Z ap 01S0PY
"2|00S apepIUJAIEN Bp [BIoUa]SISSe eininiisy
SIeLsIeN ‘038l04d op sosindal wod sopuinbpy
ap BmEmc_ op 8_594\ OJUBWIAJOAUBS3Q 3P o:o@o%..
» 1500 op adinba ep elwouolne {fY4NJIN Bp [euolssIjold
3 Pod ope.sa|A ap ewelboid op 8 ogdInNN ap 031AI8S op ‘ogdaia
3 ep olode ‘sensowe sep ogeides e Jezijeal eed eliouoINy
@
SON 'Se1SIS|0q ‘4N ep edlind ap 0INIASU| O WD 8 0BILANN
neziuebio 9p 0INISU| O WO0D OPeWLS [eUOIDNINISULIBIUL O1UAUOD
S R ™ Bt vt b Rttt A )

oiBoURUI ep [e10UBSISSE BININASE 8 DdND O WOD OpeWl) 0IUGAUOD
"opepIno
sapepi|1oe4 ap SeuoJ sep 0.J1Usp ‘oyjeqe.l ap [eJ0] OU BPRZI|Ral B18]0D
‘oJnjewsald
Sapepinoiia oped welaAn anb sajuaioed sejad esinbsad e oesapy -
sagieladQ "SeJ)Sowe Sep sopeynsal So Jesijeue 3 sesop ‘Jeide)

Fonte: Elaborado pela autora, 2016



71

Acéo Estratégica 2: Elaborar instrumento escrito com informagdes baseadas nos resultados

das analises quimicas do leite humano cru em suas diferentes fases de maturacgao
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Acdo Estratégica 3: Divulgacdo do instrumento desenvolvido na Acdo Estratégica 2 e

sensibilizacio da equipe multidisciplinar de cuidados da Unidade de Neonatologia
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Acéo Estratégica 4: Avaliar a adesdo da equipe multidisciplinar da Unidade de Neonatologia

guanto ao uso do leite materno na abordagem nutricional de prematuros
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Fonte: Elaborado pela autora, 2016

5.3 Apresentagéo dos Recursos

R1 — estrutura assistencial da Maternidade Escola da UFRJ

R2

firmado com 0 CNPq

— conveénio

terinstitucional firmado entre o Instituto de Nutri¢do, o LaDA e a

—convénio in

R3
Maternidade Escola

R4 — reuniGes de equipe para pactuagdes

R5 — apoio da Direc¢do da Maternidade Escola da UFRJ
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R6 — apoio da equipe multidisciplinar de cuidados da Unidade de Neonatologia da
Maternidade Escola

R7 — estrutura de ensino da Maternidade Escola

R8 — rounds e sessdes clinicas multidisciplinares semanais

R9 — treinamentos em servigo e capacitacdes

R10 — prontuérios dos bebés e protocolos do lactario

5.4 Matriz de MotivacGes

Avalia 0 apoio (+) e a oposicao (-) dos atores as operagdes propostas no plano de agao.

OPERACOES
ATORES Opl Op2 Op3 Op4 Op5 Op6

Al + + + + + +
A2 + + + + + +
A3 + +
Ad +

A5 +

A6 + + + + + +
A7 + + +

A8 + + + + + +

Fonte: Elaborado pela autora, 2016

5.5 Matriz de Recursos:

Avalia 0s recursos necessarios a cada operacao prevista no plano de acéo.

OPERACOES

RECURSOS O3 Opd

R1

R2

R3

R4

RS

k=]
[y
|
|

R6

R7

R8

R9

R10

Fonte: Elaborado pela autora, 2016
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5.6 Matriz de Controle de Recursos

Avalia a intensidade relativa que os atores exercem sobre 0s recursos. Ao realizarmos

as somas verticais, todas dardo 100%.

RECURSOS

ATORES R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10
Al 10 10 50 20 40 20 20 20 20
A2 10 30 20
A3 10 20
A4 100 30
A5 30
A6 20 30 60 10 60 10 20
A7 10 50 50 20 80 70 30
A8 10

Soma 100 | 100 | 100 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

Fonte: Elaborado pela autora, 2016

5.7 Analise de Viabilidades

OPERACAO RECURSOS Soma
Opl R1 R2 R3 R5
Apoio  +Al 10 10 20 40
+A2 10 30 20 60
+A3 10 10
+A4 100 30 130
+Ab 30 30
+A6 20 30 60 110
+A8 10 10
Soma +90 +100 +100 +100 +390
Fonte: Elaborado pela autora, 2016
OPERACAO RECURSOS Soma
Op2 R3 R5 R7
Apoio +Al 10 30 20 60
+A2 30 20 60 110
+A6 30 60 90
+A8
Soma +70 +110 +80 +260

Fonte: Elaborado pela autora, 2016
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OPERAQAO RECURSOS Soma
Op3 R1 R4 R5 R6 R7 R8 R9
Apoio +Al 10 50 20 40 20 20 30 190
+A2 10 20 30
+A6 20 60 10 60 10 160
+A7 10 50 50 20 80 70 280
+A8 10 10
Soma +60 +100 +100 +100 +100 +100 +110 +670
Fonte: Elaborado pela autora, 2016
OPERAQAO RECURSOS Soma
Op4 R1 R4 R5 R6 R7 R8 R9
Apoio +Al 10 50 30 40 20 20 20 190
+A2 10 20 30
+A6 20 60 10 60 10 160
+A7 10 50 50 20 80 70 280
+A8 10 10
Soma +60 +100 +110 +100 +110 +100 +100 +670
Fonte: Elaborado pela autora, 2016
OPERACAO RECURSOS Soma
Op5 R1 R4 R5 R6 R8 R9
Apoio +Al 10 50 30 40 20 20 170
+A2 10 20 30
+A6 20 60 10 10 100
+A7 10 50 50 80 70 260
+A8 10 10
Soma +60 +100 +110 +100 +100 +100 +570
Fonte: Elaborado pela autora, 2016
OPERACAO RECURSOS Soma
Op6 R1 R5 R10
Apoio +Al 10 30 30 70
+A2 10 20 30
+A3 10 20 30
+A6 20 60 20 100
+A8 10 10
Soma +60 +110 +70 +240

Fonte: Elaborado pela autora, 2016
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5.8 — Balanco de Viabilidades:

OPERACOES BALANCO
Operacédo 1 (Opl) +390
Operacéo 2 (Op2) +260
Operacéo 3 (Op3) +670
Operacéo 4 (Op4) +670
Operacgéo 5 (Op5) +570
Operacéo 6 (Op6) +240

Fonte: Elaborado pela autora, 2016

De acordo com o balanco de viabilidades, pode-se observar que todas as operagdes
apresentam grande viabilidade, sendo as operacfes Op3 e Op4 as mais viaveis, seguidas da
Op5. Estas sdo as operacdes que contam com o0 maior numero de atores envolvidos, e
portanto, o apoio advindo dos mesmos sugere que a situacdo é favoravel a aplicacdo do
projeto proposto. Ja as operagdes Opl e Op2 dizem respeito a geracdo do conhecimento e
criacdo do instrumento para divulga-lo. Por fim, a operacdo que apresentou menor indice de

viabilidade, ainda que alto, é a que diz respeito ao monitoramento, ou seja, Op6.

6 RESULTADOS ESPERADOS

Espera-se ampliar uso do leite materno e diminuir o consumo de férmulas lacteas e
aditivos na abordagem nutricional do prematuro, através da sensibilizacdo dos profissionais
da Unidade de Neonatologia a luz do conhecimento atualizado sobre a composi¢do quimica

de micronutrientes e hiomoléculas associadas no leite humano.
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APENDICE B - Cartilha

4 Programa de Mestrado Profissional
+ em Salde Perinatal da Maternidade Escola

USO TERAPEUTICO DO
LEITE MATERNO:
NUTRIGAO, SAUDE E
PROTECAO PARA
0 BEBE PREMATURO

As diversas associacies entre proteinas bioativas
e minerais  favorecem a biodisponibilidade de
micronutrientes no leite  humano e influenciam
positivamente as defesas imunoldgicas e antioxidantes
do prematuro.

0 uso do leite materno como recurso terapéutico
durante o periodo de intemacdo na Unidade de Terapia
Intensiva, promove a nutricdo adequada e a adaptagdo
do recém-nascido prematuro ao meio extra-uterino,
diminui o risco de infeccdes e de outras doencas
associadas, proporciona melhor resposta & terapia
medicamentosa, evita deficiéncias nutricionais, fortalece
0 apeqo mae-filho, reduz o tempo de internagdo e
diminui o risco de reinternagdes apds a alta hospitalar,
tornando-o o melhor e mais sequro alimento a ser

administrado ao prematuro.

VAMOS PROMOVER SAUDE:
VAMOS PROMOVER 0 USO TERAPEUTICO
DO LEITE MATERNO

Produto elaborado pela mestranda Vania de Oliveira Trinta como parte
dos requisitos para conclusio do Mestuado Profissional em Satde
Perinatal.
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0 bebé prematuro é introduzido de forma precoce a
vida extra-uterina, tendo de responder a esta sem ter recebido
o preparo fisioldgico que ocorre no terceiro trimestre da
gestacdo. Assim como o sistema imune, também o trato
gastrointestinal € forgado a se adaptar precoce e rapidamente,
iniciando suas funces sem estar totalmente desenvolvido.
Portanto, a nutricio apresenta papel de destaque no
desenvolvimento do bebé nascido prematuramente.

POTENCIAIS EFEITOS ADVERSOS DA PREMATURIDADE:

Imaturidade fisioldgica
Privacdo da Privacao da
transferéncia transferéncia
materna de agentes matermna de agentes
antioxidantes — imunobioldgicos
Baixa incorporagao b f | Baixos niveis
de minerais, levando dreulantes de
3 baixos estoques anticorpos
) Necessidade de
Necessidade de
) . procedimentos
oxigenoterapia T
invasivos

RISCO AUMENTADO PARA A DCORRENCIA DE:

Infecces, retinopatia
Danos oxidativos Caréncias da prematuridade,
de membranas nutricionais e doenca pulmonar
celulares e tecidos  alergias alimentares  crénica e enterocolite
necrosante

Promover o uso terapéutico do leite materno é importante pois:

- O leite materno protege o prematuro de danos oxidativos das
mucosas, que quando lesionadas, perdem sua integridade e
ficam mais expostas, aumentande o risco de doencas como a
retinopatia da prematuridade, a doenca pulmenar crénica e a
enterocolite necrosante.

-0 leite materno fornece ferro, zinco, cobre e iodo em
quantidades adequadas e ajustadas as necessidades do
prematuro. Apesar destes micronutrientes serem necessarios
em peguenas quantidades, quande seus niveis estdo

deficientes, ocorre comprometimento do funcionamento do |

organismo do prematuro, j@ que eles atuam em diversas e
importantes vias metabdlicas.

- No leite humano, ferro, zinco, cobre e iodo estdo associados a
biomoléculas  do  sistema  imuncldgico e do  sistema

antioxidante, e estas  assodagbes  aumentam a |

biodisponibilidade destes micronutrientes e facilitam seu
aproveitamento pelo prematuro.

- A quantidade total de ferro presente no leite humano, aliada
ao perfil de associacbes com imunoglobulinas, evita que o

| micronutriente circule livie no organisme do prematuro, |

favorecendo a manutencio da capacidade bacteriostitica da
lactoferrina. O mesmo ndo acontece com o uso das formulas,

| que possuem maior tear de ferro.

- Prematuros alimentados com leite artificial recebem teores

aumentados de minerais, por que esta quantidade elevada é
| necessaria para compensar sua menor biodisponibilidade. i

-0 uso de aditivos pode diminuir a biodisponibilidade dos

micronutrientes  do leite humano e comprometer sua |

capacidade antioxidante e bacteriostatica.
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APENDICE C - Artigo

Analise Quimica da Biodisponibilidade de Micronutrientes Inorganicos em Leite

Humano Ordenhado

Resumo: O emprego de andlises de especiacdo quimica com utilizacdo da técnica de
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado, tem gerado novos
conhecimentos na &rea da Salde sobre a composi¢cdo quimica de micronutrientes e sua
associacao a biomoléculas no leite humano. Objetivou-se neste estudo quantificar os teores de
ferro, de cobre, de zinco e de iodo e realizar a especiacdo destes elementos no leite cru de
puérperas adultas da Maternidade Escola do Rio de Janeiro, Brasil, de parto pré-termo e a
termo nas fases de colostro, leite de transicéo e leite maduro. Os teores encontrados de ferro,
de cobre, de zinco e de iodo no leite das puérperas de parto prematuro e de parto a termo
foram: 0,9967mg/L e 0,7369mg/L; 0,5058mg/L e 0,2338mg/L; 4,4158mg/L e 2,9062mg/L;
0,4575mg/L e 0,2685mg/L. A analise de especiacdo evidenciou os padrdes de associacdes de
ferro, de cobre, de zinco e de iodo a biomoléculas presentes nas amostras de leite cru de
puérperas de parto prematuro e de parto a termo.

Palavras-chave: Leite humano, aleitamento materno, micronutrientes, espectrometria de

massa com plasma indutivamente acoplado

Abstract: New knowledge on the chemical composition of micronutrients and its association
with biomolecules in human milk has been generated by using inductively coupled plasma
mass spectrometry. The objective of the study was to quantify the iron, copper, zinc and
iodine contents and to perform the speciation of these elements in raw milk of preterm and
full term adult mothers in the Maternidade Escola da Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Brazil, in phases of colostrum, transitional milk and mature milk. The iron, copper, zinc and
iodine levels found in the milk of the preterm and full term delivery mothers were:
0.9967mg/L and 0.7369mg/L; 0.5058mg/L and 0.2338mg/L; 4.4158mg/L and 2.9062mg/L;
0.4575mg/L and 0.2685mg/L.The patterns of iron, copper, zinc and iodine associations to
biomolecules, present in raw milk samples of the preterm and full term delivery mothers,
were evidenced by speciation analysis.

Keywords: Human milk, breastfeeding, micronutrients, Inductively Coupled Plasma Mass

Spectrometry.



83

Introducéo

A relagdo entre nutricdo na fase inicial precoce da vida e o genoma influencia os
mecanismos disparadores dos processos de saude e de doenca do individuo. Quando
desfavoravel, esta interacdo abre campo para 0 surgimento de doencas que representam 0s
principais problemas de salde publica no cenario mundial: obesidade, distarbios
cardiovasculares, doencas imunes e autoimunes, doencas neuroldgicas e neurodegenerativas e
alguns tipos de cancer™.

O leite materno é mais que um alimento seguro: trata-se de um complexo sistema
bioldgico que confere ao recém-nascido nutricdo e protecdo contra doengas transmissiveis e
ndo transmissiveis?. Além de atender aos requisitos nutricionais e imunolégicos do lactente, é
compativel ao desenvolvimento do trato gastrointestinal imaturo®*. Dentre os varios fatores
que destacam a importancia dos atributos do leite humano frente aos requisitos do prematuro,
estd a biodisponibilidade de seus micronutrientes, pois permite um aproveitamento mais
eficiente, ainda que quantitativamente seus teores sejam inferiores aos dos produtos
industrializados 3*°°,

Do ponto de vista nutricional, o papel dos micronutrientes presentes no leite humano
merece mais estudos, quando comparado aos macronutrientes, e tem-se observado um
crescente interesse por esta tematica, em virtude do seu impacto na sadde do prematuro’?®.
Enquanto que a composi¢do dos macronutrientes é amplamente discutida tanto em termos
guantitativos quanto qualitativos, os micronutrientes comumente sdo abordados de forma
guantitativa, sob a 6tica de padrées de recomendacdes de ingestdo diaria’. A identificacéo da
forma fisico-quimica particular em que o elemento se encontra é o que determina a sua
biodisponibilidade, atividade bioldgica, transporte e metabolismo, bem como a sua

toxicidade’3%0

. Isto poderia explicar por que os micronutrientes do leite humano, mesmo
guando em quantidades totais inferiores as das formulas industrializadas, sdo melhor
aproveitados pelos lactentes. Desta forma, justifica-se o interesse da analise quimica de
especiacdo em areas como nutri¢do, bioquimica, medicina e farmacologia. Atualmente, com o
avanco do emprego de técnicas modernas de analise quimica de especiagdo, é possivel
identificar e quantificar associa¢cbes dos micronutrientes com biomoléculas®, gerando novos
conhecimentos sobre a composicdo quimica e a biodisponibilidade de minerais no leite
humano.

O presente estudo objetivou quantificar os teores de Fe, Cu, Zn e | em amostras de

leite humano cru, de puérperas adultas que tiveram parto a termo ou pré-termo, nas fases
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colostro, leite de transicdo e leite maduro, e identificar a presenca de biomoléculas associadas

a estes elementos.

Método

Delieamento e amostra do estudo: Trata-se de um estudo do tipo exploratério com
amostra de conveniéncia, com um n de 30 amostras de leite de mulheres que tiveram partos a
termo ou pré-termo em maternidade publica do Rio de Janeiro, Brasil, nos anos de 2015-
2016, conforme os critérios de inclusdo e de exclus&o.

Critérios de inclusdo: mulheres em aleitamento materno exclusivo e em livre
demanda, ou que estavam realizando a ordenha no Banco de Leite, para posterior distribuicdo
aos seus proprios lactentes internados na Unidade de Neonatologia, atendidas no
parto/puerpério na maternidade estudada, adultas (idade cronoldgica > 20 anos), de gestacao
de feto Unico, sem doencas cronicas, incluindo infec¢éo por HIV.

Critérios de exclusdo: o uso de medicamentos incompativeis com a amamentacao,
segundo 0 Ministério da Sadde™, e as intercorréncias da mama lactante, tais como
ingurgitamento mamario, fissura ou mastite.

As puérperas foram captadas nos seguintes setores da maternidade: Alojamento
Conjunto, Banco de Leite, Alojamento Canguru e Unidade de Terapia Intensiva Neonatal.
Das 30 amostras coletadas, 25 (83,3%) geraram resultados, ocorrendo perda de 5 amostras,
sendo 4 por volume insuficiente e 1 descartada por ser outlier. Portanto, os resultados

apresentados neste estudo dizem respeito ao n final de 25 amostras, segundo o quadro 1:
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Quadro 1: Fluxograma de distribuigdo das amostras para analise, segundo estagio de

maturacao do leite humano:

22 mulheﬁes captadas

9 mulheres que tiveram parto 13 mulheres que tiveram parto
prematuro a termo
Colostro Transicdo Maduro Colostro Transigdo Maduro
n=>5 n=>5 n=>5 a n=>5 n=>5 n=>5

Analises quimicas; analise dos resultados

18 mulheres participantes — 25 amostras geraram resultados (100%)

7 mulheres que tiveram parto 11 mulheres que tiveram parto
prematuro a termo
Colostro Transicdo Maduro Colostro Transigdo Maduro
n=>5 n=4 n=3 n=4 n=>5 n=4
(20%) (16%) (12%) (16%) (20%) (16%)

Fonte: Elaborado pela autora, 2016

Coleta das amostras: Foram coletados dados obstétricos, caracteristicas socio-
demogréficas, clinicas e da assisténcia pre-natal, por meio de entrevista face a face
padronizada e consulta aos prontuarios das puérperas. Em frasco de polipropileno estéril,
disponibilizado pelo Banco de Leite, as amostras foram coletadas e manipuladas segundo
metodologia preconizada pela ANVISA. Ao término da coleta, o frasco foi tampado,
identificado e congelado em freezer a -5°C, disponivel no Banco de Leite, por no maximo 7
dias. A coleta das amostras de colostro (<7 dias p6s-parto), de leite de transicdo (7 a 14 dias
pos-parto) e de leite maduro (>14 mulheres que tiveram o parto a termo foram realizadas no
Alojamento Conjunto, tendo sido transportadas em caixa isotérmica com gelo reciclavel até o
local de armazenamento, no Banco de Leite. J& as amostras de colostro, de leite de transicdo e
de leite maduro de mulheres que tiveram o parto prematuro foram coletadas no Banco de
Leite.

Anélise das amostras: No Laboratério de Desenvolvimento Analitico — LaDA, do
Departamento de Quimica Analitica do Instituto de Quimica da UFRJ, as amostras de leite cru
foram descongeladas imediatamente ap0s a chegada e separadas em aliquotas de 2mL . Em
seguida, as aliquotas foram submetidas a ultracentrifugacdo sob refrigeracdo a 15000 x g e
4°C, com a finalidade de separar o0 soro da gordura e das caseinas. Para a obtencdo do soro do
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leite, foi utilizada ultracentrifuga refrigerada Hettich, modelo Mikro 220R (Andreas Hettich
145 GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Alemanha).

Determinacéo dos teores totais de Fe, Cu, Zn e I: As amostras foram submetidas a
digestdo acida com mineralizacdo em forno de microondas, para eliminacdo da parte organica,
a fim de evitar perda de precisdo e de sensibilidade na leitura da parte mineral.
Posteriormente, foram analisadas pela técnica de Espectrometria de Massa com Fonte de
Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS).

Analise quimica de especiacdo de Fe, Cu, Zn e I: foi adotada metodologia
desenvolvida por St. Remy et al’, com realizacdo de cromatografia por exclusio de tamanho
(SEC), para separacdo das proteinas do leite, acoplada em linha ao ICP-MS. Para leitura dos
resultados, foram adotadas as faixas de separacdo das proteinas segundo o peso molecular,
conforme metodologia citada:

e >600 - 160 KDa: faixa onde encontram-se as imunoglobulinas

e 90 - 70 KDa: faixa onde encontra-se a lactoferrina e glutationas

e 40 - 30 KDa: faixa onde encontra-se residuo de caseinas e a superoxido dismutase
e 20-10 KDa: faixa onde encontram-se a lisozima e a glutationa oxidase

e <10 KDa: faixa na qual o mineral encontra-se na sua forma inorganica

A cromatografia foi realizada com a utilizacdo do HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) 140 (Amersham Biosciences), equipado com um loop de 50pL e um
sistema de filtracdo. Para deteccdo molecular, foi utilizado o detector UV-Vis 141. A coluna
de separagdo cromatografica foi a de 142upx™ 200 Incrase. Para a determinagdo dos totais e
para a andlise de especiacdo, o equipamento utilizado foi o modelo quadrupolo ICP-MS
Thermo Scientific 131 iICAP Qc (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha).

Questdes éticas: O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Maternidade Escola da Universidade Federal do Rio de Janeiro em 19 de Dezembro de 2014
(Parecer 923.381).

Andlise dos resultados: Os resultados obtidos das analises quimicas foram
comparados em relacdo aos teores totais dos micronutrientes inorgénicos, e em relacdo as
biomoléculas a eles associadas, por meio de medidas de frequéncia e de dispersdo (médias,

desvio-padréo). O pacote estatistico utilizado foi o SPSS verséo 21.
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Resultados

As puérperas que integraram o grupo de parto prematuro apresentaram idade media de
30,86 anos (22 — 43 anos), e as integrantes do grupo de parto a termo apresentaram idade
média de 26,91 anos (21 — 39 anos). As caracteristicas sécio-demograficas, da assisténcia preé-
natal e do parto, pertinentes as puérperas integrantes do estudo estéo ilustradas na tabela 1.

Os dois grupos foram formados por maioria cuja cor da pele era negra ou parda, que
cursou até o ensino médio e fez pré-natal fora da Maternidade Escola. No grupo de puérperas
de parto prematuro, 57,1% (n=4) realizaram 7 ou mais consultas ao longo do pré-natal, e no
grupo de puérperas de parto a termo, foram 72,7% (n=8). O pré-natal foi iniciado
precocemente, antes da 142 semana de gestacéo, para 57,1% (n=4) das mulheres que tiveram o
parto prematuro e para 54,5% (n=6) daquelas cujo parto foi a termo. Entre as puérperas que
tiveram o parto prematuro, observamos que a maioria (57,1%) iniciou o pré-natal com
adequado estado nutricional, fez uso associado de sulfato ferroso com acido félico, deu a luz
seu segundo filho e apresentava histérico de prematuridade. No grupo das puérperas que
tiveram o parto a termo, 36,4% (n=4) encontravam-se com sobrepeso ao iniciar o pré-natal,
45,5% (n=5) fizeram suplementacdo com sulfato ferroso e 45,5% (n=5) deram a luz seu
primeiro filho.

Dentre as mulheres que tiveram o parto prematuro, 100% o fizeram pela via vaginal,
apo6s um intervalo inferior a 2 anos da ocorréncia do parto anterior (71,4%). A via vaginal
também prevaleceu no grupo de mulheres de parto a termo (81,8%), no qual o intervalo
interpartal foi >2 anos em 45,5% dos casos. A média de peso ao nascimento entre os recém-
nascidos de parto prematuro foi de 1700,00g, ao passo que entre os nascidos de termo foi de
3445,45g.

Na tabela 2 observamos que no grupo de puérperas de parto prematuro os valores
médios (mg/L) para ferro, cobre, zinco e iodo foram: 0,9967; 0,5058; 4,4158 e 0,4575. No
grupo de puérperas de parto a termo, os valores médios (mg/L) para ferro, cobre, zinco e iodo
foram: 0,7369; 0,2338; 2,9062 e 0,2685.

Do total de 12 amostras de leite cru de puérperas que tiveram o parto prematuro,
41,7% eram colostro, 33,3% eram leite de transicdo e 25% eram leite maduro. Ja as 13
amostras de leite cru provenientes de puérperas que tiveram o parto a termo ficaram assim
estratificadas: 30,8% colostro, 38,5% leite de transicéo e 30,8% maduro.

A sequéncia de tabelas, de 3 a 6, descreve a especia¢do dos elementos ferro, cobre,
zinco e iodo nas amostras analisadas, por meio de distribuicdo percentual das associagoes

destes minerais com biomoléculas presentes nas faixas de diferentes pesos moleculares. A
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excecdo do iodo, os demais micronutrientes apresentam como principais espécies a associacao
com biomoléculas dispersas na maior faixa de massa: >600 — 160 KDa.

Na tabela 3, ao analisarmos a especiacdo do ferro, observamos que entre as amostras
do leite proveniente das puérperas que tiveram o0 parto prematuro, a associagdo com as
proteinas da faixa de 90 — 70 KDa foi a segunda espécie prevalente no colostro (57,62%) e no
leite maduro (68,73%). E nesta faixa de massa que encontra-se a lactoferrina. Ja no leite de
transicdo, a faixa de 20 — 10 KDa foi a segunda prevalente na formacdo de espécies do ferro:
10,82%. Na faixa de menor peso molecular (<10 KDa), ndo foi encontrada formacdo de
espécie do ferro nas amostras do leite das puérperas de parto prematuro, independente da fase
de maturacdo. No grupo de mulheres que tiveram o parto a termo, a faixa com segundo maior
percentual de formacao de espécies foi a de peso molecular de 20 - 10 KDa, sendo 12,10% no
colostro e 9,08% no leite de transicdo, ao passo que no leite maduro, 17,12% das associacdes
do ferro com biomoléculas foram registradas na faixa de peso molecular 90 - 70 KDa.

A especiacdo do cobre € apresentada na tabela 4. Entre as puérperas que tiveram o
parto prematuro, observou-se gque, independente da fase de maturacdo do leite, as principais
distribuicbes de espécie do cobre ddo-se nas faixas de maior peso molecular, onde o
micronutriente faz associagcbes com biomoléculas com acdo protetora e antioxidante. No caso
da associacdo as imunoglobulinas, os percentuais vao aumentando conforme o leite vai
maturando, e em todas as fases foram superiores aos percentuais encontrados no leite das
puérperas que tiveram o parto a termo. Foi observado o aumento do percentual de associagdes
do cobre com biomoléculas na faixa 90 - 70 KDa, e diminuicdo do percentual de associacdes
na faixa de 20 — 10 KDa no leite maduro das puérperas de parto a termo.

A tabela 5 apresenta a especiacdo do zinco nas amostras analisadas neste estudo. Entre
as puérperas de parto prematuro, foi observada a formacéo de espécies nas faixas de 20 — 10
KDa e de 40 — 30 KDa, em percentuais superiores aos detectados no grupo das mulheres de
parto a termo. Ja as faixas de massa de 90 — 70 KDa e <10 KDa foram as que menos
apresentaram associagdes entre o zinco e suas biomoleculas.

Com base nos resultados apresentados na tabela 6, percebe-se que, independente da
fase de maturagéo ou do tempo de gestacdo, nas amostras analisadas neste estudo, o iodo
apresentou-se marcadamente sob a espécie considerada inorganica, ou seja, associado a
proteinas de baixo peso molecular. Apenas um pequeno percentual do micronutriente
apresentou-se associado a proteinas de grande peso molecular. Nas demais faixas de massa,

ndo foi observada a formacé&o de espécie.
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Tabela 1 — Caracterizacdo das puérperas, segundo varidveis socio-demograficas e obstétricas
(Maternidade Escola/UFRJ, Rio de Janeiro, 2015-2016)

Variavel Mulheres de Mulheres de
parto prematuro parto a termo
(n=7) (n=11)
Nivel de instrucéo Até ensino médio 28,6% 27,3%
incompleto
Ensino médio 42,9% 54,5%
Ensino superior 14,3%
incompleto
Ensino superior 14,3% 18,2%
Ocupacao Trabalha 42,9% 54,5%
Né&o trabalha 57,1% 45,5%
Cor da pele Brancas 28,6% 45,5%
Negras ou pardas 71,4% 54,5%
Fez pré-natal Sim 100% 90,9%
Né&o 9,1%
Unidade onde fezo Maternidade Escola da 42,9% 27,3%
pré-natal UFRJ
Fora da Maternidade 57,1% 63,6%
Escola da UFRJ
Né&o fez pré-natal 9,1%
Intervalo >2 anos 14,3% 45,5%
interpartal
<2 anos 71,4% 18,2%
Idade gestacional 28s — 30s6d 14,3%
na data do parto 31s — 33s6d 42,9%
34s — 36s6d 42,9%
37s — 38s6d 36,4%
39s — 40s6d 63,6%

Fonte: Elaborado pela autora, 2016
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Tabela 2 - Caracterizacdo da amostra, segundo niveis de ferro (Fe), cobre (Cu), zinco (Zn) e
iodo (1) (Maternidade Escola/UFRJ, Rio de Janeiro, 2015-2016)

Amostra | Micronutriente | Média Desvio Minimo | Maximo
(mg/L) padrdo

Leite de Fe 0,9967 1,29010 0,21 4,95
mulheres Cu 0,5058 0,25232 0,29 1,22
de parto Zn 4,4158 3,07178 1,70 12,92
prematuro | 0,4575 0,27333 0,17 1,22

(n=12)

Leite de Fe 0,7369 1,16471 0,10 4,56
mulheres Cu 0,2338 0,14128 0,02 0,47
de parto a Zn 2,9062 3,21316 0,18 10,89

termo I 0,2685 0,18018 0,04 0,68

(n=13)

Fonte: Elaborado pela autora, 2016



Tabela 3: Especiagdo de ferro em amostras de leite humano cru segundo distribuicdo por
faixas de peso molecular (Maternidade Escola/UFRJ, Rio de Janeiro, 2015-2016)

Amostra Faixas Média Mediana Desvio Minimo Maximo
de (%) (%) padrédo (%) (%)
massa (%)
(KDa)
Colostro de >600- 57,620 58,000  5,6901 48,7 63,8
mulheres de parto 160
prematuro 90-70 28,060 27,700  5,5931 22,1 37,0
(n=5) 40 - 30 0,000 0,000 0,0000 0,0 0,0
20-10 14,320 14,200  1,2276 13,1 16,2
<10 0,000 0,000 0,0000 0,0 0,0
Leite de transicéo >600- 81,175 80,200  3,9677 77,5 86,8
de mulheres de 160
parto prematuro 90-70 5,400 5,650 1,9339 2,9 7,4
(n=4) 40 - 30 2,650 0,000 5,3000 0,0 10,6
20-10 10,825 12,650  7,6448 0,0 18,0
<10 0,000 0,000 0,0000 0,0 0,0
Leite maduro de >600—- 68,733 63,700 17,6953 54,1 88,4
mulheres de parto 160
prematuro 90-70 17,400 19,800 11,8832 4,5 27,9
(n=3) 40 - 30 5,400 0,000 9,3531 0,0 16,2
20-10 8,333 6,700 9,2587 0,0 18,3
<10 0,000 0,000 0,0000 0,0 0,0
Colostro de >600- 71,375 76,500 10,9296 55,0 77,5
mulheres de parto 160
atermo 90-70 10,050 8,750 7,7934 2,0 20,7
(n=4) 40 - 30 1,825 0,000 3,6500 0,0 7,3
20-10 12,100 13,900 8,6768 0,0 20,6
<10 3,625 0,000 7,2500 0,0 14,5
Leite de transicéo >600- 75,540 71,100 7,1210 69,3 83,7
de mulheres de 160
parto 90-70 6,700 5,200 7,3851 0,0 16,9
atermo 40 - 30 8,580 3,500 10,5798 0,0 23,4
(n=5) 20-10 9,080 12,400  8,7182 0,0 19,5
<10 0,000 0,000 0,0000 0,0 0,0
Leite de madurode  >600- 67,350 70,300 14,9946 47,7 81,1
mulheres de parto 160
atermo 90-70 17,125 16,400 10,7602 5,7 30,0
(n=4) 40 - 30 4,525 0,000 9,0500 0,0 18,1
20-10 11,525 11,600  9,8253 0,0 22,9
<10 0,000 0,000 0,0000 0,0 0,0

Fonte: Elaborado pela autora, 2016
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Tabela 4 — Especiacdo de cobre em amostras de leite humano cru segundo distribuicao
por faixas de peso molecular (Maternidade Escola/UFRJ, Rio de Janeiro, 2015-2016)

Amostra Faixas Média Mediana Desvio Minimo Maximo
de (%) (%) padrédo (%) (%)
massa (%)
(KDa)
Colostro de >600- 72,320 69,000 7,8452 67,2 86,1
mulheres de parto 160
prematuro 90-70 9,960 8,400 5,1091 5,7 18,8
(n=5) 40 - 30 9,900 9,600 3,1953 6,2 14,8
20-10 3,480 53000  3,1933 0,0 6,2
<10 4,860 5,900 4,6414 0,0 9,5
Leite de transicéo >600- 76,100 79,000  9,4509 62,8 83,6
de mulheres de 160
parto prematuro 90-70 11,475 7,650 13,2960 0,0 30,6
(n=4) 40 - 30 1,950 0,000 3,9000 0,0 7,8
20-10 4,025 3,250 4,8169 0,0 9,6
<10 5,225 5,450 1,5019 3,4 6,6
Leite maduro de >600—- 85,333 84,700  4,5829 81,1 90,2
mulheres de parto 160
prematuro 90-70 2,699 0,000 3,8682 0,0 6,7
(n=3) 40 - 30 2,400 0,000 4,1569 0,0 7,2
20-10 5,433 7,700 4,7269 0,0 8,6
<10 5,400 4,800 1,2166 4,6 6,8
Colostro de >600- 58,825 57,150 22,4648 35,2 85,8
mulheres de parto 160
atermo 90-70 21,625 22,150 12,8661 7,4 34,8
(n=4) 40 - 30 5,875 5,050 6,9163 0,0 13,4
20-10 13,675 10,060 9,3361 7,1 27,5
<10 2,000 0,000 4,0000 0,0 8,0

Leite de transicdo >600 - 33,260 37,300 8,9265 18,5 40,0
de mulheres de 160

parto 90-70 40,760 44,900 10,1628 28,2 50,8

a termo 40-30 12,700 10,800 10,4305 0,0 25,3

(n=5) 20-10 9,460 7,700 2,8945 7,0 13,6

<10 3,720 3,300 1,6991 2,0 6,2

Leitede madurode  >600- 53,100 49,800 22,7839 32,6 80,2
mulheres de parto 160

a termo 90-70 31,725 34,600 29,4199 0,0 57,7

(n=4) 40 - 30 4,650 0,000 9,3000 0,0 18,6

20-10 7,425 8,600 5,6323 0,0 12,5

<10 2,850 0,000 5,7000 0,0 11,4

Fonte: Elaborado pela autora, 2016



93

Tabela 5 — Especiacdo de zinco em amostras de leite humano cru segundo distribuigéo por
faixas de peso molecular (Maternidade Escola/UFRJ, Rio de Janeiro, 2015-2016)

Amostra Faixas Média Mediana Desvio Minimo Maximo
de (%) (%) padrédo (%) (%)
massa (%)
(KDa)
Colostro de >600- 86,500 85,100 5,2745 80,1 94,1
mulheres de parto 160
prematuro 90-70 0,000 0,000 0,0000 0,0 0,0
(n=5) 40 - 30 5,340 0,000 7,3429 0,0 14,3
20-10 8,440 6,200 9,1262 0,0 19,2
<10 0,000 0,000 0,0000 0,0 0,0
Leite de transicao >600- 62,800 62,300 10,3508 51,9 74,7
de mulheres de 160
parto prematuro 90-70 1,825 0,000 3,6500 0,0 7,3
(n=4) 40-30 8050 0000 16,1000 0,0 32,2
20-10 26,550 31,300 19,3894 0,0 43,6
<10 0,375 0,000 0,7500 0,0 1,5
Leite maduro de >600—- 71,900 73,800 8,6087 62,5 79,4
mulheres de parto 160
prematuro 90-70 2,633 0,000 45611 0,0 7,9
(n=3) 40 - 30 8,733 0,000 15,1266 0,0 26,2
20-10 16,267 20,900 14,5156 0,0 27,9
<10 0,833 0,000 1,4434 0,0 2,5
Colostro de >600 - 88,525 86,600  7,8987 81,7 99,2
mulheres de parto 160
atermo 90-70 0,775 0,000 1,5500 0,0 3,1
(n=4) 40-30 10,025 11,100  7,6882 0,0 17,9
20-10 0,650 0,000 1,3000 0,0 2,6
<10 0,000 0,000 0,0000 0,0 0,0
Leite de transicao >600- 86,140 89,200 5,7344 76,5 90,1
de mulheres de 160
parto 90-70 2,540 3,000 2,5294 0,0 5,8
atermo 40-30 4,140 0,000 9,2573 0,0 20,7
(n=5) 20-10 6,760 8,100 4,4320 0,0 10,5
<10 0,000 0,000 0,0000 0,0 0,0
Leite de madurode  >600 - 76,450 81,900 21,1253 47,5 94,5
mulheres de parto 160
atermo 90-70 0,650 0,000 1,3000 0,0 2,6
(n=4) 40 - 30 5,525 0,000 11,0500 0,0 22,1
20-10 17,625 7,900 25,0856 0,0 54,7
<10 0,000 0,000 0,0000 0,0 0,0

Fonte: Elaborado pela autora, 2016



Tabela 6 — Especiacdo de iodo em amostras de leite humano cru segundo distribuigéo por
faixas de peso molecular (Maternidade Escola/UFRJ, Rio de Janeiro, 2015-2016)

Amostra Faixas Média Mediana Desvio Minimo Maximo
de (%) (%) padrédo (%) (%)
massa (%)
(KDa)
Colostro de >600 - 5,560 4,4881  0,0000 0,0 11,2
mulheres de parto 160
prematuro 90-70 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
(n=5) 40 - 30 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
20-10 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
<10 91,720 97,100 11,5394 73,3 100,6
Leite de transicéo >600 — 3,275 4,050 2,2470 0,0 5,0
de mulheres de 160
parto prematuro 90-70 0,000 0,0000 0,0000 0,0 0,0
(n=4) 40 - 30 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
20-10 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
<10 96,000 98,000 54772 88,0 100,0
Leite maduro de >600 — 3,900 2,500 4,7571 0,0 9,2
mulheres de parto 160
prematuro 90-70 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
(n=3) 40 - 30 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
20-10 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0

<10 96,733 99,600  5,3154 90,6 100,0

Colostro de >600 - 2,375 0,250 4,4230 0,0 9,0
mulheres de parto 160
a termo 90-70 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
(n=4) 40 - 30 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
20-10 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
<10 96,875 97,600  3,7977 92,3 100,0
Leite de transicéo >600 - 4,780 2,700 5,4815 0,0 11,7
de mulheres de 160
parto 90-70 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
atermo 40 - 30 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
(n=5) 20-10 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
<10 87,220 100,000 18,9468 60,2 101,7
Leite de madurode  >600 - 3,925 4,800 2,7657 0,0 6,1
mulheres de parto 160
atermo 90-70 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
(n=4) 40 - 30 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0
20-10 0,000 0,0000  0,0000 0,0 0,0

<10 88,850 90,600 12,5152 74,2 100,0

Fonte: Elaborado pela autora, 2016
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Discussao

Para determinagéo dos teores de micronutrientes investigados neste estudo, utilizou-se
0 ICP-MS para analisar 25 amostras de leite humano cru. De acordo com a tabela 2, no grupo
de puérperas que tiveram o parto prematuro foram observados teores médios totais de
micronutrientes superiores aqueles encontrados no grupo de puérperas de parto a termo.

Andrade et al, em estudo conduzido em Ribeirédo Preto, utilizou o ICP-MS para dosar
micronutrientes, dentre eles, ferro, cobre e zinco. Foram analisadas 70 amostras coletadas de
mulheres entre 16 e 39 anos, de parto a termo, cujos filhos tinham idade <6 meses e
encontravam-se em aleitamento materno exclusivo™. Ao compararmos nossos achados com
os de Ribeirdo Preto, verificamos que, a excecdo do ferro, todos os outros valores estavam
aumentados, tanto no grupo de mulheres de parto prematuro quanto no de parto a termo. Os
valores médios encontrados por Andrade et al foram: 2,65mg/L para ferro, 0,37mg/L para
cobre e 2,50mg/L para zinco.

Em estudo conduzido na Austrélia, por Mohd-Taufeck et al, em 2016, 12 amostras de
leite humano foram submetidas ao ICP-MS para realizacdo de dosagem de micronutrientes,
dentre os quais encontravam-se ferro, zinco, cobre e iodo. Os valores médios encontrados
foram 48pg/L para ferro, 230pg/L para cobre, 1452ug/L para zinco e 119ug/L para iodo™.
Ao convertermos nossos resultados para pg/L, para possibilitar a comparagdo com o estudo
australiano, percebemos que todos os achados novamente encontram-se aumentados, tanto no
leite das puérperas de parto prematuro quanto nas de parto a termo. A diferenca entre os
valores € bastante discrepante, especialmente com relacdo ao ferro. Em nosso estudo, 0s
valores encontrados nas amostras de leite de mulheres que tiveram parto prematuro foram:
996,7ug/L ferro, 505,8ug/L cobre, 4415,8ug/L zinco e 457,5ug/L iodo. J& nas amostras de
leite de mulheres que tiveram o parto a termo encontramos: 736,9ug/L ferro, 233,8ug/L
cobre, 2906,2ug/L zinco e 268,5ug/L iodo.

A desigualdade de valores talvez possa ser atribuida ao desenho metodoldgico do
estudo australiano para selecdo da amostra: leite coletado em pool de doadoras, pasteurizado
em banco de leite com modelo operacional diferente do aplicado pela Rede Global de Bancos
de Leite Humano (rBLH). A diferenca entre os dois modelos acarreta visdes distintas do leite
humano, que ir&o repercutir em diferentes formas de manipulacgdo. Por trabalhar sob a dtica de
um alimento funcional, os pardmetros adotados pela rBLH ao longo do processamento,
armazenamento e distribuicdo do leite humano, preservam as particularidades de cada fase do
leite’?, 0 que ndo ocorre com os outros modelos, que manipulam o leite sob a 6tica de

secrecdo humana, o que contribui para perdas nutricionais e de imunobiologicos.
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O peso médio de nascimento dos prematuros dados a luz pelas integrantes deste estudo
foi de 1770g. Ao utilizarmos como referéncia as indicagcbes da American Socity for Parenteral
and Enteral Nutrition (A.S.P.E.N.) e da European Socity of Pediatric Gastroenterology,
Hepatology and Nutrition (ESPGHAN)™ para avaliarmos as recomendagdes nutricionais de
ferro, de cobre, de zinco e de iodo, em pg/Kg/dia, observamos que o leite produzido atendia
aos requerimentos destes micronutrientes, apresentando niveis adequados para 0S mesmos.

A sequéncia de tabelas de 3 a 6 ilustra a especiacdo dos elementos de interesse deste
estudo. Analisando os resultados obtidos, podemos observar que:

- especiacdo do ferro: conforme demonstrado, a principal espécie do ferro nas
amostras estudadas foi a associacdo estabelecida com as imunoglobulinas, encontradas na
faixa de maior peso molecular (>600 — 160 KDa), tanto no leite das puérperas que tiveram o
parto prematuro, quanto naquelas de parto a termo. De acordo com os resultados, pode-se
observar que a quantidade total de ferro presente no leite humano, aliada ao perfil de
dispersdo na formacdo de espécies, evita que o meio fique saturado de ferro. A distribuicéo
das espécies formadas pela associacdo do ferro com biomoléculas no leite humano, portanto,
favorece a manutencéo da capacidade bacteriostatica da lactoferrina.

A lactoferrina apresenta papel de destaque entre os componentes do leite humano,
devido a sua acdo bacteriostatica. Trata-se de uma proteina vinculada ao ferro, como
demonstrado na especiacdo, que age na mucosa do prematuro, estimulando sua funcdo
imunoldgica e conferindo protecdo contra bactérias, virus e fungos, sendo que a maior
concentracdo encontrada é no leite humano™®.

Para que a acdo bacteriostatica da lactoferrina seja preservada, 0 meio ndo pode estar
saturado de ferro, pois esta proteina tem por funcdo quelar o micronutriente, preservando seu
conteddo e favorecendo sua biodisponibilidade no leite humano. Ao quelar o ferro, a
lactoferrina desempenha outra funcdo de protecdo para o prematuro: impede que o
micronutriente circule livre no sangue, tornando-o indisponivel para a utilizagdo pelas
enterobactérias, inibindo o crescimento microbiano e diminuindo o risco de infecc¢des do trato
digestivo®’.

Em revisdo Cochrane 2016, concluiu-se que dados sobre a fortificacdo do leite
materno com multinutrientes eram limitados e ndo forneciam evidéncias consistentes de que a
pratica traz beneficios efetivos ao prematuro ao médio e ao longo prazo, exceto um ligeiro
aumento das taxas intra-hospitalares de crescimento. Nossos achados fortalecem a
recomendacdo da Cochrane para o uso criterioso dos aditivos, especialmente aqueles que

contém ferro, devido ao risco de saturagdo do meio e prejuizo a acdo bacteriostatica da
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lactoferrina, conferindo perda de qualidade do leite materno e aumento do risco do prematuro
para infeccao'” % *°.

Os resultados da especiacdo do ferro demonstraram que, nas amostras das puérperas
de parto prematuro, conforme a maturacdo de colostro até a fase de leite maduro, ha um
aumento no percentual das associagfes do micronutriente com as imunoglobulinas, e
diminuigdo do percentual de associacdes nas faixas onde encontramos a lactoferrina (90 —
70KDa) e a lisozima (20 — 10 KDa). Tal caracteristica parece favorecer tanto a
biodisponibilidade do ferro, por impedir sua circulacdo na forma inorganica (livre) bem como
a atuacdo sinérgica entre a lactoferrina e a lisozima, importante fator de defesa para o
prematuro.

Nas amostras de leite maduro, o padrdo de distribuicdo foi semelhante nos dois
grupos; porém, nas amostras das puérperas de parto a termo, o percentual de associagdes foi
menor na faixa das imunoglobulinas e maior na da lactoferrina, sugerindo sintonia com o
estdgio de desenvolvimento do lactente, no qual a necessidade de incorporacdo do
micronutriente € maior que a de imunoprotecao.

Assim como em nosso estudo, a associacdo a imunoglobulinas foi a principal espécie
encontrada no desfecho apresentado por Fernandez-Sanches et al em estudo publicado em
2012, no qual realizaram a especiacao do ferro em amostras de leite de 11 puérperas de parto
prematuro e 4 de parto a termo, em diferentes fases de maturagéo®.

- especiacdo do cobre: a excecdo do leite de transicdo das puérperas que tiveram o
parto a termo, o percentual de distribuicdo do cobre foi maior nas associacdes com as
imunoglobulinas, seguido pelas biomoléculas presentes na faixa de 90 — 70 KDa, onde é
possivel encontrarmos glutationa, enzima com importante papel na reducdo de agentes
oxidantes. Portanto, a especiacdo do cobre no leite materno sugere uma vantagem adaptativa,
pois através das associacdes que o micronutriente faz com as biomoléculas, parece contribuir
para impactar positivamente nos processos imunoldgicos e antioxidantes no organismo do
recém-nascido, especialmente na vigéncia da prematuridade.

- especiagdo do zinco: a associag¢do as imunoglobulinas foi marcadamente a principal
espécie apresentada pelo zinco, sendo que o percentual decai com o avan¢o da maturacdo,
tanto no leite das puérperas de parto prematuro quanto de parto a termo. Na faixa de 20 —
10KDa encontra-se a glutationa oxidase, e na faixa de 30 — 40KDa, a superoxido dismutase,
gue sdo importantes componentes do sistema antioxidante enzimatico, e que sdo dependentes
de zinco e de cobre para seu adequado desempenho?®®. Nossos achados sugerem que também

para o zinco, o perfil de formacéo de especies favorece a biodisponibilidade do micronutriente



98

para ser incorporado aos processos imunoldgicos e antioxidantes, através de associa¢fes com
imunoglobulinas, e proteinas na faixa da glutationa oxidase e da superdxido dismutase.

Em estudo publicado em 2016, Fernandez-Menéndez et al realizaram a especiagédo do
zinco em amostras de leite de 16 puérperas de parto a termo e de 15 puérperas de parto pre-
termo. A analise ndo apresentou diferencgas entre os grupos, e assim como em nosso estudo, a
principal espécie observada foi a associacdo do zinco com imunoglobulinas®.

Em estudo conduzido em 2004, St Remy et al desenvolveram metodologia e padrdes
para a afericdo de elementos traco no leite humano, em diferentes estagios de maturacdo. Para
tanto, foi utilizado o soro do leite de mulheres que tiveram parto prematuro. Os tempos de
maturacgdo do leite estipulados para coleta das amostras foram colostro, 4° dia p6s-parto, 14°
dia pos-parto e 28° dia pos-parto, e foi realizada a coleta de 3 amostras individuais para cada
fase. A andlise foi multielementar, incluindo ferro, cobre, zinco e iodo’.

Ao estabelecermos uma comparagdo entre nossos achados e os de St Remy et al,
(2004), podemos obervar que:

- especiacdo do ferro: o estudo de 2004 encontrou o ferro associado principalmente as
imunoglobulinas, seguido da associacdo a compostos de baixo peso molecular. Os autores
destacaram ainda, no colostro, a ocorréncia de associagcdo com biomoléculas na faixa de 90 —
70 KDa, mais especificamente, 67 KDa, relacionado, provavelmente, a lactoferrina. Em nosso
estudo, a maior associa¢do do ferro foi detectada igualmente na faixa das imunoglobulinas.
Contudo, no leite das puérperas de parto pré-termo, o percentual encontrado foi maior na fase
madura do que na de colostro, em oposicdo ao resultado proveniente do leite das puérperas de
parto a termo.

Ao contrario do estudo de St Remy, no leite das mdes prematuras, encontramos a
segunda maior associacdo na faixa de massa na qual se detecta a lactoferrina.

- cobre: ao contrario do nosso estudo, foi observado um decréscimo nos percentuais da
faixa de baixo peso molecular (< 10 KDa). No estudo de St Remy et al (2004), houve um
aumento acentuado na faixa de alto peso molecular, e os autores acreditaram dever-se a IgA.
Em nosso estudo também foi observado aumento no percentual de associacdes na faixa das
imunoglobulinas, conforme a maturacdo do leite das puérperas de parto pré-termo.

- zinco: o estudo pioneiro descreveu a especiacdo deste mineral como tendo sido
similar em todas as fases do leite, sendo as principais espécies encontradas nas associa¢des
com biomoléculas pertencentes as faixas de alto e de baixo peso molecular, respectivamente.
Em nossos achados, os principais percentuais de especia¢do do zinco foram as associagdes

com biomoléculas nas faixas de alto peso molecular e na de 20 — 10 KDa, nesta ordem.
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- iodo: os autores ressaltaram que no leite de mulheres que tiveram o parto prematuro,
a distribuicdo do iodo € complexa, com registro de associacdes na faixa de alto peso
molecular. De fato, nossos resultados demonstraram a ocorréncia de pequenos percentuais de
associagdo nesta mesma faixa. Contudo, a exemplo da equipe de St Remy’, nossos achados
apontam que a principal espécie do iodo no leite de puérperas de parto prematuro é a
associacao a fragdes ndo protéicas, de baixo peso molecular, com leve declinio desde colostro
até leite maduro.

A andlise de especiacdo evidenciou os padrles de associacOes de ferro, de cobre, de
zinco e de iodo a biomoléculas presentes nas amostras de leite de puérperas de parto
prematuro e de parto a termo que integraram este estudo. Por estarem associados as
biomoléculas, estes micronutrientes apresentam maior biodisponibilidade, pois, ndo circulam
de forma livre, evitando assim que a quantidade ingerida seja perdida ao longo do processo de
digestao.

Os achados corroboram aqueles encontrados na literatura, tanto no que concerne aos
valores gquantitativos quanto aos qualitativos, e atualizam estudos que séo classicos.

Por meio do emprego da analise de especiacdo, foi possivel demonstrar como as
diversas associacdes de ferro, de cobre, de zinco e de iodo com biomoléculas favorecem a
biodisponibilidade destes micronutrientes no leite humano e influenciam positivamente as
defesas imunoldgicas e antioxidantes, especialmente no caso dos prematuros. Sob esta 6tica, 0
estudo podera colaborar para subsidiar a abordagem qualitativa acerca de micronutrientes e
enriquecer a discussdo sobre a composi¢do nutricional do leite humano, sensibilizando os
profissionais das Unidades de Neonatologia e as préprias instituicdes onde estdo inseridas, a
buscar mudancas nas praticas assistenciais, fortalecendo a participacdo materna como co-
terapeuta na recuperacdo do prematuro.

Como limitacdo do estudo, apontamos o fato de 0 mesmo ter sido conduzido em uma
Unica maternidade e o limitado tamanho amostral. Contudo, ressaltamos que a maternidade
em questdo € uma instituicdo publica e sua Unidade de Neonatologia é referéncia para
prematuros e recem-nascidos de risco. Com relacdo ao tamanho amostral, ressaltamos que o
mesmo encontra-se em consonancia com 0s estudos correspondentes encontrados na
literatura.

Percebe-se que o grupo com menor percentual gerador de resultados foi o de leite
maduro de puérperas de parto prematuro. Tal situagdo pode ser explicada pela dificuldade de
acesso a amostra, uma vez que, nesta fase, na maioria dos casos, a mée ja recebeu a alta

obstétrica e encontra-se em casa, regressando a unidade durante o dia para visitar seu bebé. O
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afastamento fisico, por vezes intensificado pela falta de recursos financeiros para permitir
visitas diérias, aliado ao cansago da rotina de idas e vindas & maternidade, a ansiedade, 0
medo da perda, a tristeza de ter de voltar para a casa sem o0 seu bebé, sdo questdes que
permeiam a rotina diaria das mées de prematuros, o que termina por deflagrar o decréscimo
da producdo de leite?.

Estudos futuros devem ser realizados com o emprego da cromatografia por excluséo
de tamanho (SEC) associada a espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS) para especiacdo de outros micronutrientes, como célcio, fésforo e selénio.

Por fim, recomendamos o leite materno para a nutricdo do recém-nascido a termo,
pelas vantagens classicamente descritas na literatura e pela oferta de ferro, de cobre, de zinco
e de iodo em quantidades adequadas e em espécies que favorecem sua biodisponibilidade,
permitindo atender as demandas deste lactente.

Para recém-nascidos prematuros, recomendamos o uso do leite materno como recurso
terapéutico para nutricdo e adaptacdo ao meio extra-uterino, tendo em vista que 0 mesmo
fornece ferro, cobre, zinco e iodo em quantidades adequadas e com biodisponibilidade
ajustada as particularidades deste grupo, conferindo suporte a demanda nutricional destes

micronutrientes e favorecendo os processos imunoldgicos e antioxidantes.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
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Titulo da Pesquisa: Anlise Quimica de Especiagéo de Micronutrientes em Leite Materno e Férmulas
Infantis

Pesquisador: Ricardo Erthal Santelli

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 39689814.6.0000.5275

Instituigao Proponente: Maternidade-Escola da UFRJ

Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 923.381
Data da Relatoria: 18/12/2014

Apresentacao do Projeto:

O projeto prevé o desenvolvimento de estudos analiticos fundamentais e aplicagdes da analise quimica de
especiagio para avaliagdo da concentragdo de nutrientes em amostras de leite humano e férmulas infantis.
O estudo inclui um estudo transversal, no qual pretende-se obter leite humano a partir de 30 puérperas
adultas atendidas em maternidade publica e escola do Rio de Janeiro, com tempos de lactagéo diferentes,
que

doarem uma amostra do seu leite materno, apds a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.
A coleta sera realizada pela propria puérpera, por meio de ordenha manual, em frasco adequado que sera
tampado e armazenado sob refrigeragéo na unidade. Em seguida, as amostras de leite materno seréo
transportadas sob refrigeragéo ao laboratério do Instituto de Quimica/UFRJ, onde sera realizada a andlise
quimica da concentragao total de nutrientes essenciais (Ca, P, Se, Fe, Cu, Zn, |, vitamina A e D)e
imunoglobulinas. Também serao obtidas amostras de formulas infantis disponiveis no mercado, que também
serso analisadas pelo mesmo método e quantificadas em relagdo aos mesmos elementos que o leite
humano. i

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:
Estabelecer métodos de analise quimica de especiagéo para estudar e avaliar a distribuicéo das
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- Quanto aos beneficios apresentados, retirar os referentes aos beneficios académicos, ja que os mesmos
nao estdo contemplados no art. 1.4, da Resolugao 466/12: "II.4 - beneficios da pesquisa - proveito direto ou
indireto, imediato ou posterior, auferido pelo participante e/ou sua comunidade em decorréncia de sua
participagdo na pesquisa;"

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
As observacdes apresentadas acima nas recomendagdes nao impedem que o projeto seja aprovado.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Néo

Consideracdes Finais a critério do CEP:

1) De acordo com o item VII.13.d, da Resolugdo CNS n.° 466/12, o pesquisador devera apresentar relatorios
anuais (parciais ou finais, em funcéo da duracéo da pesquisa).

2) Eventuais emendas (modificagdes) ao protocolo devem ser apresentadas, com justificativa, ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada.
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(Coordenador)
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espécies contendo os elementos essenciais (Ca, P,Se, Fe, Cu, Zn, |) em biomoléculas, bem como as
vitaminas A e D e, imunoglobulinas presentes em amostras de leite materno humano e férmulas infantis,
permitindo a comparag&o entre a composi¢&o quimica do leite materno e as formulas infantis, que podera
indicar diferengas na biodisponibilidade dos nutrientes inorganicos, para o recém-nascido.

Objetivo Secundario:

Descrever a composig8o quimica do leite materno de puérperas adultas de parto pré-termo e a termo nas
fases de colostro, leite de transic&o e leite maduro.Descrever as caracteristicas sécio demograficas, clinicas
e da assisténcia pré-natal das puérperas.|dentificar as férmulas infantis mais utilizadas na pratica de
puericultura.Desenvolver métodos analiticos para a determinagéo da concentragéo total e da especiagéo
dos leites materno e formulas infantis.

Avaliacédo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos relacionados a participagéo das puérperas no estudo s&o minimos, tendo em vista que todos os
procedimentos adotados para a coleta das amostras de leite humano, séo os adotados rotineiramente no
Banco de Leite da maternidade estudada, que faz parte da Rede Brasileira de Bancos de Leite Humano
(RedeBLH) e do Programa Iberoamericano de Bancos de Leite Humano (Rede IberBLH), e padronizado e
recomendado internacionalmente.

Como beneficios do estudo, as nutrizes receberéo orientagdo individualizada quanto ao aleitamento materno
e serdo sanadas suas duvidas relacionadas ao processo. Como beneficios a sociedade, o estudo permitira
a melhor caracterizagdo quimica e o melhor conhecimento da

biodisponibilidade dos nutrientes do leite materno humano e de férmulas infantis, o que podera ser util a
futuros estudos em nutrigdo humana de recém-nascidos.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa € de enorme relevancia, tanto para o cenario nacional,como internacional, ja que busca avaliar a
concentragédo de nutrientes em amostras de leite humano e férmulas infantis, ja que essas Ultimas séo
fundamentais para o suporte nutricional dos recém-nascidos que n&o podem ter acesso ao leite humano.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Todos os termos est&o presentes e detalhados.

Recomendacdes:

- Um pequena corregdo no termo "maternidade publica e escola", pois d4 a entender que o projeto sera
realizado em uma escola.

Endereco: Rua das Laranjeiras, 180

Bairro: Laranjeiras CEP: 22.240-003
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)1556-9747 Fax: (21)1205-9064 E-mail: cep@me.ufrj.br
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