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O leite materno é considerado o melhor alimento para o lactente, razdo
pela qual um maior conhecimento sobre sua composi¢do poderia contribuir para

aprimorar o entendimento a respeito da nutrigdo infantil.

Héa muitas diferengas entre a composi¢do do leite humano e a do de

outras espécies iais, sendo uma delas o contetdo de mnitrogénio ndo-
protéico, do qual fazem parte os acidos nucléicos, os nucleotideos e os
nucleosideos, entre outros. Recentemente, a potencial importdncia desses
compostos na dieta, especialmente para os lactentes, tem sido sugerida,
principalmente em relagdo ao metabolismo dos 4cidos graxos poliinsaturados e
das lipoproteinas plasmaticas, ao sistema imunoldgico, a diferenciacdo das

células intestinais, & modificagdo na microflora intestinal € ao aumento da

bioavaliabilidade do ferro.

Entretanto existem poucos estudos sobre a quantidade e a composi¢do
dos nucleotideos e nucleosideos no leite humano. Buscando contribuir com
mais dados sobre o assunto, procuramos avaliar a concentragdo de nucleosideos

totais (disponiveis para absor¢do intestinal) em amostras de leite de puérperas



RESUMO

do HCPA e verificar sua variagdo com a idade gestacional e com o estégio da
lactagdo. Investigou-se também se haveria alguma influéncia da idade da nutriz,
do grau de nutrigdo, da renda per capifa e do uso de fumo na gestagdo com
relagdo aos valores encontrados. Com esse objetivo, foram coletadas, no Banco
de Leite do HCPA, 141 amostras de leite humano, provenientes de 110
mulheres entre 1 e 30 dias p6s-parto, no turno da manhd, no periodo de 02 de
julho de 1996 a 21 de junho de 1997. As amostras foram divididas micialmente
em seis grupos, conforme a idade gestacional (leite de mées de prematuros e de
mies de recém-nascidos a termo) e o estagio da lactagdo (colostro, leite de

transigdo e leite maduro).

A metodologia adotada simulou a digestdo in vivo. Nucleotideos
poliméricos (RNA), nucleotideos monoméricos e nucleosideos provenientes dos
aductos foram hidrolisados enzimaticamente para nucleosideos, a forma mais
freqiiente de absorc¢do pelo intestino. Nucleosideos livres e os liberados por
intermédio da acdo de enzimas foram determinados por cromatografia liquida de
alta pressdo, fornecendo valores correspondentes aos nucleosideos totais

disponiveis para serem aproveitados.

A concentragdo de nucleosideos totais no leite de puérperas do HCPA,
independentemente do estagio da lactagdo, apresentou uma mediana de 33,18 +
22,58 mg/l. Ndo foi encontrada variagio estatisticamente significativa na

concentragdo desses compostos em relagdo a idade gestacional, o mesmo
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ocorrendo em relagdo a idade das nutrizes, ao grau de nutrigdo, a renda per

capita e ao uso de fumo durante a gestagdo.

Quanto ao estagio da lactagfo, foi observada diferencga estatisticamente
significativa na concentracio de nucleosideos totais entre os grupos, com a
presenga de valores significativamente menores no colostro (28,93 mg/1) do que

no leite de transigiio (36,81 mg/l) e no leite maduro (40,55 mg/1).

Os nucleosideos totais das amostras de leite humano analisadas tiveram
um predominio de nucleotideos monoméricos (59,6%), seguidos por

nucleosideos livres (16,3%), aductos (13,9%) e RNA (10,2%).



ABSTRACT

Mother’s milk is considered the best food for the infant. Greater
knowledge regarding its composition could help improve the understanding of
child nutrition.

There are many differences between the composition of human milk and
that of other animal species, one of them being the non-protein nitrogen content
which includes nucleic acids, nucleotides and nucleosides, among others.
Recently, the potential importance of these compounds in diet, especially for
infants has been suggested, mainly as to the metabolism of polyunsaturated fatty
acids and plasma lipoproteins, the immune system, the differentiation of
intestinal cells, changes in intestinal microflora and increased bioavailability of
iron.

However, few studies exist on the quantity and composition of the
nucleotides and nucleosides in human milk. In an attempt to contribute further
data on the subject, we tried to evaluate the concentration of total nucleosides
(available for intestinal absorption) in samples of the milk of puerperants at the
HCPA and look at its variation according to gestational age and stage of

lactation. An investigation was also performed to find out whether any of the
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following factors W@uid wnfluence the values found: age of the breastfeeding
woman, nutritional status, income, and smoking during pregnancy. In order to
do so, 141 samples of human milk, from 110 WOKH@HEQEW@@IE 1 and 30 days
post-partum were collected in the morning, at the HCPA Milk Bank, from July
2, 1996 to June 21, 1997. The samples were initially divided into six groups
according to gestational age (milk from the mothers of premature babies and
mothers of full-term newborns) and stage of lactation (colostrum, transitional
milk and mature milk).

The methodology adopted simulated in vivo éﬁgesﬁm. Polymeric
nucleotides (RNA), monomeric nucleotides and nucleosides from the adducts
were enzymatically hydrolyzed into nucleosides, the most frequent form of
mtestinal absorption. Free nucleosides and those released by the action of
enzymes were determined by high-pressure liquid chromatography, supplying
values corresponding to the total nucleosides available for use.

The concentration of total nucleosides in the milk of puerperants at the
HCPA, independent of stage of lactation, presented a median of 33.18 + 22.58
mg/L. No statistically significant variation was found in the concentration of
these compounds as to gestational age, and the same occurred as to age of the
breastfeeding mothers, nutritional status, per capita income and smoking during
pregnancy.

Concerning stage of lactation, a statistically significant difference was

observed in the concentration of total nucleosides among the groups, with the
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presence of sigmﬁﬁ@émﬂy lower values in the colostrum (28.93 mg/L) than in the
transitional milk (36.81 mg/L) and in mature milk (40.55 mg/L).

The total nucleosides in the human mmulk sam@es analysed presented
mainly monomeric nucleotides (59.6%), followed by free nucleosides (16.3%),

adducts (13.9%) and RNA (10.2%).



1- INTRODUCAO

As primeiras defini¢Ses na area da Nutrigdo empregavam a expressio nutriente
essencial para designar as substincias necesséarias para manter a vida e prevenir
doengas causadas por sua deficiéncia. Com a expansio dos conhecimentos sobre os
processos metabodlicos, esse conceito foi ampliado, passando a englobar até tragos
de nutrientes. Atualmente, definir termos como nutrientes nfo-essenciais, semi-
essenciais, essenciais e substratos € bastante complexo, sendo discutivel uma clara

separacdo entre eles (1).

Estudos recentes sugerem que nucleotideos (NT) e nucleosideos (NS) na dieta
(purinas e pirimidinas) podem ser “condicionalmente” essenciais para animais
recém-nascidos (RN). O rapido crescimento dos tecidos, como o epitélio intestinal e

as células linféides, tem uma demanda aumentada de purinas e pirimidinas (2,3,4).

NTs e NSs sdo compostos intracelulares de baixo peso molecular,
considerados como pegas-chave em numerosos processos bioquimicos e que

desempenham importantes papéis em funcdes fisiologicas e bioldgicas (2, 3).
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Para que ocorra proliferacido celular, é necessario haver biossintese de NTs,
que pode ser obtida por duas vias. A primeira constitui a via “de novo”, na qual os
NTs sfo sintetizados a partir de aminoacidos precursores, sendo os anéis de atomos
de carbono das purinas derivados de glicina, glutamina e aspartato, enquanto os das
pirimidinas derivam de carbamoil-fosfato e aspartato. A segunda, a wvia de
“salvamento” (ou de “captura”), utiliza os NSs e as bases nitrogenadas a partir da

decomposigdo de NTs dietéticos, a fim de ressintetizar os acidos nucléicos (2).

Estudos mostram que alguns tecidos possuem uma capacidade limitada para a
sintese “de novo” de NTs purinicos, requerendo um suprimento @Xég@m dessas
substéncias pela via de “salvamento” ou a partir do figado. Células hepéaticas tém a
sintese “de novo” especialmente ativa; elas ndo s6 produzem grande quantidade de
purinas e pirimidinas para seu proprio suprimento como também exportam bases
necessarias a outros tecidos com rapido furnover (4,5,6). Devido a auséncia, no
mtestino delgado, de uma via biossintética “de novo” de purinas, a fonte real dessas
purinas pré-formadas ¢ particularmente importante. O significado dessa falta tem
despertado o interesse de pesquisadores sobre o papel potencial dos NTs em geral e
dos NTs purinicos, especificamente, como fatores de crescimento potenciais ou
nutrientes “condicionalmente” essenciais (2, 5, 6, 7). Na auséncia de NTs na dieta, a
sintese “de novo” das purinas e pinnmidinas € ativada; ao contrario, a adi¢do dessas
bases a dieta suprime a sintese “de novo” e ativa a rota de “salvamento”, como

mostra a figura 1.
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nuclectideos na dieta, ativando a rota de “salvamento”(B).

Fonte: (4} adaptada
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1.1 - BIOQUIMICA E METABOLISMO

Os NTs contém trés componentes caracteristicos: uma base nitrogenada, uma
pentose e um ou mais grupos fosfato. As bases nitrogenadas sdo derivadas de duas
moléculas heterociclicas, purinas e pirimidinas. As duas principais purinas

ina e

encontradas em organismos vivos sfo adenina e guanina, enquanto citosina, tis
uracil sdo as principais pirimidinas. Bases resultantes do metabolismo de purinas e

pirimidinas incluem hipoxantina, xantina, inosina € orotato (2, 4, 8).

NSs e NTs originam-se da substituicdo nas estruturas de anéis das bases. Um
NS é formado pela unifo de uma pentose com uma base nitrogenada. A pentose
pode ser d-ribose, como no acido ribonucléico (RNA) ou 2-deoxirribose, como no
acido deoxirribonucléico (DNA). Um éster fosfato de um NS € conhecido como NT.
As letras A (adenina), G (guanina), C (citosina), T (timina) e U (uracil) designam as
bases nitrogenadas. O prefixo d ¢ adicionado se o agtcar no NS ¢ 2-deoxirribose.
As letras MP, DP ou TP indicam ésteres mono, di ou trifosfato (9, 10). A tabela 1
mostra, de forma esquematica, as bases, os NSs e os NTs principais € suas

respectivas abreviaturas.
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TABELA 1
Principais bases, nuclessideos e nucleetideos e respectivas abreviaturas

Bases Nucleosideos Nuclestideos Abreviaturas
(base+acucar) (basetachcar+grupos fosfato)

Purinas
Adenina (A) Adenosina Adenosina mono-, di-, trifosfatc  AMP, ADP, ATP
Guanina (G) Guanosina Guanosina mono-, di-, trifostato  GMP, GDP, GTP
Hipoxantina Inosina Inosina mono-, di-, trifosfato IMP, IDP, ITP
Pirimidinas
Citosina (C) Citidina Citidina mono-, di-, trifosfato CMP, CDP, CTP
Uracil (U) Uridina Uridina mono-, di-, trifosfato UMP, UDP, UTP

Timina (T) Timidina Timidina mono-, di-, trifosfato T™P, TDP, TTP

As concentragfes de NTs variam muito nos diferentes tecidos, estando o ATP
presente nas concentracdes mais altas. Em todas as células, concentra¢des de RNA
sdo maiores do que as de DNA e relativamente constantes, enquanto as
concentragdes de DNA variam com o estagio do ciclo celular, constituindo apenas

5% a 10% do total de acidos mucléicos (11, 12).

NTs e acidos nucléicos sdo constantemente formados e degradados,
especialmente nos tecidos em crescimento, ou naqueles que sofrem constante

renovagio celular, como a pele, a mucosa intestinal, as células sangiiineas da série
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branca e vermelha e o sistema imunoldgico. Organismos em crescimento também
requerem constante formagdo de DNA e tém uma rapida modificagdo do RNA (4,8).

O gasto energético da sintese “de novo” dasx bases nitrogenadas requer
significativamente mais energia do que o processo de “salvamento”: 5 mols de ATP
contra 1 mol de ATP para cada monofosfato de NT (MNT) produzido. Sendo assim,
do ponto de vista evolutivo, a rota de “salvamento” tem uma vantagem seletiva para

o rapido crescimento dos organismos (9, 10).

Os NTs e NSs desempenham vanas fungSes metabolicas (4,8,13,14,15,16,17):

e Metabolismo energético. ATP é a principal molécula responsavel pela
transferéncia de energia quimica de reagdes produtoras de energia para reagdes que
requerem energia, servindo também como doadora de fosfato para a geragfo de

outros NTs.

e Precursores na sintese de acidos nucléicos: DNA ¢ RNA sdo compostos
poliméricos formados por unidades monoméncas de NTs. Produzem a informagio

para o codigo genético e sdo também fundamentais para o metabolismo celular.

e Mediadores fisiolégicos: NTs e seus derivados sdo mediadores de processos
metaboélicos. Servem como exemplo, AMP ciclico, mensageiro de muitas agdes
hormonais e de neurotransmissores; GMP ciclico, mediador de eventos celulares;

ADP, critico para a agregacdo plaquetaria normal, entre outros.
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e Componentes de co-enzimas, como a co-enzima A, estando envolvidos em

varias rotas metabélicas.

e Afividades intermediarias: NTs servem como carreadores de atividades
intermediarias em diversas reagdes. Por exemplo, UDP - glicose € um intermediario
na sintese de glicogénio e de glicoproteinas; GDP — manose, GDP ~ fucose e UDP
— galactose sfo intermediérios na sintese de glicoproteinas; CDP — colina e CDP —

etanolamina estdo envolvidos no metabolismo fosfolipidico.

e Agonistas celulares: NTs extracelulares podem funcionar como potentes
agonistas, servindo de gatilho para a transmissdo de sinais intracelulares. Evidéncias
sugerem a existéncia de receptores pirimidinicos, em adi¢do aos ja bem estudados

receptores purinicos.

1.2 - NUCLEOTIDEOS NA DIETA

Os compostos poliméricos RNA e DNA e as nucleoproteinas sdo geralmente a
fonte primaria de NTs na dieta. A digestdo das nucleoproteinas € iniciada por
proteases. Acidos nucléicos sdo submetidos as nucleases pancreaticas, resultando

numa mistura de mono, di, tri e polinucleotideos (PoliNT).

As glandulas intestinais de Brunner e Lieberkuhn secretam fosfoesterases, que

suplementam a agdo das nucleases pancreaticas na produ¢do de mononucleotideos
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(MonoNT). A transformagdo de NTs em nucleosideos €, na maior parte, uma funco
da fosfatase alcalina intestinal. Em adi¢do & acfo desta ultima, nucleosidases e
nucleotidases intestinais atuam para gerar uma mistura de NSs e bases livres
(purinas e pirimidinas) (18,19,20), que ¢ oferecida ao enterécito para absorgdo.
Mais de 90% dos NTs ingeridos sdo absorvidos como NSs, enquanto menos de 5%
sfo incorporados para acidos nucléicos intestinais € wma quantidade relativamente

pequena aparece nas células hepaticas (21, 22).

A figura 2 mostra, de forma esquemadtica, o que foi exposto acima.

e Nucleoproteinas e

$ Proteases

E Acidos nucléicos ﬂl

Nucleases pancresticas
. fosfoesterases

Nucleotideos
(mono, di, tr1)

Fosfatase alcalina intestinal
Nucleotidases

— Nucleotideos

Nucleosideos

Nucleosideos

Nucleosidases

Purinas e pirimidinas

Purinas e
Pirimidinas

Fig. 2 - Digestdo de nucleoproteinas e acidos nucléicos e absor¢do de nucleosideos no trato
gastrointestinal

Fonte: (4) adaptada
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As implicagdes da falta de sintese “de novo” envolvem questdes a respeito do
desenvolvimento intestinal, adaptagdo apés cirurgia e recuperagdo de enfermidade
intestinal aguda ou crénica, incluindo as doengas inflamatérias intestinais. Essas
preocupagdes sdo ampliadas pela auséncia de NTs e NSs em formulas nutricionais
padronizadas ou dietas elementares. Além disso, os NTs e NSs nfo estdo presentes

nas solugdes de nutrigdo parenteral total (23).

lijima e colaboradores (24) observaram que a nutrigdo parenteral total esta
associada com mudancas atréficas na estrutura e nas fungdes da mucosa intestinal e
que ratos que recebiam nutrigio parenteral total suplementada com NTs
apresentavam contetiido significativamente mais elevado de proteina e DNA na
mucosa intestinal, vilos mais desenvolvidos e niveis aumentados da atividade da
maltase e da atividade proliferativa nas células da cripta, quando comparados com
ratos nio suplementados. A suplementagio de NTs, no trabalho realizado, preveniu
as mudangas da atrofia da mucosa intestinal induzida pela nutrigdo parenteral total

mais efetivamente do que a de glutamina.

He e colaboradores (25) relataram que, em condigdes normais, a
suplementac¢do com NTs estimulava especificamente a proliferagdo e diferenciagdo
das células intestinais em cultura e que os NTs exogenos poupavam as necessidades
celulares de glutamina para a sintese “de novo” de NTs. Além disso, a
suplementa¢do com NTs aumentava a taxa de diferenciagdo da linhagem celular

intestinal in vitro. Esses resultados sugerem que os NTs exdgenos podem estimular



1- INTRODUCAQ 10

o crescimento normal e a diferenciacdo, reduzindo a necessidade de

glutamina/aminoacidos para a sintese “de novo” de NTs.

A sintese protéica pode ser aumentada com dieta suplementada com NTs. Um
aumento estatisticamente significativo no peso foi observado por Gyorgy e
colaboradores (26) quando ratos que estavam recebendo uma dieta hipoprotéica
(10% de caseina) passaram a receber adigdo de NTs, em comparagdo com controles
sem esse suplemento. Entretanto, quando NTs foram adicionados a uma dieta rica
em proteinas (20%), nfo ocorreu aumento significativo no crescimento. Para avaliar
como essa situacio poderia se aplicar as criangas, que recebem pouca proteina e
altos niveis de NTs através do leite materno, maiores estudos se fazem necessarios.

A sintese pode ocorrer por duas rotas alternativas, dependendo do que é
ingerido. Quando purinas sfo ingeridas, uma significativa proporgdo dessas bases
sdo degradadas rapidamente para formar acido trico. O intestino desempenha,
entdo, um importante papel no destino metabdlico das purinas da dieta; sabe-se
menos sobre a regulagdo do metabolismo das pirimidinas pelos enterocitos, apesar
de recentes evidéncias sugerirem que grande parte dessas bases sfo absorvidas e

incorporadas para dentro dos &cidos nucléicos (21, 27, 28).

A necessidade de NTs para o desenvolvimento e maturagdo do trato gastro-
intestinal e do sistema imunologico pode ser explicada bioquimicamente, ja que eles
falham ou tém uma capacidade limitada para a sintese “de novo” das bases

nitrogenadas (29, 30). Evidéncias bioquimicas também indicam que, quando NTs
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sdo ingeridos, o intestino ativa a transcri¢do e a expressdo do gene hipoxantina-
guanina-fosforribosiltransferase (HGPRT), aumentando a rota de “salvamento” ou

preformando NSs a partir da dieta (31, 32).

Estudos genéticos tém caracterizado os efeitos nutricionais dos NTs sobre a
transcri¢do do gene HGPRT, demonstrando que, quando varias construgfes de DNA
foram transferidas para diferentes linhagens celulares e situadas em meios com ou
sem purinas e pirimidinas exdgenas, o efeito das purinas exégenas foi altamente
evidenciado apenas nas linhagens celulares intestinais. Quando varias delecdes
foram realizadas a partir do fragmento genémico com 990 bases pareadas, uma
regido com aproximadamente 35 bases pareadas pode ser identificada como aquela
que confere especificamente sensibilidade as purinas exégenas. Essa regido atua
como um local para ligacdo por meio de uma proteina reguladora e tem sido
denominada de elemento regulatério cisatuante da HGPRT, o qual confere
transcrigdo génica especifica para o tipo celular, sendo provavelmente regulado por

um fator transatuante de DNA ligado a proteina (32,33,34).
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1.3 - SIGNIFICADO BIOLOGICO DOS NUCLEOTIDEOS E

NUCLEOSIDEOS

1.3.1 - Efeitos sebre o Sistema Imunolégice

O sistema imunolégico do RN encontra-se em um estagio de desenvolvimento
rapido. Ao nascimento, o nivel de imunoglobulina (Ig) G adquirida da mde ¢
méximo € as Igs sintetizadas pelo lactente estdo comecando a surgir. A redugédo pos-
natal abrupta, no lactente, da IgG adquirida da mfe ¢ compensada apenas
parcialmente por uma elevagéio na IgG do lactente. A producdo de IgA e IgM ocorre
mais lentamente ¢ em niveis menores. No 1° ano de vida, quando o sistema
imunolégico do lactente ainda estd se desenvolvendo, ele é exposto a varios

patogenos ambientais, tendo um risco aumentado de desenvolver infecgdes (35, 36).

O desenvolvimento e a competéncia do sistema imunoldégico podem ser
influenciados por varios fatores, incluindo os nutricionais: ganho de peso intra-
uterino, estado nutricional global, quantidade e tipo de proteina da dieta (35),
adequagdo dos principais micronutrientes da dieta, como vitamina A, zinco e selénio

(37-39).

Os lactentes amamentados parecem ter melhor prote¢do contra alguns

patégenos do que os alimentados com formula (40, 41). Um dos fatores que pode
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contribuir para essa protegdo € a presenca de NTs, NSs e acidos nucléicos no leite

humano (LH).

A possibilidade de um papel dos NTs exégenos na modulagdo da resposta
imunolégica normal tem sido investigada por estudos experimentais. Foi
demonstrado que, no camundongo mantido com uma dieta sem NTs, a sobrevida a
um transplante cardiaco foi significativamente prolongada quando comparada com o
grupo que recebeu esse suplemento. O mecanismo parece envolver diminuigdo da
produgédo de linfocinas e/ou bloqueio na maturagdo de linfocitos. Uma dieta sem
NTs, combinada com o uso de ciclosporina, aumentou a sobrevida de ratos
transplantados cardiacos, quando comparada com o uso isolado de ciclosporina. A

adi¢o de adenina ou uracil a dieta reverteu esse efeito (23, 42).

Animais recebendo uma dieta sem NTs tiveram sigmficativa supressio da
resposta  linfoproliferativa aos antigenos. Similarmente, a resposta de
hipersensibilidade cutinea apos teste com derivados de proteina purificados foi
diminuida no grupo com dieta sem NTs (23). Esses experimentos sugerem que os
linfocitos T sdo alvos de uma deprivagdo de NTs na dieta, mas oS mecanismos

responsaveis por esses efeitos permanecem indeterminados.

Defeitos congénitos ou adquiridos no metabolismo dos NTs parecem também

estar associados com depressdo da funcdo leucocitaria (43, 44).



1-INTRODUCAQD 14

Restrigdo de NTs na dieta causou diminui¢do da resisténcia a sepse por

Staphylococcus aureus e Cdndida albicans em camundongos (45,46,47).

Macrofagos dos camundongos que receberam dieta sem NTs também
mostraram diminui¢do da atividade fagocitica, e a adicdo de NTs na dieta
determinou um aumento dessa atividade, juntamente com uma elevagio da atividade

das células narural killers (NK) dos ratos (46,48,49,50).

Carver, Cox e Barness (48) demonstraram, recentemente, que 13 criangas que
ingeriram formulas com NTs tiveram, aos 2 ¢ aos 4 meses, atividades das células
NK e da interleucina-2 similares as de 9 criangas alimentadas ao seio, e esses dois
grupos tiveram essas atividades significativamente superiores as de 15 criangas que

receberam formulas sem NTs.

Estudos adicionais, em hospitais de adultos, mostraram que nutrigdo enteral
contendo acidos nucléicos, arginina e acidos graxos Omega-3 preservou a resposta
imunologica em pacientes cirirgicos, quando comparada com um produto sem NTs,

com quantidades semelhantes de proteina e energia (51, 52).

Continuam em investigacio os efeitos da suplementacdo de NTs em pacientes
com cancer, embora ja existam estudos demonstrando melhora da fun¢fo imune e

manutengdo da barreira da mucosa intestinal (52, 53).

Em 1995, foi realizado um estudo para avaliar o efeito da alimentagdo com

NTs sobre o sistema imunologico do lactente (54). As respostas imunolégicas foram
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avaliadas pela resposta do anticorpo as vacinas padronizadas administradas durante
o 1° ano de vida (vacinas para difteria, tétano, poliomelite e Haemophylus
influenzae), considerando que uma resposta apropriada de anticorpos a uma
provocagdo antigénica reflete a integridade funcional do sistema imunolégico (55).
As vacinas foram selecionadas com base na hipétese de que o efeito do
enriquecimento com NTs era mversamente proporcional 3 poténcia do antigeno
usado na vacina. Como antigeno fraco, a vacina contra Haemophilus influenzae do
tipo B (Hib) foi aquela que melhor péde ser usada como pardmetro de diferenciagdo
das respostas imunologicas entre trés grupos de lactentes (os alimentados com LH,
os com formulas com NTs e os sem NTs). Os resultados do estudo indicaram que os
lactentes alimentados com foérmula com NTs tiveram uma resposta consistentemente
mais elevada do que os que receberam formula-controle, sendo que a diferenca foi

estatisticamente significativa para o Hib, o mesmo ocorrendo em relagfo a difteria.

Uma das questdes levantadas nesse estudo foi se a melhor resposta
imunolodgica poderia levar ao desenvolvimento de uma resposta alérgica. Entretanto
ndo foi observada nenhuma diferenca entre os grupos no que se refere a IgE total
(produzida em uma resposta alérgica), e a IgE especifica da proteina do leite de vaca

ndo foi detectavel em nenhum lactente alimentado com formula com NTs.

Os indicadores celulares da func¢do imunologica (incluindo a contagem
diferencial dos leucécitos e subgrupos de linfocitos) foram semelhantes para os trés

grupos até o tempo de avaliagdo de 12 meses. A partir dai, os lactentes que
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receberam LH aprésentaram sigmficativamente mais linfocitos T e B do que os de
férmula-controle, mas ndo do que os suplementados com NTs. Nesse estudo, néo
foram observadas diferencas signficativas na atividade das células NK entre os
grupos durante o 1° ano de vida. Entretanto o nimero de células NK foi

significativamente mais elevado entre os que receberam LH do que nos outros dois

grupos.

Em resumo, os resultados desse estudo documentaram uma maturagdo
aumentada no sistema imunologico entre os lactentes alimentados com a férmula
com NTs, como foi indicado pelas respostas melhoradas de anticorpos & vacina
contra Hib. O estudo também demonstrou um crescimento semelhante nos trés
grupos, conforme os padrdes do Centro Nacional de Estatistica de Saude e, uma boa

tolerancia a formula com NTs.

Embora dados em humanos sejam ainda limitados, cabe especular que acidos
nucléicos, NSs e NTs podem ser os componentes do LH que coniribuem para o
aumento da imunidade das criangas amamentadas ao seio. Isto € encorajado pela
observagfo, em animais, de que a proliferagdo de tecido linféide préximo ao

intestino aumenta com uma dieta com NSs.

Muitas fungdes tém sido atribuidas ao grande ntmero de macrofagos
encontrados no LH fresco. Os macréfagos protegem a crianga contra infecgdes, € o
congelamento ou pasteurizagdo tornam o LH menos antiinfeccioso do que o leite

ndo processado. Macrofagos do LH se replicam e, assim como outras células,
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precisam de NTs para proliferar. A unica fonte disponivel para a proliferagdo de
macrofagos nos bebés amamentados ao seio deve ser a presenga de NTs livres no

leite (56, 57).

1.3.2 - Efeitos sobre a Flora Intestinal

Por varias décadas, pesquisadores t€m conhecimento de que a microflora
intestinal de criangas amamentadas ao seio € diferente da de criancas alimentadas
com férmulas de leite de vaca. Bifidobactérias predominam no intestino de criangas
amamentadas ao seio, enquanto bactérias gram-negativas sdo oS organismos
dominantes nas alimentadas com formulas. A porcentagem e a distribuicdo das

bifidobactérias variam com a idade pés-natal e a dieta (58, 59).

NTs modificam a microflora intestinal; experimentos in vitro tém revelado que
a adigdo de NTs a bifidobactérias em culturas aumenta seu crescimento (60).
Lactentes que ingeriram formulas suplementadas com NTs tiveram maior
porcentagem de bifidobactérias fecais ¢ menor porcentagem de enterobactérias
gram-negativas do que os alimentados com formulas convencionais sem NTs (61).
Logo, € possivel que NTs na dieta possam favorecer o desenvolvimento de uma
flora fecal com predominio de bifidobactérias, similar ao observado em criangas

amamentadas ao seio (3, 4).
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Bifidobactérias trazem beneficios a crianga: baixam o pH do conteudo
colonico, devido a sua capacidade de hidrolisar aglicares para acido latico, o que
suprime a proliferagdo de bactérias patogénicas, que séé intolerantes ao acido. Além
disso, initbem o crescimento de algumas enterobactérias responsaveis, em parte, pela

doenca diarréica (3, 4, 62).

Diferentes mecanismos podem explicar como os NTs diminuem a incidéncia
de diarréia. O corpo humano sintetiza esses compostos para suprir suas necessidades
metabolicas, entretanto o imfestino ¢ limitado na sua capacidade da sintese “de

novo”, sendo os NTs considerados como semi-essenciais para esse orgio (5, 21).

Adigdo de NTs a dieta aumenta a regeneracdo da mucosa e pode também
intensificar o efeito do fator de crescimento epidérmico nessa regenera¢do durante a

diarréia, aumentando a sintese de DNA (63,64,65).

1.3.3 - Efeitos sebre o Desenvolvimento e a Reparacio Intestinais

Estudos sugerem que NTs promovem crescimento e maturagio intestinal no
rato jovem. Foram avaliados ratos desmamados e alimentados com uma dieta semi-
sintética sem NTs ou com a mesma dieta isocalérica suplementada com 0,8% de
NTs, por um periodo superior a 2 semanas. Altura das vilosidades, profundidade das
criptas, atividade da maltase, proteinas totais ¢ DNA do intestino proximal foram

maiores nos animais que receberam suplemento de NTs na dieta. Os efeitos foram
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mais pronunciados no duodeno e jejuno proximal, que sdo os segmentos mais
expostos a maiores concentragdes de NTs derivados da dieta € mais responsivos as

mudancas nessa suplementagdo (65, 66).

Quan e colaboradores (67) demonstraram, em ratos, que a recuperacdo de
injurias, induzidas apos exposigdes a doses subletais de radiagdo, aumenta com a

ingestdo de NTs.

Um potencial beneficio da suplementagio de NTs durante a recuperagdo de
uma doenca diarréica também foi investigado em ratos desmamados, usando um
modelo de diarréia cronica lactose-induzida. Ap6s 2 semanas de dieta com lactose,
os animais foram randomizados para receber uma dieta semi-sintética controle ou a
mesma dieta suplementada com 0,5% de NTs. Apds 4 semanas, 0s animais que
receberam suplemento apresentaram maior atividade de maltase, lactase e sucrase e,
histologicamente, maior aumento na altura das vilosidades e profundidade das
criptas ¢ menos linfécitos intra-epiteliais, demonstrando uma melhor recuperagéo

intestinal (64).

Um estudo randomizado, em criangas, mostrou que uma dieta com NTs
suplementares, em concentragdes similares as do LH, por um periodo acima de 3
meses, diminuiu a incidéncia de diarréia, enquanto a severidade da doenca
permaneceu inalterada. O niumero de dias com a doenca também foi menor do que o

do grupo sem NTs (68).
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1.3.4 - Efeitos sobre Tecidos em Crescimente ¢ em Reparacio

NTs oferecidos intravenosamente parecem pmmm/ér a recuperagdo da injaria
induzida por um agente hepatotoxico, a D-galactosamina (69). Tem sido sugerido
por pesquisadores que o uso de NTs, em pacientes recebendo nutrigdo parenteral
total apds estresse cinirgico, poderia promover retengdo de nitrogénio e aumentar a
utilizagdo protéica quando o suplemento da dieta é inadequado. Necessidades
dietéticas adicionais para purinas e pirmidinas podem também ser exigidas quando
estresse metabdlico esta presente (24, 53). Os efeitos benéficos dos NTs, nessas
circunstdncias, podem ser explicados por promover a immﬁdad@ ou,
alternativamente, devido ao efeito sobressalente protéico dos mesmos.

Daly e colaboradores (70) relataram menor indice de infecgdo e complicagGes
relacionadas 4 cicatrizagdo, bem como redugdo nos dias de hospitalizagdo, em
pacientes tratados cirurgicamente para doenga maligna gastrointestinal recebendo
nutricdo enteral com formula enriquecida com acidos graxos dmega-3, arginina €
RNA, quando comparados ao grupo controle que recebia férmula enteral

1sonitrogenada padréo.

1.3.5 - Efeitos sobre a Absorc¢io do Ferro

O LH ¢ o unico capaz de promover a absorgdo de ferro e, apesar de os fatores

responsaveis por essa capacidade serem desconhecidos, tem sido sugerido que o



1 - INTRODUCAO o 21

conteudo de inosina pode estar envolvido (71). Inosina e seus metabélitos,
hipoxantina, xantina ¢ 4cido urico parecem intensificar a absorgdo de ferro em ratos
pelo aumento da atividade da xantina-oxidase m’é;esﬁmi enzima isolada e
caracterizada no LH. Os sitios de absor¢fo intestinal do ferro s@o duodeno e jejuno

proximal (72,73,74).

Inosina e xantina-oxidase do LH podem desempenhar wm papel importante no
processo de absor¢do do ferro, considerando que ha um aumento de duas vezes na
concentragio de IMP do LH no 3° més de lactago, correspondendo ao periodo em

que as reservas de ferro da crianga estdo diminuindo (75).
1.3.6 - Efeitos sobre o Metabolismo Lipidico

Estudos em ratos desmamados e em humanos indicam que o metabolismo dos
acidos graxos polunsaturados (PUFA) e das lipoproteinas pode ser modulado pelo

suplemento de NTs na dieta precoce (76, 77).

Criangas que ingeriram formulas suplementadas com NTs mostraram, apos o
1° més de vida, maior concentragdo de lipoproteinas de alta densidade (HDL
colesterol), similarmente a criangas amamentadas ao seio, e aumento da
concentragdo de acidos graxos de cadeia longa (acima de 18 carbonos n-3 e n-6)
(78, 79). Lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL colesterol) aumentaram

em todas as criancas durante o 1° més de vida, mas, apds esse periodo, as criangas
3
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amamentadas ao seio ou as alimentadas com suplemento de NTs tiveram colesterol

VLDL mais baixo do que as que receberam férmula sem suplemento (80).

Os mecanismos ainda precisam ser elucidados, mas estudos sugerem que os
NTs facilitam a apossintese ¢ também a sintese de fosfolipidios pelo aumento da
disponibilidade dos derivados da CDP. A combinacfo desses dois efeitos poderia
aumentar a sintese de lipoproteinas, sendo o figado e o intestino os principais 6rgios

envolvidos nesse processo (79, 80).

Quando a concentragdo de orofato na dieta € superior a 0,1%, se desenvolve
figado gorduroso devido a uma inibigdo da secre¢do de lipoproteinas pelo figado

(81, 82).

Martinez (83) sugere que a ingestio de uma formula lactea sem 4cido orodtico e
suplementada com NTs em quantidades similares as do LH faria com que o padrio
de acidos graxos plasmaticos fosse semelhante ao do RN que mama ao seio,

concluindo que os NTs teriam, entfio, um papel no metabolismo lipidico.

O LH possui um conteudo elevado de colesterol (15-22 mg/dl) em relagdo as
formulas infantis (2 mg/dl). Pesquisas sugerem que o colesterol no LH, juntamente
com a taurina, formaria o acido taurocélico, que determinaria uma melhor absor¢éo

de gorduras nos bebés alimentados ao seio (84, 85).

Gordura na dieta influencia qualitativamente acidos graxos séricos neonatais.

Mudangas na dieta, especialmente nos PUFAs de cadeia longa, ocasionam
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modificagdes na fragfo fosfolipidica da membrana celular. Foram estudados os
efeitos dos NTs na dieta dos RNs a termo (AT) e prematuros (PMT) sobre os
componentes dos acidos graxos da membrana eritrocitaria e sérica. PUFAs de
cadeia longa com mais de 18 carbonos da série Omega-6 aumentaram
significativamente nas criangas amamentadas ao seio ou mnas que receberam
formulas com NTs, em comparagio aquelas que receberam formulas convencionais.
NTs adicionados as formulas afetaram as concentragbes plasmaticas das
lipoproteinas nos PMTs significativamente mais do que nas criangas AT. Esses
achados sugerem que NTs na dieta poderiam aumentar a sintese de lipoproteinas

durante o periodo neonatal precoce, especialmente em PMTs (86,87,88).

As atividades enzimaticas para dessaturacdo e alongamento dos acidos graxos
da dieta necessarios & produgdo de PUFAs de cadeia longa sdo extremamente
importantes no desenvolvimento cerebral, pois esses acidos graxos sdo componentes
estruturais do sistema nervoso. Além disso, sdo precursores para a sintese de
substidncias  biologicamente ativas, como prostaglandinas, tromboxanos,
prostaciclinas e leucotrienos (89). O LH tem um bom suplemento de PUFAs de

cadeia longa pré-formados (90,91,92).

O contetdo de fosfatidilcolina e a sua razéo em relagdo a fosfatidiletanolamina
no cortex cerebral de ratos alimentados com dieta com NTs foram
significativamente maiores do que no de ratos com dieta sem NTs. Os niveis de

acido docosaexaendico e acido aracdonico na fragdo de fosfatidilcolina cerebral
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foram maiores nos ratos que receberam NTs. Segundo esse trabalho, o uso de NTs
na dieta poderia nfluenciar o metabolismo lipidico do cortex cerebral e contribuir

para o aumento da habilidade de aprendizado em ratos (93).

1.3.7 - Efeitos Hepaticos

O figado tem um importante papel na sintese ativa de NTs no organismo e na
sua liberacdo para uso em outros tecidos (2). O suprimento hepatico ¢ mantido pela
sintese “de novo” e “salvamento” (94, 95). NTs e NSs extra-celulares modulam o
crescimento e a regeneragdo dos hepat6eitos. Apds injuria hepatica, a sintese e o
“salvamento” de NTs sdo ativados e a regeneracdo de novos tecidos ¢ acompanhada
por sintese acelerada de RNA e DNA (96).

Pesquisa realizada por Ogoshi e colaboradores (97) mostrou que uma mustura
parenteral de NTs e NSs aumentou a fun¢do hepatica e promoveu uma restauragdo
mais precoce do balanco nitrogenado apos injuria hepatica ou hepatectomia parcial
em ratos. Quando a mistura foi infundida 72 horas apos hepatectomia parcial em
coelhos, a taxa de fosforilagdo mitocondrial e a concentragdo de DNA no figado

remanescente aumentaram (97, 98).

Novak e colaboradores (99) relataram que ratos desmamados alimentados com

uma dieta sem NTs tiveram aumento do colesterol hepatico e das bilirrubinas e
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reducdo do peso do figado (como porcentagem do peso corporal) e do glicogénio,

quando comparados a animais que receberam 0,21% de NTs na dieta.

Esses estudos sugerem que a administragdo exdgena de NTs pode afetar a
composicdo e a fungdo hepaticas, principalmente nas situagdes de doenga ou injiria

do figado, quando sua capacidade de sintese de NTs esta diminuida.

1.4 - NUCLEOTIDEOS E NUCLEOSIDEOS NO LEITE

O leite materno, o aleitamento e o bebé amamentado tém sido considerados ha
muito tempo os padrdes de referéncia da alimentacdo infantil. Historicamente, os
lactentes que ndo eram amamentados pela mde bioldgica ou ama-de-leite
apresentavam um pior prognostico e muitos morriam. O advento de uma formula

mfantil, no século XX, fornecen uma alternativa segura para o LH (100).

Desde a fabricacdo da primeira formula, com niveis apropriados dos principais
nutrientes, estimulando a sobrevida de lactentes alimentados com leite ndo humano,
houve uma rapida evolugio das férmulas para lactentes. Usando a composi¢do do
LH como modelo, os cientistas identificaram e acrescentaram o0s primeiros
micronutrientes (ferro e zinco) e, subseqilentemente, os nutrientes semi-essenciais

(taurina e carnitina) (100).

Os valores dos nutrientes do LH mudam durante a lactagdo (100). Existe uma

variabilidade substancial de mulher para mulher e de dia para dia nos nutrientes
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individuais do LH. Parte dessa variabilidade pode estar relacionada com a dieta
materna, que influencia, por exemplo, as concentragdes de vitamina B e os tipos de

acidos graxos (101, 102).

NTs foram primeiramente isolados no LH ha aproximadamente 30 anos.
Contribuem com 2% a 5% do nitrogénio ndo-protéico no LH, que corresponde a

cerca de 25% a 30% do nitrogénio total no LH (103,104,105,106).

Em contraposigdo, o nitrogénio ndo-protéico constitui apenas 2% do
nitrogénio total na maioria das formmlas produzidas com leite de vaca. Outra
diferenca entre o LH e o de vaca é a razio dos NTs especificos. O LH contém
concentracdes relativamente elevadas de CMP, UMP, AMP E GMP, enquanto o
IMP é encontrado em quantidade pequena ou nfdo € encontrado. Ja o leite de vaca
processado contém apenas niveis baixos de UMP e CMP e quantidades pequenas ou

tragos de AMP e GMP (107, 108).

Muitas pesquisas tém sido feitas no sentido de avaliar as diferengas na
composi¢do do leite entre as espécies, mas relativamente pouca aten¢do vinha

sendo dada aos constituintes menores do leite.

Varios autores tém descrito diferengas no conteado de NTs entre as espécies
de mamiferos (105, 109, 110). Kobata e colaboradores (103), em 1962, foram os
primeiros a determinar o contetido de NTs no LH e bovino, utilizando cromatografia

de troca de ions e eletroforese para isolar cada NT. Devido a baixa sensibilidade do
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método, eram necessarios 2 litros de leite para essa determinagdo e as mudangas na

composigdo do leite durante a lactagfdo nfo puderam ser analisadas.

Gil e Sanchez-Medina (107), em 1981, estudaram a variagdo na composic¢éo de
NTs no leite de ruminantes (vaca, ovelha e cabra) em diferentes estagios da
lactacdo, por cromatografia com troca de fons e métodos enzimaticos. Acharam que
o contetido de NTs no colostro foi qualitativamente similar, mas quantitativamente
distinto, aumentando imediatamente apos o parto, chegando a niveis maximos em

24 a 48 horas e diminuindo com o avango da lactacéo.

O leite de vaca contém grande quantidade de &cido ordtico, o qual aumenta
com o avango da lactacdo, em comparacdo com os niveis de orotato do leite de
cabra e do de ovelha. O contetido de NTs no leite de vaca € 4 a 5 vezes menor do

que nos outros dois leites, em estagios similares da lactagio (107).

Schlimme e colaboradores (108), em 1991, avaliaram a concentracdo de
ribonucleosideos (RiboNS) no leite bovino em fungéio do estagio da lactacdo. Com
exceglo do colostro, os niveis de RiboNSs variaram pouco durante o periodo de
lactagdo, embora se saiba que sua distribuicdo segue um padrio especifico para cada
espécie. As mais altas concentragdes de RiboNSs (particularmente uridina)
encontradas no colostro suscitam discussdes sobre as causas lactobioquimicas
desses achados. Deve ser esclarecido, por exemplo, se a sua origem no leite ¢
humoral e/ou local. No primeiro caso, RiboNSs passam do sangue para o leite

através da barreira sangue-leite. No segundo caso, eles resultam do processo
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metabolico na gldndula mamaria e sdo excretados pelas células de lactagdo para o
lumen alveolar ou formados por processos metabdlicos pds-secretorios no leite.
Logo, tanto a alta atividade metabdlica da glandula mamaria quanto o aumento da
taxa de transferéncia dos RiboNSs circulantes no sangue, através da barreira
sangue-leite, nos primeiros dias pos-parto, podem ser considerados para explicar as
variagOes bioquimicas detectadas. Durante esse periodo, o colostro contém alta
propor¢do dos constituintes do sangue. Além disso, processos metabolicos
atribuidos a enzimas do leite (como fosfatase alcalina), células somaticas e

microorganismos sdo marcadamente pronunciados no colostro.

Recentemente, a potencial importancia dos NTs na dieta, especialmente na
alimentacdo infantil, tem sido considerada. Como o LH € relativamente rico em
NTs, em comparagdo a outros leites, tém surgido alguns estudos a respeito da
quantidade ¢ da composi¢do dos NTs no LH. Existe alguma varia¢io nesses valores,
sendo desconhecido o quanto dessa variagdo poderia ser atribuida aos métodos de

preparagdo das amostras ou aos procedimentos analiticos (106,111,112,113,114).

Estudos iniciais de japoneses e alemdes apontaram determinagdes de NTs
derivadas de repetidas cromatografias de troca de ions de amostras de LH
desproteinizado e deslipidizado (103,104,105,115,116). Mais recentemente, alguns
pesquisadores passaram a avaliar NTs usando cromatografia liquida de alta pressdo
(HPLC), apo6s desproteinizagio do leite com acido perclorico (114). Outros

procuraram determinar niveis de NTs ciclicos no LH por radioimunoensaio de
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amostras desproteinizadas e deslipidizadas (117). Um importante fator na
determinacéo de NTs refere-se a atividade da fosfatase no leite, transformando NTs
em NSs (118). O ideal seria utilizar uma metodologia standard tanto para coletar
quanto para analisar com clareza as caracteristicas dos NTs no LH ou no de outras

espécies.

Sanguansermri e colaboradores (12), em 1974, relataram niveis de DNA de
10-20 mg/l e niveis de RNA de 100-600 mg/l no LH coletado entre o 5° dia e a 8°

semana de lactacdo.

Ho e colaboradores (119), em 1979, observaram pequenas varia¢Ses na
contagem absoluta de células e na propor¢do dos tipos de leucocitos do periodo pré-
parto em relagdo ao pds-parto imediato. A contagem total de células diminumu assim
que a lactagdo ficou estabelecida e a porcentagem de macrofagos aumentou,
enquarnto a de polimorfonucleares diminuiu; os linfécitos permaneceram constantes.
Apoés as duas primeiras semanas, entretanto, embora a contagem de células tenha
diminuido, o volume de leite produzido aumentou, fazendo com que o nimero total

de leucocitos permanecesse constante.

Janas e Picciano (114), em 1982, coletaram 16 amostras de leite de 5 mulheres
no decorrer da 2° a 12° semana pos-parto e avaliaram o conteudo de nitrogénio total
e NTs com a utilizacdo de HPLC. Embora tenham determinado o contetido de 9
NTs, ndo mencionaram nada sobre NSs. Observaram que, com a progressdo da

lactagdo, os niveis de CMP e AMP declinaram de 594 a 321 pg/100 ml e de 244 a
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143 ug/100 ml, respectivamente, enquanto os niveis da IMP aumentaram de 158
para 290 png/100 ml e os niveis totais de NTs permaneceram constantes. Das
amostras analisadas, os NTs corresponderam a 0,1% a 0,15% do contendo de
nitrogénio total do LH. Constataram também que a concentragfo de nitrogénio total
no LH diminuiu com a progressdo da lactagdo e que era maior nas amostras
coletadas a tarde do que nas coletadas pela manhé. Esses autores foram os primeiros

a estudar a presenga de IMP no LH.

Ha estudos mostrando que IMP pode contribuir para a maior absorgio de ferro
observada nas criangas amamentadas ao seio (71, 75). Apoiando esses estudos, o
trabalho de Janas e Picciano mostra um aumento nos niveis de IMP no LH

justamente no periodo em que os estoques de ferro da crianca estdo diminuindo.

Gil e Sanchez-Medina (113), em 1982, avaliaram os NTs acido-soltiveis no
LH por analises enziméticas e cromatografia com troca de ions, nos diferentes
estagios de lactagdo. Embora o método utilizado seja bastante sensivel, necessita de
uma quantidade grande de leite e o procedimento ¢ um pouco lento. Observaram a
presenga de CMP, AMP, GMP, UMP, GDP-manose, UDP-N-acetil-glicosamina,
UDP-N-acetil-galactosamina, UDP-glicose, UDP-galactose, UDP ¢ outros NTs

menores.

O padrio de NTs encontrado no leite maduro e no colostro foi
qualitativamente similar. Entretanto a concentragdo dos NTs no leite maduro foi

menor do que no colostro e diminuiu com o avango da lactagdo. A composicio dos
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NTs no LH foi muito diferente da do leite de vaca. O contetido encontrado de NTs
no LH foi de 10-15 pumol/100 ml de leite. Os derivados da citidina e da adenosina
no LH representaram 25% do total de NTs, estando presentes em relativamente

maiores concentragfes do que no leite de outras espécies.

O LH difere do leite dos ruminantes principalmente em relagfo a auséncia de
quantidades detectaveis de acido ordtico. No trabalho realizado, foi confirmado que
o colostro e o leite maduro humanos ndo contém orotato, que € o principal

componente dos NTs acido-solaveis do leite de vaca.

Quinty e colaboradores (120), em 1992, utilizando a técmica de HPLC,
quantificaram niveis de MNTs no LH e demonstraram que esses niveis ndo variaram
em relagfo ao inicio, meio ou final da mamada. Ao comparar o horario das coletas,
observaram minimas variagdes entre as da manhi, meio-dia e tarde. Nesse estudo,
os niveis de MNTs tenderam a ser constantes para cada doadora, mas foram
observadas substanciais diferengas entre as 18 doadoras. Foram quantificados CMP
(26,0+6,0 pg/l), UMP (3,1+1,4 ug/l), GMP (0,7+0,4 ug/l), IMP (<0,3 pg/l), AMP

(0,8+0,5 pg/l).

Sugawara e colaboradores (112), em 1995, avaliaram o contetido de NTs e
NSs do LH com um novo método de HPLC, capaz de analisar os NTs e os NSs
simultaneamente e com apenas 5 ml de leite. As amostras foram agrupadas
conforme a estagdo do ano, o periodo da lactagdo e a area geografica. Trés tipos de

NSs (citidina, uridina e adenosina) e 6 tipos de NTs (5’-CMP, 5°-UMP, 5’-AMP,
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5°-GMP, 5°-IMP e 5°-CDP) foram detectados, sendo que citidina, 5°- CMP ¢ 5°-
CDP predominaram durante toda a lactagfio. Isso sugere que citidina e seus NTs
derivados possam ser os componentes-chave dos NTs € NSs no LH. A quantidade
total de NTs e NSs foi maior no inverno do que no verdo, possivelmente porque as
criangas necessitem mais NTs nessa estagdo do ano, embora as razdes para isso
sejam desconhecidas. Os resultados desse estudo sugerem que os héabitos
alimentares poderiam afetar os NTs e os NSs no LH, mas para clarificar essas
observagdes seriam necessarias maiores informagdes sobre as diferencas dos hdbitos

alimentares nas varias areas do Japdo, onde o trabalho foi realizado.

Paralelamente a isso, ndo foram detectados NSs no leite bovino nem nas
formulas mfantis (feitas com leite de vaca) e o leite bovino contém muito menos
NTs do que o LH, sugerindo que os NTs e os NSs encontrados no LH podem

desempenhar importante papel no desenvolvimento da crianga.

Leach e colaboradores (111), em 1995, avaliaram a disponibilidade fisiologica
dos NTs no LH, considerando todas as fontes de NTs que poderiam ser absorvidas
como NSs durante a digestdo, ou seja, o total de nucleosideos potencialmente
disponiveis (TNPD) do LH, de acordo com o estdgio da lactagfo. Nesse trabalho, o
TNPD foi constituido por NTs poliméricos (RNA), NTs monomeéricos (livres), NSs
livres e NSs provenientes dos aductos (compostos formados por NS-fosfato-fosfato-
X, onde X ¢ um agucar diferente da ribose ou deoxirribose, como por exemplo,

UDP-galactose). Foram coletadas amostras de 100 mulheres de 3 paises da Europa e
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agrupadas conforme o estigio da lactagfio, assim como amostras de 11 mulheres
americanas, com o objetivo de testar os efeitos da cultura e da dieta. A metodologia
simulou a digestdo in vivo. Tanto os NSs livres originais quanto os liberados

enzimaticamente foram quantificados por HPLC, para determinar o TNPD.

A concentracdo média do TNPD de 16 grupos derivados de 100 amostras
individuais das mulheres européias foi de 189 + 70 umol de NS/l de LH (variagéo
de 82 a 402 umol/l). As médias (umol/l de LH) de cada NS foram: 38 para uridina,
88 para citidina, 31 para guanosina e 32 para adenosina. Esses valores incluiram a
contribuicdo da por¢do celular do LH. Apenas 1 dos 16 grupos de amostras
misturadas continha uma quantidade mensuravel de inosina (4 pmol/1) e’ em outros 8
havia apenas tragos. Os autores consideram que, como o LH contém uma atividade
enzimatica (adenosina-deaminase) que converte a adenosina em inosing, NOS
trabalhos prévios, a presenga de inosina no LH provavelmente tenha representado

apenas um artefato.

O TNPD nas amostras de LH teve um predominio de NTs monoméricos (36 +
10%) e poliméricos (47 + 8%). NSs livres (8 + 6%) e NSs provenientes dos aductos
(9 £ 4%) tiveram pequena, mas significativa contribui¢do, ja que os aductos
colaboram com grande parte da uridina encontrada no LH (27 *+ 12%). Vanos
estudos sugerem que a uridina possa ser responsavel pela maioria dos efeitos
imunologicos atribuidos aos NTs (23, 45, 47, 49). Esse estudo demonstra que a

dosagem tradicional apenas do contetido de NTs livres do LH (que ndo considera
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nem os NTs poliméricos nem os aductos) subestima o total de NTs potencialmente
disponiveis para o lactente em aproximadamente 50%. Citidina foi o NS presente
em maior concentracdo (88 + 24 pmol/l1). Houve uma variag8o substancial na
concentragio do TNPD em cada estigio e durante toda a lactacdo entre as amostras
de leite individuais. Como a dieta varia com a nacionalidade, a dieta matermna
individual ndo foi considerada como fator de influéncia nessa variagdo. As amostras
de colostro apresentaram niveis um pouco mais baixos do TNPD do que as amostras
de estagios mais tardios de lactacdo. N&o houve uma relacdo consistente entre a
concentragéio do TNPD, o estagio da lactag@o ou o pais europeu no qual as mulheres
residiam, e os resultados foram similares aos das amostras de leite de mulheres

americanas.

Thorell e colaboradores (121), em 1996, estudaram o leite humano de 14
mulheres, apos a lactagdo ja estabelecida, com relagdo & concentragdo dos acidos
nucléicos e metabolitos dos ribonucleotideos (RiboNT). Expressos como NTs
equivalentes, 68 + 55 umol/l estavam presentes como acidos nucléicos, 84 + 25
pumol/l como NTs e 10 + 2 umol/l como NSs. O perfil de NTs/NSs mostrou um
substancial predominio de pirimidinas e acido tirico. Esse perfil especifico poderia
ser resultado da limitada catalise durante a permanéncia do leite no seio, uma vez

que enzimas capazes de degradar NTs foram encontradas no leite.

NTs 5°-CMP e 5°- UMP foram registrados em niveis maiores que 5’-GMP e

5’- AMP, enquanto 5°- IMP ndo foi detectado, assim como no estudo de Leach e
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colaboradores (111). Dos NSs, s6 foram identificadas citidina e uridina. Guanina foi
detectada em pequena quantidade em apenas 4 amostras, enquanto acido frico
(produto final do catabolismo das purinas em humanos) esteve presente em
quantidade relativamente alta em todas as amostras. Acido orético ndo foi

detectado.

Se os NSs e os NTs no LH sfo ativamente secretados para o leite em resposta
a uma demanda nutricional do lactente ou indiretamente como resultado de eventos
metabdlicos dentro das células secretérias mamarias €, até o momento, um fato

desconhecido.

Nessa pesquisa, foram incubadas amostras de leite fresco e congelado, para
avaliar a digestdo enzimatica. O leite contém a seqiiéncia completa de enzimas
necessaria para converter NTs purinicos em 4cido urico. Essas enzimas, assim como
os acidos nucléicos, podem originar-se dos varios tipos de células identificadas no
LH durante a lactagdo (119). Como NSs pirimidinicos acumularam durante a
imcubacgdo, isso mostra que as enzimas responsaveis por sua degradagdo foram
menos ativas ou ausentes. As mudancas que ocorreram durante a incubagdo foram

similares, independentemente de o leite ser fresco ou congelado antes da incubago.

Para avaliar a capacidade endoégena do RN em metabolizar RNA e NTs, foi
analisado o intestino delgado de um feto de 22 semanas de idade gestacional em
relagdo as enzimas digestivas. Esse intestino transformou RNA em citidina, uridina

e acido urico in vitro.



i - INTRODUCAO 36

Os resultados dessa investigagio sugerem que PMTs poderiam ter capacidade
de digerir RNA, assim como NTs e NSs e, portanto, a suplementagdo de férmulas
infantis com RNA, NSs e NTs ou uma combinagdo deles poderia ser importante.
Entretanto mais estudos s@o necessarios para esclarecer se os processos digestivos
do RN tém suficiente capacidade ou se NTs e NSs presentes no leite t€ém o objetivo

de auxiliar a baixa capacidade digestiva enddégena.

1.5 - IMPLICACOES PARA

A NUTRICAQ INFANTIL

Acidos nucléicos, NTs e seus produtos metabdlicos estio presentes no LH
numa quantidade relativamente grande: cerca de 2% a 5% do nitrogénio n#o-
protéico consistem de NTs livres, enquanto a maioria das férmulas infantis tem
poucos NTs e de diferentes tipos (3, 4, 122). Acidos nucléicos de células presentes
no LH também podem ser considerados uma fonte disponivel de NTs para as

criangas amamentadas ao seio.

Estima-se que um RN a termo, amamentado ao seio, recebe 10 a 20 mg/dia de
NTs livres e 100 a 150 mg/dia de 4cidos nucléicos, provenientes das células do LH
(4, 12). A quantidade de NTs necessaria para repor a perda oxidativa foi estimada
em 120 mg/dia, e a quantidade depositada em novos tecidos formados foi de 360
mg/dia. Logo, um total de 480 mg/dia (aproximadamente 160 mg/kg) seria

necessario; para uma crianga amamentada ao seio, em torno de um tergo poderia vir
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do “salvamento” de NTs e, para os alimentados com férmula, acima de 95% viriam

da sintese “de novo”(4).

A estimativa do metabolismo das bases nﬁmgen&d@s para um neonato de 3 kg
apoia-se nas seguintes suposi¢des:

o O conteudo total de NTs corporais € de 12 g/kg de peso corporal.

e A excrecdo de acido rico é 10 mg/kg/dia.

e O pool de NTs corporais e a velocidade de quebra sfo similares para
purinas e pirimidinas.

e A maioria dos NSs e bases (90%) derivados da quebra de NTs so
reutilizados via rota de “salvamento”.

¢ Um mol de 4cido trico excretado é associado com uma quantidade
equimolar da oxida¢8o de purinas e pirimidinas.

e O contetdo total de NTs para o ganho tecidual para um neonato a termo ¢

12 mg/g de peso corporal ganho.

Testes clinicos controlados, com suplementacdo de NTs, indicam que o
presente nivel de adi¢do nfo demonstrou efeitos adversos. Essa avaliagio vem
mcluindo um longo periodo de testes controlados em humanos (acima de 9 a 12
meses de alimentagdo), mostrando crescimento e achados clinico-laboratoriais

similares no grupo alimentado com NTs em relagdo ao grupo controle (4).
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Estudos semelhantes, feitos em PMTs, mostraram que a suplementagio com
NTs € segura e que as criancas alimentadas com NTs assemelhavam-se mais as
alimentadas com LH: as mudancas induzidas na flora fecal aumentaram o
crescimento de bifidobactérias e inibiram o crescimento de bactérias entéricas gram-
negativas; além disso, mudangas nos lipidios, como aquelas das criancas
alimentadas ao seio, tém sido demonstradas durante os primeiros meses de vida (3,

122).

Estudos futuros sdo necessarios para proporcionar mais informagées sobre os
efeitos potenciais de formulas suplementadas com NTs em relagdo ao crescimento
intestinal e sua maturagdo, a r@parag%‘}de njirias, ao desenvolvimento imunologico
normal e & absorgfio de ferro. Se for confirmado o potencial impacto bioldgico
positivo dos NTs na dieta no inicio da vida, a suplementagdo de NTs nas férmulas

infantis necessitara ser considerada com especial atencéo.

Sendo o LH considerado o “padrdo-ouro” para a alimentagdo infantil precoce e
sendo ele relativamente rico em NTs quando comparado aos outros leites, cabe

estuda-lo como base inicial para ampliar os conhecimentos atuais.

1.6 - LEITE HUMANO - ESTAGIOS DA LACTACAQ

O estagio da lactagdo ¢ o fator mais importante na determinagdo da

composi¢do e do volume do leite. A lactogénese ocorre em dois estagios (123). O
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estagio 1 c@mpreendé o desenvolvimento da glandula mamaéria e de sua capacidade
de sintetizar leite durante o final da gravidez. O 2° estagio refere-se a “descida” do
leite. No 1° estagio predomina o colostro. O perfodo no qual o colostro
progressivamente se modifica até atingir as caracteristicas do leite maduro varia de
mie para mde; assim, o numero de dias pés-parto parece ser uma inadequada
definicdo para colostro. Humenick (124), em 1987, desenvolveu um Indice de
Maturagio de Colostro e Leite para medir a maturagéio do leite materno. A autora
verificou que aproximadamente 40% das mulheres ainda estfo produzindo o leite de
transigdo tardio em torno de 15 dias, enquanto outras produzem leite maduro j& aos
4 dias. Leite maduro esta presente em quase metade das mulheres apos
aproximadamente 10 dias, Ela demonstrou, também, que uma taxa de maturagédo do

leite mais rapida estd associada com um maior ganho de peso do bebé aos 28 dias.

A composi¢do do leite varia nas distintas etapas da amamentagdo, em
diferentes horas do dia e durante uma mesma mamada, no comego e no final (57,
125). Ao analisar a composi¢do do LH, devemos distinguir o colostro, o leite de
transi¢io ¢ o leite maduro, bem como o leite de uma mée de um RN PMT. Cada um
desses leites tem caracteristicas adequadas para um determinado periodo da vida do
lactente. Pode haver pequenas variagdes com a alimentagdo da mde, mas raramente

tém algum significado.

Durante a gestagdo, a glandula mamaria acumula no limen dos alvéolos uma

substincia denominada de pré-colostro, formada principalmente por exsudato do
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plasma, células, Igs, lactoferrina, albumina, sédio, cloro e uma pequena quantidade
de lactose. Durante os primeiros 4 dias apés o parto, produz-se o colostro, fluido
amarelo e espesso, composto pelo pré-colostro que, progressivamente, vai se
mesclando com o leite que comega a ser produzido. O volume de colostro nos
primeiros dias pos-parto € de 2 a 20 ml por mamada, sendo suficiente para satisfazer

as necessidades do RN (57).

Leite de transi¢do € o produzido entre o 5° € o 14° dia pos-parto. Entre 0 4° e o
6° dia pos-parto, ocorre um aumento brusco da produgdo de leite, que segue
aumentando de forma progressiva até alcangar um volume estavel,
aproximadamente 600 a 700 ml/dia, entre o 15° ¢ o 30° dia pé&paﬁ@, Tem-se
registrado uma importante variagdo individual no tempo que a mie demora para
alcancar o volume estdvel de sua producdo de leite (57, 126). A composicdo do leite
de transicdo varia com o passar dos dias, das caracteristicas de colostro até as de

leite maduro.

Leite maduro € o produzido como continuagfo do leite de transi¢do e seu
volume oscila em torno de 700 a 900 ml/dia durante os primeiros 6 meses pos-parto
(126, 127). Seus principais componentes sdo: agua, proteinas, carboidratos, lipidios,

minerais e vitaminas.

Comparado com o leite maduro, o colostro € mais viscoso, rico em proteinas e
minerais e¢ pobre em carboidratos, gorduras e algumas vitaminas. Essa alta

concentragdo de proteinas totais e minerais no colostro modifica-se gradualmente,
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refletindo as necessidades da crianga apés as primeiras semanas em que a lactagéo
fica estabelecida. Ao mesmo tempo, observa-se que a dose total dos componentes-
chave, como as Igs que a crianga recebe do leite materno, torna-se relativamente
constante durante a lactagdo, independentemente da quantidade de leite fornecida

pela mée (128, 129).

Pelo que foi exposto acima, ¢ possivel concluir que nfo existe um critério
exato para delimitar cada estagio da lactagdo. No presente estudo, estabelecemos
que as amostras de leite coletadas do 1° ao 5° dia poés-parto seriam consideradas
como colostro, do 6° ao 14° dia seriam leite de transi¢do e, a partir do 15° dia pos-

parto, leite maduro.



O LH tem sido reconhecido hd muito tempo como “padric-ouro” para a
alimentagfio da crianga, tanto sob o aspecto nutricional quanto imunoldgico, sendo
que, somente neste século, foi possivel a sua substituigdo por formulas artificiais.
Entretanto ainda ndo se conseguiu fazer uma férmula idéntica ao LH, embora esse
tenha sido sempre usado como modelo e os leites artificiais sejam manufaturados
para serem tdo similares a ele quanto possivel. Com o aumento do uso de formulas
em varios paises desenvolvidos, tem reaparecido o interesse pelo LH. A medida que
pesquisas demonstram diferengas bioquimicas com significado biolégico entre o LH
e o de outras espécies animais, modifica¢Ges nas féormulas infantis comecgam a ser

consideradas (100,10%,102,103).

Do nitrogénio total do LH, 25% a 30% sfo nitrogénio ndo-protéico. Alguns
desses compostos nitrogenados sdo reconhecidos como importantes reguladores de
fung¢bes neonatais. NTs presentes no LH contribuem com aproximadamente 2% a

5% do nitrogénio ndo-protéico.

O perfil de NTs e NSs do LH ¢ caracteristicamente diferente do de outros

leites comumente usados na alimentagdo infantil, sendo estimado que uma crianga
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consumindo LH como principal fonte nutricional venha a ingerir 1,4 a 2,1 mg/dia de

NTs (2,4,27).

Estudos mostram variagdes na concentracdo de NTs e NSs no leite de uma
mesma espeécie conforme o estigio da lactacio ou os métodos utilizados para a

coleta de amostras (100,101,102, 111,112,113,114).

No inicio da vida, os NTs e NSs na dieta podem ser considerados como
“condicionalmente” essenciais. Uma dieta sem NTs, NSs e bases nitrogenadas causa
efeitos adversos sobre o desenvolvimento normal do sistema imunoldgico e pode
impedir o crescimento € a maturagdo do intestino delgado (2,5,6,7). Evidéncias
preliminares em humanos sugerem que a suplementagéo de NTs nas formulas, em
niveis similares aqueles encontrados no LH, pode ter efeito benéfico na colonizagéo
da microflora intestinal (58,59,60,61) e maior bioavaliabilidade do ferro
(72,73,74,75). O efeito dessa suplementacdo no metabolismo lipidico no inicio da
vida sugere que ela também pode estar associada com aumento dos niveis de HDL,
queda do VLDL e maior contetido relativo de PUFAs de cadeia longa no plasma e

membranas celulares (76,77,78,79,80,86,87,88,89,90,91,92).

Até o momento, ndo existem recomendagdes especificas sobre NTs a serem
ingeridos na dieta. Com base nas perdas corporais e taxas acrescidas para o
crescimento, entretanto, o minimo necessario de NTs pode ser estimado. Um RN a
termo necessita, aproximadamente, 160 mg/kg de peso corporal/dia (480 mg/dia)

para repor as perdas urinarias e para o crescimento normal. Para uma crianca
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amamentada ao seio, em torno de um ter¢o dessas necessidades poderia vir do
“salvamento” de NTs e, para os alimentados com formula (até€ o presente momento)

acima de 95% viriam da sintese “de novo” (4,27).

Tendo em vista a importancia dos NTs e NSs para varios processos
bioquimicos e biolégicos e considerando que o LH € a melhor fonte desses
compostos para os lactentes, surgiu a motivacdo da autora em realizar esta
Dissertagdo de Mestrado, com o proposito de verificar a concentragdo dos NSs
totais (NSsT, ou seja, aqueles potencialmente disponiveis para absorgfo intestinal e
constituidos pela soma dos NTs e NSs livres, RNA e aductos) no LH e sua variacio
com a idade gestacional e o estagio da lactaglo. Cabe salientar a auséncia de
referéncias na literatura, até o momento, relativas as concentra¢bes acima
mencionadas no leite de mies de PMTs, motivo pelo qual optamos por investigar
esse aspecto em nosso trabalho, acreditando estar contribuindo com informacdes

inéditas sobre o assunto.



3.1 - OBJETIVO GERA

Verificar a concentragdo de nucleosideos fotais no leite de uma amostra de

puérperas do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

3.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar se existe variacdo na concentragdo de nucleosideos totais no leite de

acordo com a idade gestacional.

o Avaliar se existe variagdo na concentragdo de nucleosideos totais no leite de

acordo com o estagio da lactagéo.

e Avaliar se existe variagdo na concentracdo de nucleosideos totais no leite de

acordo com a idade das nutrizes.

e Avaliar se existe variagdo na concentracdo de nucleosideos totais no leite de

acordo com o grau de nutricdo das lactantes.
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e Avaliar se existe variago na concentracdo de nucleosideos totais no leite de

acordo com a renda das nutrizes.

e Avaliar se existe variagdo na concentragdo de nucleosideos totais no leite

das nutrizes fumantes com relaco as ndo-fumantes.



4.1 - LOCAL DE REALIZACAOQO

O estudo foi realizado na Unidade de Neonatologia do HCPA, Hospital-Escola
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. O HCPA ¢ um hospital de nivel
terciario, que atende a uma populago oriunda da cidade de Porto Alegre, da Grande
Porto Alegre e do Interior do Estado. O atendimento € feito principalmente por
intermédio do convénio MEC-SUS (Ministério da Educacdo e Cultura - Sistema

Unico de Saude) mas, também, por outros convénios e em nivel privado.

A Unidade de Neonatologia do HCPA consta de 20 leitos na unidade de
tratamento intensivo (UTI) neonatal e 27 leitos de internagdo neonatal, além de 10

leitos de admissdo de RINs normais e de 45 leitos no alojamento-conjunto.

A coleta de amostras de leite foi realizada no Banco de Leite da Unidade, o
qual permanece em funcionamento durante as 24 horas do dia e possui 5 maquinas
de ordenha de leite materno (modelo 101, marca Olidef) para extragdo mecanica do

leite e um freezer (marca Prosdocimo) para armazenamento do leite coletado
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(a -4°C). O Banco de Leite ¢ utilizado pelas puérperas do HCPA, assim como por

outras mées cujos fithos estejam ai internados.

A analise bioquimica das amostras de leite foi realizada pelo Laboratério de
Bioquimica e Biologia Molecular no Departamento de Investigacion y Desarrollo

de Abbott Laboratories SA, em Granada (Espanha).

4.2 - DELINEAMENTO DO ESTUDO

O delineamento basico utilizado foi de um estudo de corte transversal, com
eixo de unidade individual, contemporineo e de natureza observacional. Foram
realizados dois estudos transversais, tendo como desfecho a concentragdo de NSsT
no LH e, como fatores em estudo, a idade gestacional por ocasido do parto e o

estagio da lactagdo de puérperas do HCPA.

4.3 - CONSIDERACOES ETICAS

Todas as puérperas cujos leites foram selecionados para o estudo receberam
uma breve explanacéo oral e escrita sobre os objetivos da pesquisa e nogdes gerais
sobre o assunto em estudo, sendo apos solicitado o consentimento por escrito para a

coleta do leite (Anexo 1).
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O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo Cientifica e Comissdo de
Etica em Satide, do Grupo de Pesquisa e Pos-Graduacio do HCPA, tendo sido
considerado metodolégica e eticamente adequado, de acordo com as Diretrizes e
Normas Regulamentadoras de Pesquisa envolvendo Seres Humanos (Resolugdo

196/96 do Conselho Nacional de Satde).

4.4 - POPULACAO E AMOSTRA

4.4.1 - Populaciio em Estudo

A populagdo em estudo constituiu-se de puérperas entre 1 e 30 dias pds-parto,

que estivessem retirando leite no Banco de Leite do HCPA.

4.4.2 - Selecdo da Amostra

Foram selecionadas para o estudo puérperas entre 1 e 30 dias pos-parto que
estivessem retirando leite no Banco de Leite do HCPA, no horarioc da manhi,

durante o periodo de 2 de julho de 1996 a 21 de junho de 1997.

As puérperas foram incluidas no estudo em ordem seqiiencial, conforme

fossem coletar leite no Banco de Leite, no horario da manhé, e concordassem em
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participar do trabalho, até que fosse atingido o niimero estimado para completar

cada um dos seis grupos do estudo, ou seja, 10 amostras de leite para cada grupo.

As amostras de leite foram divididas em 6 gmposa conforme a idade
gestacional até¢ a data do parto (prematuridade e a termo) e o estigio da lactagdo
(colostro, leite de transicdo e leite maduro). A coleta das amostras poderia ser
repetida em uma mesma puérpera, em 2 ou 3 estagios da lactacfo diferentes, ou ser

realizada uma tinica vez para cada participante do trabalho.

4.4.3 - Estimativa do Tamanho da Amestra

Objetivando comparar as amostras de leite nos diferentes estagios da lactacfo
e entre as mies de PMTs e as de RNs AT, a partir de uma diferenca de 15 entre os
valores minimo e maximo das médias das concentragdes de NSsT entre os grupos e
um desvio padrio de 6 e, considerando um o de 0,05 e um  de 0,10, foi estimado

um tamanho amostral de 10 por grupo, totalizando 60 amostras no estudo (130).
4.4.4 - Critérios de Exclusio
Por ndo sabermos que fatores podem mfluenciar a concentracio dos NSsT no

LH, as caracteristicas gerais das puérperas ndo foram consideradas para a defini¢do

dos critérios de exclusdo. Como assinamos um termo de responsabilidade com
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relacdo ao material biologico (amostras de leite) enviado ao exterior, foram
excluidas da pesquisa as mulheres com patologias possiveis de transmissfo através
do leite (como sindrome de imunodeficiéncia adquirida, hepatite e
citomegalovirose). Excluimos, também, as nutrizes que apresentassem outras
patologias ou que estivessem fazendo uso de medicagdes no periodo da coleta do

leite.

Foram considerados critérios de exclusdo para as amostras de leite: horario
diverso do turno da manh3, contaminag@o na coleta do leite por técnica inadequada,
demora no congelamento do material coletado e conservacdo inadequada das

amostras, impossibilitando a realizagfo das analises bioquimicas.

Foram coletadas 150 amostras, na tentativa de completar pelo menos 20 em
cada grupo. Houve 9 (6%) perdas, sendo 3 (2%) de leite de transicdo de mées de

RNs AT e 6 (4%) de leite maduro de mdes de RNs AT.

4.4.5 - Coleta, Arn

mzenamento e Transporte das Amostras

As amostras foram coletadas em tubos de ensaio de vidro, com tampa de rosca
de plastico, sendo esse material esterilizado e embalado individualmente no HCPA
antes de ser utilizado. As coletas foram realizadas sempre pela mesma pessoa, em
condig¢des assépticas (manuseio de todo o material com luvas estéreis), com seringas

e agulhas estéreis, retirando-se 10 ml do volume de leite coletado de cada mae,
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diretamente do frasco de coleta antes de transferir o leite para a mamadeira. Todas

as coletas foram realizadas no turno da manhi.

Apbs coletadas, as amostras de leite foram imediatamente armazenadas em um
Jreezer a—4° C, no Banco de Leite do HCPA e, em menos de 30 minutos, levadas ao
freezer do laboratério do HCPA, para congelamento a —20° C, onde permaneceram

até serem enviadas para a Espanha.

O transporte do material ac exterior foi realizado por avido. As amostras de
leite foram acondicionadas em caixa de isopor, com neve carbdnica, em quantidade

suficiente para permanecerem congeladas até o seu destino, em Granada.

AVEIS EM ESTUDO

As variaveis em estudo foram obtidas dos prontuarios obstétrico e do RN, bem

como do questionario aplicado a puérpera no momento da coleta do leite (Anexo 2).

Entre as varidveis independentes foram avaliadas: idade materna, cor,
paridade, tipo de parto, uso de fumo, alcool e drogas na gestagdo, procedéncia, peso
no inicio e no final da gestagdo, altura, indice de massa corporal (IMC), grau de
nutri¢do, ganho ponderal na gestagdo, nivel sécio-econdmico (renda per capita e

saneamento basico), idade gestacional e estagio da lactagdo.
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Entre as variaveis dependentes foram avaliadas: concentracdes de NSsT, NSs

livres, NTs livres, RNA e aductos.

4.5.1 - Idade Materna

Foi considera a idade materna em relagdo a data do parto, sendo aferida em

anos, a partir da data de nascimento da puérpera.

4.5.2 - Cor

Avaliada como branca, preta, mista, sendo as mulheres posteriormente

agrupadas para analise estatistica em brancas ou ndo brancas.

4.5.3 - Paridade

Foi avaliado o niimero de gestagdes de cada nutriz e, a partir dai, elas foram

agrupadas conforme tivessem tido uma, duas e trés ou mais gestagdes.

4.5.4 - Tipo de Parto

Visto na ficha obstétrica e avaliado como parto vaginal ou cesareo.
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4.5.5 - Idade Gestacional

Para determinacdo da idade gestacional obstétrica, foi utilizada a data de inicio
do ultimo periodo menstrual. A i1dade gestacional pediatrica, presente na ficha do
RN, foi avaliada de acordo com o método de Capurro (131) ou o de Ballard (132),
sendo este ultimo utilizado para os PMTs com menos de 34 semanas de idade
gestacional. Se houvesse diferenca entre a idade gestacional obstétrica e a
pediatrica, esta iltima seria utilizada.

Para caracterizar prematuridade, foi considerado o critério da Organizagio
Mundial de Satde, ou seja, todo RN com menos de 37 semanas de idade gestacional

(133).

4.5.6 - Uso de Fumo, Alcool e Drogas na Gestacio

Foram solicitadas imformagdes sobre o uso de fumo durante a gravidez e o
nimero médio de cigarros fumados por dia, bem como sobre o consumo de bebidas
alcoolicas e a freqiiéncia do uso. Investigou-se também o uso de algum tipo de

droga na gestagdo e, em caso afirmativo, qual o tipo e com que freqii€ncia.
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4.5.77 - Peso no Inicio da Gestacio

Esse dado foi obtido por informacdo da prépria puérpera, sendo avaliado em

quilogramas (kg).

4.5.8 - Peso no Final da Gestacdo

Foi verificado no prontuario da paciente. A aferi¢do foi realizada no momento
da admissdo no Centro Obstétrico, conforme rotina do hospital. Nos casos em que o
parto ndo ocorreu no HCPA, esse dado era fornecido pela puérpera. O peso no final

da gestagdo também foi avaliado em quilogramas (kg).

4.5.9 - Altura

Igualmente foi verificada no prontuario de admissdo da paciente no Centro
Obstétrico, conforme rotina do hospital. Da mesma forma, para aquelas cujos partos
ndo ocorreram no HCPA, esse dado era perguntado a propria puérpera. A altura foi

avaliada em metros (m).
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4.5.10 - indice de Massa Corporal e Grau de Nutricio

Para avaliacdo do estado nutricional e da propor¢do de massa corporal, foi
utilizado o IMC ou Indice de Quetelet, definido como peso (kg)/estatura’(m). O
IMC tem sido reconhecido como o indicador que, isoladamente, melhor expressa o

estado nutricional em nivel epidemioldgico (134).

Os pontos de corte foram os recomendados pela Organizagdo Mundial de
Saude para uso internacional, sendo também empregados em estudos nacionais pelo

Ministério da Saude (134):

IMC <20 - Baixo Peso
IMC de 20 a2 24,99 - Normal
IMC de 25 229,99 - Sobrepeso
IMC =30 - Obesidade

4.5.11 - Ganho Ponderal na Gestacdo

O ganho de peso durante a gestagdo (peso final menos peso inicial) foi
classificado segundo os critérios do US [Institute of Medicine, considerando-se o
peso minimo recomendado para cada categoria de IMC, para gestagdes a termo

(135), conforme mostra a tabela 2.
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TABELA 2
Taxa de ganho ponderal recomendada para mulheres gravidas
de acordo com o indice de massa cerporal pré-gestacional, para
gestaches a termo

Indice de massa corporal Ganho total recomendado
(kg)
Baixo 12,5 - 18
Normal 11,5 - 16
Sobrepeso 7,0 -11.5
Obesidade Minimo 6

Fonte: (135) adaptada

Independentemente da idade gestacional, a média de ganho ponderal ¢ de 900
a 1700 g durante o primeiro trimestre e, apos esse periodo, ¢ de aproximadamente
380 a 450 g por semana (136,137). Com esse embasamento tornou-se possivel
avaliar se o ganho de peso de cada puérpera foi baixo ou adequado,

proporcionalmente a idade gestacional por ocasido do parto.

4.5.12 - Nivel Socio-Econémico

A avaliagdo do nivel socio-econémico da puérpera baseou-se na renda per
capita e nas condi¢des de saneamento basico. As informagdes foram obtidas
conforme modelo adaptado do censo demografico do Instituto Brasileirg de

Geografia e Estatistica (IBGE), de 1990 (138,139).
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Para classificar as condigdes de saneamento basico, foram utilizados os
critérios da Pesquisa Nacional de Amostragem de Domicilios - Funda¢io IBGE -
1990, que considera adequados os domicilios com fornecimento de dgua por rede
geral com canaliza¢do interna, esgoto de rede geral ou fossa séptica e lixo coletado

(140),

A estratificacdo da renda familiar obedeceu a pontos de corte tradicionalmente
utilizados pelos planejadores de programas sociais no Brasil (134), quais sejam:

— menos de 0,25 salario minimo (SM)

— de 0,25 SM a menos de 0,5 SM

— de 0,5 SM a menos de 2,2 SMs

I

igual ou acima de 2,2 SMs

Os valores declarados pela puérpera foram convertidos em SM do més vigente
e o resultado dividido pelo numero de pessoas do domicilio, obtendo-se, assim, o
valor da renda per capita. Um valor inferior a 0,5 SM ¢ considerado como linha de

pobreza.

4.5.13 - Estagio da Lactacdo

Conforme ja comentado na Introdugdo, ndo existe um critério bem definido

para delimitar cada estagio da lactagdo (123,124). Neste estudo, estabelecemos que

as amostras de leite coletadas do 1° ao 5° dia pos-parto seriam consideradas com:
0
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colostro; do 6° ao 14° dia seriam leite de transigdo e, a partir do 15° dia pés-parto,

leite maduro.

4.5.14 - Determinacfio das Concentracdes de NSs Livres, NTs Livres,

A, Aductos e NSsT no Leite Humano

As amostras de leite encaminhadas a Granada foram mantidas congeladas a -
70°C até sua analise, quando, entfio, foram descongeladas rapidamente em banho a
50°C e apés tratadas com banho em ebuligdo durante 15 punutos, para inativar as
ribonucleases que poderiam existir na amostra. Esta comprovado que, durante esse
tempo, os NTs, NSs e RNA sdo termicamente estaveis (141). A seguir, as amostras
foram separadas em 8 aliquotas de 500 pl em tubos Eppendorf livies de
ribonucleases e recongeladas a -70°C. Cada aliquota foi utilizada para a analise de
um dos parametros estudados (NSs livres, NTs livres, NTs poliméricos em forma de
RNA e aductos), sendo que foram feitas duas dosagens para cada um dos

parametros.

Foram realizadas quatro preparagdes distintas, em duplicata, a partir das
amostras de leite diluidas. Para a quantificacdo dos NSs foi utilizado um standard

interno com metilguanosina e metilcitidina em todas as preparag0es.

A figura 3 representa a atividade das trés enzimas usadas. Na preparacdo 1,

amostras de LH foram incubadas durante 16 a 18 horas com nuclease (nuclease P,
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fosfodiesterase, 19 U) para hidrolisar NTs poliméricos (provenientes do RNA) para
monoméricos. Essa etapa foi seguida pela incubacfo com pirofosfatase (0,4 U) para
liberar NTs a partir dos aductos, e com fosfatase alcalina (16 U) para hidrolisar NTs
até NSs, durante 3 horas, a 37°C. A preparagéo 2 incluin a hidrélise por intermédio
das nucleases e fosfatases; a preparagdo 3 usou apenas a fosfatase alcalina, e a 4

utilizou a amostra ndo hidrolisada.

NUCLEOQOSIDEOS
PROVENIENTES DOS ADUCTOS

NUCLEASE Pl
FOSFODIESTERASE

PIROFOSFATASE

FOSFATASE

, ALCALINA ,
NUCLEOTIDEQOS NUCLEOSIDEOS

Fig. 3 - Digestdo enzimatica resultando em nucleosideos totais disponiveis para a absorgdo. RNA
polimérico e nucleosideos provenientes dos aductos sdo hidrolisados até nucleotideos pela
agdo de nucleases e pirofosfatases, respectivamente. Nucleotideos sdo hidrolisados até
nucleosideos, a forma mais freqiiente de absorgdo intestinal, pela acdo da fosfatase alcalina.

Fonte: (111} adaptada
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As reagdes enzimaticas ocorreram em condigdes de pH e temperatura similares
as fisiolégicas. Uma vez hidrolisadas as amostras, os NSs foram determinados
mediante HPLC, apds prévia extragdo em gel boronato (141). Para isso foi
empregado um sistema cromatografico da marca Supelco, com uma coluna ODS-
Hipersil de fase reversa Cyg, de 3um de tamanho de particula, com 5 x 250 mm,
com uma fase mével de 100 mmol/l de acido fosférico-trietilamina, pH 6,0 €
metanol. O modificador orglnico foi acetonitrila, com uma concentracdo inicial de
1%, um aumento linear até 7% enire 0 ¢ 8 minutos, uma permanéncia em 7% por 2
minutos e um retorno a 1% durante 8 minutos antes da proxima dosagem. Os NSs
foram detectados por luz ultravioleta, num espectro de 255 nm. As curvas de
calibragdo para cada NS foram construidas pelo calculo da proporgdo da area
resultante no exame comparada a uma concentracdo conhecida de diluigBes
standard de NSs (Sigma producis: U-3750, C-9505, 1-4125, G-6752 ¢ A-9251). A
concentracdo de cada NS na amostra foi calculada por regressdo linear para aquele

NS e a proporgdo da area (conforme standard interno do NS) para analise.

As concentragdes dos NSs medidas apés as 4 preparagdes distintas das
amostras permitiram determinar a quantidade de NSs encontrada em cada forma e

quanto de cada uma delas contribuiu para o total (NSsT).

— Preparagdo 1: Medida dos NSs livres e NSs resultantes da hidrélise por
intermédio de nuclease, pirofosfatase e fosfatase alcalina, resultando no valor dos

NSsT.
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— Preparagdo 2: Hidrolise com nuclease e fosfatase alcalina, resultando na
quantidade de NSs livres, NSs provenientes dos NTs e do RNA. Preparagéio 1 -

preparacgdo 2 = NSs derivados dos aductos.

— Preparacgdo 3: Hidrélise com fosfatase alcalina, resultando na quantidade de
NSs livres e NSs derivados dos NTs. Preparagdo 2 - preparacio 3 = NSs derivados

do RNA.

— Preparagio 4: Nenhuma hidrélise ocorreu, resultando na quantidade de NSs

livres. Preparacdo 3 - preparacfio 4 = NSs derivados dos NTs.

4.6 - LOGISTICA

Foi realizado um estudo com amostras de LH, coletadas no Banco de Leite do
HCPA, com maquinas de ordenha de leite materno. As amostras coletadas foram de
puérperas entre 1 e 30 dias pos-parto, que estivessem retirando leite no Banco de
Leite, no horario da manh#, e que concordassem em participar do estudo, apos
esclarecimento oral e escrito. Nesse momento era feita a entrevista com a puerpera,
preenchendo o protocolo de pesquisa e solicitando o consentimento escrito para a
retirada de leite. O tempo de duragfo das coletas foi de aproximadamente um ano

(de 02 de julho de 1996 a 21 de junho de 1997).
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As amostras foram divididas em 6 grupos, de acordo com a idade gestacional
(prematuridade e a termo) e o estagio da lactagdo (colostro, leite de transigdo e leite
maduro). As puérperas foram selecionadas em ordem seqiiencial, conforme
chegassem ao Banco de Leite no horario da manhi e ndo preenchessem os critérios
de exclusdo, até que fosse atingido o mimero necessario para completar cada um dos

6 grupo do estudo.

As amostras foram coletadas em tubos de ensaio estéreis, em condi¢des
assépticas (manuseio de todo o material com luvas esterilizadas), retirando-se 10 ml
do volume de leite coletado das duas mamas de cada mfe. As amostras coletadas
foram armazenadas no freezer do Banco de Leite, a uma temperatura é&é -4°C e, em
menos de 30 minutos, levadas ao laboratério do HCPA, para congelamento a -20° C,

onde permaneceram até serem enviadas para a Espanha.

O transporte do material biologico ao exterior foi realizado em caixa de 1sopor,
com neve carbonica em quantidade suficiente para que as amostras de leite

permanecessem congeladas até o seu destino.

As amostras foram encaminhadas, congeladas, ao Laboratério de Bioquimica e
Biologia Molecular do Depariamento de Investigacicén y Desarrollo de Abbott
Laboratories SA, em Granada. Foram identificadas por um cédigo, presente no
rétulo de cada tubo de ensaio, onde constavam um numero (em ordem segqilencial)
para cada participante da pesquisa, um nimero para a idade gestacional (em

semanas) € outro para o estagio da lactagio (em dias pds-parto).
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A aferigdo das concentragGes de NTs, NSs, RNA e aductos das amostras de
leite foi realizada em Granada e os resultados nos foram enviados para a analise dos

dados.

4.7 - RESPONSABILIDADE DO PESSOAL ENVOLVIDO NA PESQUISA

4.7.1 - Autora do Trabalho

Foi responsavel pelas entrevistas com as puérperas, preenchendo os protocolos
de pesquisa e revisando os prontuarios necessarios, supervisionando as coletas de
leite, rotulando os tubos de ensaio, levando o material ao freezer do Laboratério do
HCPA e, posteriormente, encaminhando as amostras para transporte ao Laboratorio
de Granada. Apos receber os resultados das dosagens esperadas, procedeu a analise

estatistica e demais etapas para a conclusdo da Dissertagdo de Mestrado.

4,77.2 - Professor Orientador

Foi responsavel pela coordenagdo do Projeto, mantendo um intercadmbio com

os pesquisadores de Granada e supervisionando e orientando o andamento dos

trabalthos no HCPA.
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4.7.3 - Professeres Colaboradores

Dr. Angel Gil foi responsavel pela supervisio do andamento da pesquisa no
Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular do Departamento de Investigacion
y Desarrollo de Abbott Laboratories SA, em Granada. Dr. Gil € catedratico do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Faculdade de Farmacia da

Universidade de Granada.

Dr. Juan Romera e Dra. Carmen Gomez de Ledn foram responsaveis pela
determinacdo das concentragdes dos NTs, NSs, RNA e aductos das amostras
enviadas e pelo repasse dos resultados obtidos. Dr. Romera é @i@fﬁssm da
Faculdade de Farmacia da Universidade de Granada e chefe do Laboratdrio de
Controle de Qualidade da Abbott Laboratories S.A. Dra. Carmen € Licenciada em

Farmacia e esta realizando sua tese de doutorado nesse Laboratério.
4.7.4 - Nutricionista e Técnica de Nutricdo
A nutricionista é responsavel pelo Banco de Leite do HCPA e orentou as

coletas realizadas. A técnica de nutri¢do foi responsavel pela coleta das amostras de

leite de forma asséptica, utilizando luvas, agulhas e seringas descartaveis, estéreis.
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As coletas foram feitas sempre no tumo da manhd e pela mesma funcionaria,

instruida quanto a adequada técnica de coleta.

4.7.5 - Transporte do Material

O envio das amostras para a analise bioquimica em Granada foi feito por um
despachante autorizado pelo HCPA (Celiberto Com. Desp. Ltda), sendo que o

material enviado foi utilizado exclusivamente para a pesquisa proposta.

4.8 - ANALISE ESTATISTICA

O tratamento estatistico dos dados foi realizado com a utilizagdo do programa

computadorizado SPSS (Statistical Package for Social Science) (142).

Em todos os testes, foi estabelecido o nivel de significancia de o = 0,05.

Inicialmente foi realizada a analise descritiva, com relag8o as caracteristicas da
populagdo. Para a andlise das varidveis continuas foram avaliadas a média e o
desvio padrdo e utilizados o teste t de Student e a analise de varidncia. Para as
varidveis categdricas foi empregado o teste qui-quadrado, sendo avaliadas a

freqiiéncia e a porcentagem de cada caracteristica estudada.
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Ao avaliarmos a concentragdo de NSs, NTs, RNA, aductos e NSsT, obtivemos,
para todos eles, resultados mostrando uma curva de distribuigfo assimétrica. Sendo
assim, utilizamos valores de mediana, amplitude de variacdo (valores minimos e
méximos) e amplitude entre quartis (AEQ - valores relativos aos p@r@emis 25e 75

dos resultados) para analisar os dados obtidos.

Foi empregado o teste U de Mann-Whitney para avaliar os indices
bioquimicos estudados em relagdo a idade gestacional. Quando comparamos esses
indices em relagdo aos estagios da lactacdo, fizemos uso do teste de Kruskal-Wallis,
sendo usado o teste Q de Comparagdes Multiplas pos Kruskal-Wallis para localizar

as diferengas entre os grupos.

Na maioria das figuras presentes na secdo de Resultados, optamos por adotar
uma técnica grafica poderosa, descrita por Tukey (143), em 1977, e utilizada
também por outros autores (144,145), denominada de boxplot, cuja anatomia esta

expressa na figura 4.
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gvalmres discrepantes acima de 1,5 AEQ
= Percentil 75

|
— Mediana

g = Percentil 25

valor minimo até 1,5 AEQ

valor mésamo até 1,5 AEQ

Fig. 4 - Anatomia de um box-whisker plot {ou boxplot), onde a altura do box corresponde a uma
amplitude entre quartis (AEQ), tendo como limite superior o percentil 75 e como limite
inferior o percentil 25; as linhas horizontais correspondem aos valores minimo e maximo
até 1,5 AEQ; os circulos correspondem a valores discrepantes acima de 1,5 AEQ; a
mediana aparece como a linha horizontal mais grossa dentro do box.

Fonte: (143) adaptada

Para examinar a influéncia de outros fatores além da idade gestacional e do
estagio da lactagiio sobre as concentragbes de NSsT, foi utilizada a regressdo
logistica. A varidvel dependente foi a concentragdo de NSsT no LH. O modelo
adotado incluiu as variaveis estagio da lactagdo, idade gestacional, idade das

puérperas, grau de nutri¢do, renda per capita e fumo durante a gestagio.

Sendo necessario dicotomizar a varidvel dependente para a analise da
regressdo logistica e considerando ndo haver valores definidos de normalidade até o
momento (111,112,121), optou-se por utilizar a mediana como ponto de corte.
Foram considerados como grupo 1 os valores acima da mediana e, como grupo 2, os

valores abaixo da mediana.
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Foram coletadas, no Banco de Leite do HCPA, 141 amostras de leite humano,
provenientes de 110 mulheres entre 1 e 30 dias pos-parto, no periodo de 02 de julho
de 1996 a 21 de junho de 1997. Das amostras coletadas, 31 resultaram de uma

segunda ou terceira coleta da mesma puérpera.

5.1 - CARACTERISTICAS DA POPULACAQ

5.1.1 - Caracteristicas Gerais

As caracteristicas gerais da populagdo podem ser vistas na tabela 3,
considerando as seguintes variaveis: 1idade (em anos), peso inicial na gestagio (em
quilogramas - kg), altura (em metros - m) e indice de massa corporal (IMC). Os

resultados estdo expressos como média e desvio-padrio.
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TABELA 3
Caracteristicas gerais da populacdo com relacfio a idade, peso inicial na
gestacio, altura e indice de massa mg‘;}@ral

Caracteristicas Média Desvio-padrio
Idade (anos) 25,3 7,2
Peso imcial (kg)* 59,760 8,820
Altura (m)** 1,61 0,06
fndice de massa corporal 23,18 3,35

* kg = quilograma
** m = metro

As caracteristicas gerais da populagdo com relaglo a cor, tipo de parto,
paridade, fumo na gestagdo, procedéncia, grau de nutrigfio no inicio da gestacio,

ganho ponderal na gestagdo e renda per capita estdo expostas na tabela 4.
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TABELA 4

€ammeﬁmm§ gerais da populacio com relacdo a cor, tipo de parte, paridade,
fumo na gestacdo, procedéncia, grau de nutricio no inicio da gestacde, ganho
ponderal ma gestacio e renda per capita

Caracteristicas Fregiiéncia (n)  Porcentagem (%)
Cor:

Branca 90 81,8

Nio Branca 20 18,2
Tipo de Parto:

Vaginal 59 53,6

Cesareo 51 46,4
Paridade:

1* gestacdo 48 43,6

2% gestagdo 31 28,2

Acima da 2° gestagdo 31 28,2
Fume na gestaciio:

Sim 20 18,2

Néo 90 81,8
Procedéncia:

Porto Alegre 62 56,4

Grande Porto Alegre 31 28,2

Interior 17 15,4
Grau de nutricio no inicio da gravidez:

Baixo peso 16 14,5

Normal 66 60,0

Sobrepeso ou obesidade 28 25,5
Ganho ponderal na gestacio:

Baixo 37 33,6

Adequado 73 66,4
Renda per capita:

Inferior a 2 SM* 66 60,0

Superior ou igual a 2 SM 44 40,0

* SM = salario minimo

Com relagdo a renda per capita, cabe salientar que das 66 (60%) puérperas

que referiram ganho inferior a dois SMs, apenas 4 (3,6%) tinham renda inferior a
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meio SM, valor goﬁsiderado como lmha de pobreza (133). As outras 44 (40%)

mulheres ganhavam dois ou mais SMs por ocasifo da aplicagdo do questionario.

Quanto as condigbes de saneamento basico, obtivemos as seguintes
caracteristicas: com relagfo a 4gua, apenas 2 (1,8%) mulheres referiram rede geral
sem canalizagdo interna; as outras 108 (98,2%) dispunham de canaliza¢fo interna
para agua no domicilio. Quanto ao lixo, apenas 1 (0,9%) puérpera disse que
costumava queimé-lo; as outras 109 (99,1%) responderam que o lixo era coletado
diretamente. Com relagdo ao esgoto, 107 (97,3%) lactantes informaram que suas
residéncias estavam ligadas a rede geral, 2 (1,8%) referiram usar fossa séptica e 1
(0,9%) ndo sabia responder. Conforme consta na Se¢do de Material e Métodos, sdo
considerados domicilios com condigdes de habitagdo adequadas aqueles que
dispdem de agua encanada interna, coleta de lixo e esgoto de rede geral ou fossa
séptica (140). Sendo assim, das mulheres avaliadas em nosso estudo, apenas 2
(1,8%) residiam em habitacdo com condigdes inadequadas (wma morava em
domicilio com agua, lixo e esgoto inadequados e outra residia em habitacdo com
agua e esgoto inadequados). As demais 108 (98,2%) puérperas dispunham de

moradia com condi¢des adequadas.

unando interrogadas sobre alcool ou drogas durante a gestacdo, as 110 (100%
Q g g gestagdo, ( )

puérperas responderam néo ter feito uso dos mesmos nesse periodo.

Na avaliagdo da idade gestacional, 63 (57,3%) mulheres tiveram RNs PMTs e

47 (42,7%) tiveram RNs AT. Entre as mies de PMTs, a média de idade gestacional
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foi de 33,3 + 1,6 semanas, com uma variacdo de 30 a 36 semanas. Entre as mées de
RNs AT, a média de idade gestacional foi de 40,0 + 1,4 semana, com uma variagio
de 37 a 41 semanas. Foi encontrada diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos (p = 0,0000). Desta forma, comprovamos a presenga de dois grupos
estatisticamente distintos com relacdio a idade gestacional e, a partir disso,

comparamos as caracteristicas de ambos.

5.1.2 - Caracteristicas da Populacie de acordo com a Idade Gestacional

Entre as mies de PMTs, a média de idade foi de 24,9 + 7.6 anos, e entre as
mies de RNs AT, de 25,7 + 6,7 anos. Nio foi encontrada diferenca estatisticamente

significativa entre os 2 grupos (p = 0,457).

Quanto ao peso no inicio da gestacdo, a média das mies de PMTs foi de
57,629 + 6,728 kg, e a das mées de RNs AT, de 62,613 + 10,430 kg. Com relagéio a

essa varidvel, encontramos uma diferenga estatisticamente significativa entre os 2

grupos (p = 0,019).

Ja em relacdo a altura, a média das mées de PMTs foi de 1,60 + 0,07 m, e a
das maes de RNs AT, de 1,61 + 0,06 m, ndo tendo sido detectada diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,332).
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No tocante ao IMC, a média entre as mfes de PMTs foi de 22,54 + 2,71, ¢
entre as mies de RNs AT, de 24,02 + 3,93, ndo se tendo verificado diferenca
estatisticamente significativa entre os 2 grupos (p = 0,083), apesar da diferenca

estatisticamente significativa no peso inicial da gestagio citada anteriormente.

Na tabela 5, comparamos as caracteristicas das maes de PMTs e das mées de
RNs AT, com relagio a cor, tipo de parto, paridade, fumo na gestacdo, procedéncia,
grau de nutricdo no inicio da gestagdo, ganho ponderal na gestacdo e renda per
capita. Ndo encontramos diferengas estatisticamente significativas entre o grupo de
mies de PMTs e o de mies de RNs AT com relagdo a essas caracteristicas

(p > 0,05).
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~ TABELAS
Caracteristicas dos grupes estudados com relacéo a cor, tipo de parto, paridade,

fumo na gestacdo, procedéncia, grau de nutricfo no inicio da gestacdo, ganho
ponderal na gestacio e renda per capita

Caracteristicas Mies de PMTs Mies de RNs AT p*
n (%) n (%)
Cor:
Branca 52 (82,5) 38 (80,9 1,000
Néo Branca 11 (17,5 9 (19,1
Tipo de Parto:
Vaginal 29 (46,0) 30 (63,8) 0,369
Cesareo 34 (54,0) 17 (36,2)
Paridade: ,
1? gestacdo 25 (39,7) 23 (48,9) 0,9722
2" gestagdo 21 (33,3) 10 (21,3)
Acima da 2° gestagio 17 (27,0) 14 (29,8)
Fumeo na gestacio:
Sim 13 (20,6) 7 (14,9) 0,601
Nio 50 (79,4) 40 (85,1)
Procedéncia:
Porto Alegre 33 (52,4) 29 (61,7) 0,437
Grande Porto Alegre 18 (28,6) 13 (27,7
Interior 12 (19,0) 5 (10,6)
Grau de nutricdo no imicie
da gravidez:
Baixo peso 10 (15,9) 6 (12,8) 0,083
Normal 42 (66,7) 24 (54,1
Sobrepeso ou obesidade 11 (17,4) 17 (36,2)
Ganho ponderal na gestaciio:
Baixo 26 (41,3) 11 (23,4) 0,079
Adequado 37 (58,7) 36 (76,6)
Renda per capita:
Inferior a 2 SM** 42 (66,7) 24 (51,1) 0,145
Superior ou igual a 2 SM 21 (33,3) 23 (48.9)

*  Teste qui-quadrado
¥+ SM = saldrio minimo



5 - RESULTADOS 76

5.1.3 - Caracteristicas da Populacio de acordo com o Estagio da Lactacio

Dividimos as 141 amostras de leite coletadas em trés grupos de acordo com o
estagio da lactagfo. Assim sendo, obtivemos 54 (38,3%) amostras de colostro, 48

(34%) de leite de transi¢fio € 39 (27,7%) de leite maduro.

A média de dias pos-parto em que as amostras foram coletadas dentro do grupo
colostro foi de 3,4 + 1,1, tendo sido as coletas realizadas entre 0 1° e ¢ 5° dia. Em
relacdo ao leite de transi¢do, a média de dias pos-parto das coletas foi de 8,6 + 2,5,
variando entre o 6° € 0 14° dia. Quanto ao leite maduro, a média de dias pos-parto
em que as amostras foram coletadas foi de 19,6 + 5,8, sendo que as amostras foram

coletadas entre o 15° e 0 30° dia.

Encontramos uma diferenca estatisticamente significativa entre os trés grupos
estudados (p = 0,0000). Desta forma, utilizamos o estdgio da lactagdo como uma

variavel a ser estudada, com relagio aos indices bioquimicos avaliados.

Considerando que cada puérpera coletou apenas uma amostra de leite por
estagio da lactagdo, a seguir comparamos se houve diferenga nas caracteristicas das

puérperas conforme o estagio da lactagéo.

As mulheres em que foi coletado colostro tinham uma média de idade de 25,6 +
6,9 anos; naquelas em que foi coletado leite de transi¢do, a média de idade foi de

25,8 + 7,8 anos e naquelas cujas amostras foram de leite maduro, foi de 26,4 + 7,6
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anos. Néo foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre os 3 grupos

com relagéo & idade das mulheres (p = 0,881).

Quanto ao peso no inicio da gestacdo, as mulherés que coletaram colostro
tiveram uma média de 60,95 + 10,27 kg, enquanto nas que coletaram leite de
transigdo a média foi de 59,84 + 8,22 kg e nas que coletaram leite maduro, de 58,11
+ 7,49 kg. Néo foi detectada diferenca estatisticamente significativa entre os 3

grupos com relacdo ao peso das puérperas no inicio da gestagdo (p = 0,497).

A média de altura das mulheres que coletaram colostro foi de 1,61 + 0,05 m, a
das que coletaram leite de transicdo foi de 1,61 + 0,07 e a das que coletaram leite
maduro, de 1,62 + 0,07. Néo foi enconirada diferenga estatisticamente significativa

entre os 3 grupos com relacdo a altura das puérperas (p = 0,912).

A média de IMC das mulheres que coletaram colostro foi de 23,44 + 3,81, a das
que coletaram leite de transi¢do, de 23,33 + 3,14 e a das que coletaram leite
maduro, de 22,31 + 2,72. Néo foi constatada diferenca estatisncamente significativa

entre os 3 grupos com relagdo ao IMC das puérperas (p = 0,411).

Com relacio a idade gestacional por ocasido do parto, a média das mulheres que
coletaram colostro foi de 36,1 + 3,5 semanas, a das que coletaram leite de transi¢io,
de 35,5 + 3,3 semanas e a das que coletaram leite maduro, de 35,6 + 3,4 semanas.
Nio foi verificada diferenca estatisticamente significativa entre os 3 grupos com

relagdo a idade gestacional (p = 0,671).
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Na tabela 6, comparamos as caracteristicas dos trés grupos de nufrizes (com
colostro, com leite de transigdo e com leite maduro), com relagdo a cor, tipo de
parto, paridade, fumo na gestagdo, procedéncia, grau de nutricdo no inicio da
gestagdo, ganho ponderal na gestagdo e renda per capita. Nao foram detectadas
diferencas estatisticamente significativas entre os trés estagios da lactagdo com
relagdo as caracteristicas das puérperas (p > 0,05), com excecdo do fumo na
gestagdo, que mostrou uma diferenca estatistica limitrofe (p = 0,049) entre os
grupos estudados, localizada entre as médes com leite de transicdo e as mies com

colostro, as quais fumaram significativamente mais do que as primeiras (p = 0,028).
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TABELA 6
Caracteristicas dos grupos estudados com relaciio a cor, tipo de parto, paridade,
fume na gestacio, procedéncia, grau de nutricio no inicio da gestaciio, ganhe
ponderal na gestacfo e renda per capita

Caracteristicas Mies com Mies com leite  MEes com leite p*
colostro de transicio madure
n (%) n {%) n (%)
Cor:
Branca 44 (81,5) 38 (79,2) 33 (84,%) 0,809
Nio Branca 10 (18,5) 10 (20,8) 6 (15,4
Tipo de Parto:
Vaginal 31 (57,4 (45,8) 19 (48,7 0,27
Cesareo 23 (42,6} 26 (54,2) 20 (51,3)
Paridades
1* gestacéo 23 (42,6) 23 (479 18 (46,1) 0,948
2% gestacdo 14 (25,9) 13 27,1 9 (23,DH
Acima da 27 gestagéo 17 31,4 12 25,00 12 (30,8)
Fumo na gestaclo:
Sim 13 24, 3 (6,2) 7 (17,9) 0,049
Nio 41 (75,9) 45 (93,8) 32 (82,1)
Procedéncia:
Porto Alegre 31 (57,4 32 (66,7) 22 (56,4} 0,682
Grande Porto Alegre 16 (29,6) 12 (25,0) 10 (25,6)
Interior 7 (13,0) 4 (8,3) 7 (18,0)
Grau de nutricdo no inicio da
gravidez:
Baixo peso 9 (16,7) 5 (10,4) 5 (12,8) 0,322
Normal 28 (51,9) 31 (64,6) 28 (71,8)
Sobrepeso ou obesidade 17 GL4) 12 (25,0) 6 (15,4)
Ganho ponderal na gestacfos
Baixo 16 (29,6) 16 (33,3 11 (28,2) 0,385
Adequado 38 (70,4 32 (66,7 28 (71,8)
Renda per capita:
Inferior a 2 SM** 32 (59,3) 25 (52,1) 21 (53.8) 0,749
Superior ou igual a 2 SM 22 (40,7 23 {479 18 (46,2)

*  Teste qui~quadrado
** §SM = saldrio minimo
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5.2 - INDICES BIOQUIMICOS

5.2.1 - Concentracfes de NSs, NTs, I

NA, Aductos ¢ NSsT no Leite de

Puérperas de HCPA

As concentragdes de NSs, NTs, RNA, aductos e NSsT no leite de puérperas do
HCPA apresentaram uma distribui¢do assimétrica, sendo necessario utilizar valores

de mediana, amplitude de variagdo e AEQ para avaliar os resultados obtidos.

Entre as 141 amostras de leite analisadas, obtivemos os seguintes valores:

e NSs-4,60+ 5,32 mg/l, com minimo de 0,00 e méximo de 26,74 mg/l

e NTs- 19,08 + 18,51 mg/l, com minimo de 3,08 mg/l e miximo de 92,50 mg/l

e RNA - 2,85+ 5,99 mg/l, com minimo de 0,00 e méximo de 28,67 mg/l

e Aductos - 2,83 + 9,25 mg/l, com minimo de 0,00 e maximo de 33,64 mg/l

e NSsT - 33,18 + 22,58 mg/l, com mimimo de 14,21 mg/l e méximo de

125,49 mg/l
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5.2.2 - Concentracies de NSs, NTs, R

Maes de PMTs e de Mies de RNs AT

NA, Aductos € NSsT no Colostro de

As concentracdes de NSs, NTs, RNA, aductos e NSsT estdo demonstradas na

tabela 7, expressas como mediana e amplitude de variagio (minin

10 € MAaximo).

Nédo foi detectada diferenga estatisticamente significativa para cada um dos

indices bioquimicos avaliados entre o colostro de maes de PMTs e o colostro de

mdies de RNs AT (p > 0,05).

TABELA 7

Concentracdes de NSs, NTs, RNA, aductos ¢ NSsT no colostre de mées de

PMTs e de mies de RNs AT
indices Maies de PMTs (n=29) Mies de RNs AT (n=25) p**
bioquimicos*

NSs 4,96 (1,33 - 26,46+ 507 (0,45- 23,16) 0,425
NTs 14,43 (6,13 - 78,11) 15,27 (3,08 - 41,02) 0,952
RNA 2,57  (0,00- 10,57) 3,07 (0,00 - 21,90) 0,345
Aductos 1,25 (0,00 - 17,87) 0,13 (0,00- 12,88) 0,501
NSsT 28,61 (14,42 - 99,95) 29,36 (14,21 - 72,82) 0,652

* (s valores estdo expressos em mg/l
**  Teste U de Mann-Whitney
**% Qs valores estio expressos como mediana (minimo-maximo)

Na figura 5, apresentamos a distribuico das concentragdes de NSsT presentes

no colostro de acordo com a classificagdo de idade gestacional (PMT e AT). Aqui
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estdo representados valores de mediana, percentis 25 a 75, valores minimos e

maximos até 1,5 AEQ e valores discrepantes acima de 1,5 AEQ,

= 1404 o wvaloy discrepanie > 1,5 AEQ
=2 T valor miximo até 1,5 AEQ
& # - percentil 75
~ 120 Y
0 %ﬁ - medisna
i — spercentil 25
S 100 o L valor minimo até 1,5 AEQ
%? * AFQ = Awmplitede entze quartis
@
0 o)
D
G 60
5
=

40+

204

0 - =
FPrematuro Atermo
p=0,652

Classificacao de idade gestacional

Fig. 5- Concentracdo de nucleosideos totais presentes no colostro de acordo com a classificacio de
idade gestacional

5.2.3 - Concentracies de NSs, NTs, RNA, Aductos e NSsT no Leite de

Transicido de Maes de PMTs e de Mies de RNs AT

As concentragdes de NSs, NTs, RNA, aductos € NSsT no leite de transi¢édo de
mdies de PMTs e de méies de RNs AT estdo indicadas na tabela 8, como mediana e
amplitude de variagdo (minimo e maximo).

Nao foi observada diferenga estatisticamente significativa para cada um dos

indices bioquimicos avaliados no leite de transigdo entre os 2 grupos (p > 0,05).
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TABELA 8
Concentracdes de NSs, NTs, RNA, aductos e NSsT no leite de tramsicio de méies
de PMTs e de mies de RNs AT
Indices Mies de PMTs (n=31)  Mdes de RNs AT (n=17) p**
biegquimicos®
NSs 5,38 (0,00 - 26,74y 426 (0,39- 25,72) 0,425
NTs 20,64 (5,94 - 92,50) 24,66 (5,43 - 73,47) 0,952
RNA 4,73 (0,00 - 28,67) 3,00 (0,00~ 14,24) 0,345
Aductos 4,00  (0,00- 33,64) 2,83 (0,00- 21,75) 0,501
NSsT 37,41 (15,47 -125,49) 36,20 (17,87 - 104,08) 0,652

*  Osvalores estdo expressos em mg/l
**  Teste U de Mann-Whitney
*¥*% (Os valores estdo expressos como mediana (minimo-maximo)

Na figura 6, apresentamos a distribuigdo das concentra¢des de nucleosideos
totais presentes no leite de transicdo de acordo com a classificagdo de idade
gestacional. Aqui estdo representados valores de mediana, percentis 25 a 75, valores

minimos e maximos até 1,5 AEQ e valores discrepantes acima de 1,5 AEQ.
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Fig. 6 - Concentragdo de nucleosideos totais presentes no leite de transicdo de acordo com a
classificagdo de 1dade gestacional

5.2.4 - Concentracées de NSs, NTs, RNA, Aductos ¢ NSsT ne Leite

Madure de Mies de PMTs e de Mies de RNs AT

As concentragdes de NSs, NTs, RNA, aductos e NSsT no leite maduro de mées
de PMTs e de mies de RNs AT podem ser visualizadas na tabela 9, apresentadas

como mediana e amplitude de variagdo (minimo e maximo).
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Nio foi detectada diferenga estatisticamente significativa para cada um dos

indices bioquimicos avaliados em relagfio ao leite maduro de mies de PMTs e o de

mdes de RNs AT (p > 0,05).

TABELA 9
Concentracoes de NSs, NTs, RNA, aductos e NSsT no leite maduro de mées de
PMTs e de mies de RNs AT
indices Mies de PMTs (2=25)  Mies de RNs AT (n=14)  p**
bioquimicos™®

NSs 3,91 (0,00 - 12,13)+ 442  (1,14- 22,67) 0,671
NTs 21,89 (7,49 - 61,90) 23,65 (9,93 - 50,99 0,539
RNA 0,87 (0,00 - 14,91) 1,12 (0,00- 7,46) 1,000
Aductos 4,58 (0,00 - 26,34) 9,39  (0,00- 18,57y 0,235
NSsT 40,55 (16,37 - 90,89) 41,28 (21,22 - 68,50) 0,930

*  QOs valores estio expressos em mg/l
**  Teste U de Mann-Whitney

*¥*% (s valores estdo expressos como mediana (minimo-maximao)

Na figura 7, apresentamos a distribui¢do das concentragdes de nucleosideos

totais presentes no leite maduro de acordo com a classificagio de idade gestacional.

Aqui estdo representados valores de mediana, percentis 25 a 75, valores minimos e

maximos até 1,5 AEQ e valores discrepantes acima de 1,5 AEQ.
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Fig. 7 - Concentragdo de nucleosideos totais presentes no leite maduro de acordo com a classificacio
de idade gestacional

5.2.5 - Concentracdes de NSs, NTs, RNA, Aductos e NSsT no Leite de

Mies de PMTs nos Trés Estdgios da Lactacio

As concentragdes de NSs, NTs, RNA, aductos e NSsT no leite de mies de
PMTs nos trés estagios da lactagdo podem ser vistas na tabela 10, indicadas como

mediana e amplitude de variagdo (minimo e maximo).
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Concentracoes de NSs, NTs, RNA, aductos ¢ NSsT no leite de mies de PMTs
nos trés estagios da lactacéo

indices Colostre Leite de transicio Leite maduro pF®
bioguimicos * (n=129) (=31} (=25}
NSs 4,96(1,33- 6,46)yF* 538 (0,00 - 26,74y 3,91 (0,00 -12,13) 0,220
NTs 14,43(6,13 -78,11) 2064 (594 - 92,50) 21,89 (749 -61,90) 0,060
RNA 2,57(0,00 -10,57) 4,73 (0,00 - 28,67) 0,87 (0,00 - 14,91) 0,034
Aductos 1,25¢0,00 -17,87) 4,00 (0,00 - 33,64y 458 (0,00 - 26,34y 0,113
NSsT 28,61(14,42 -99,95) 37,41 (15,47 -125,49) 40,55 (16,37 - 90,89) 0,060

*  Os valores estdo expressos em mg/l
**  Teste de Kruskal-Wallis
*#% (s valores estdio expressos como mediana (minimo-maximo)

Com base na tabela 10, podemos considerar que ndo foram encontradas
diferengas estatisticamente significativas entre as concentragdes de NSs no leite de
mies de PMTs nos trés estagios da lactagdo avaliados, o mesmo ocorrendo com

relagdo aos aductos (p > 0,05).

No que diz respeito aos NTs e NSsT no leite de mées de PMTs, parece existir
diferencga entre os grupos, mas ndo foi atingido o nivel de significdncia estatistica
estabelecido (o = 0,05). Entretanto, para um nivel um pouco mais flexivel (de
a = 0,10), poderiamos considerar uma diferenca estatisticamente significativa entre
os grupos. Prosseguindo na analise dos dados com a utilizagdo do teste Q para
comparagoes multiplas pos Kruskal-Wallis, encontramos uma diferenca
estatisticamente significativa (considerando o = 0,10) entre colostro e leite maduro
para os NTs, ou seja, os valores de NTs no colostro sdo significativamente menores

do que no leite maduro (p = 0,075). Ja em relagdo aos NSsT, apds a localizagdo das
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do que no leite maduro (p = 0,075). J& em relagdo aos NSsT, apés a localizagdo das
diferencas entre os grupos, obtivemos p = 0,115, ou seja, nfo foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas entre as concentragdes de NSsT no leite de

maes de PMTs nos trés estagios da lactagfo.

Quanto ao RNA, observamos uma diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos (p = 0,034), localizada entre o leite de transigéio e o leite maduro,
isto €, fol vista uma reducfo estatisticamente significativa na concentragio do RNA

no leite maduro em relagfo ao leite de transicfo.

Na figura 8, podemos observar a distribuicdo das concentracdes dos NSsT

presentes no leite de mées de PMTs nos trés estagios da lactagio. Os valores estdo

representados como mediana, percentis 25 a 75, valores minimos e maximos até 1,5

AEQ e valores discrepantes acima de 1,5 AEQ.

o valor discrepante » 1,5 AEQ

. 140, T valoy méximo até 1,5 4EQ
% é}, ~» percentil 75
o 1 e percentil 25
T —Lvalm minimo até 1,5 AEQ
§-=Su 1004 o g # AEQ = Amplitede entre quartis
& 0
5 80y
192
3
s 60 T
—
pra

404
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0 i} :
Colostro Leite de Transi¢do Leite Maduro
p = 0,060

Estagio da lactacéo

Fig. 8 - Concentragio de nucleosideos totais presentes no leite de mées de prematuros de acordo
com o estagio da lactacdo
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5.2.6 - Qamemmgﬁ@s de NSs, NTs, RNA, Aductos e NSsT no Leite de

Maes de

is AT nos Trés Estagios da Lactaciio

As concentragbes de NSs, NTs, RNA, aductos € NSsT no leite de mées de
RNs AT nos trés estagios da lactagdo encontram-se expressas na tabela 11, na forma

de mediana e amplitude de variagio (minimo e maximo).

TABELA 11
Concentractes de NSs, NTs, RNA, aductos e NSsT no leite de mies de RN
nos trés estagios da lactacio

indices Colostre Leite de transiclio Leite madure pE*
bioguimicos * {n = 25) (=17 {n=14)
NSs 5,07 (0,45-23,16)%F* 426 (0,39- 2572y 4,42 (1,14-2267) 0,639
NTs 15,27 (3,08 -41,02) 24,66 (5,43- 73,47y 2365 (9,93-50,99) 0,085
RNA 3,07 (0,00-21,90) 3,00 (0,00- 1424y 1,12 (0,00- 746) 0,545
Aductos 0,13 (0,00-12,88) 2,83 (0,00- 21,75) 939 (0,00-18,57y 0,002
NSsT 29,36 (14,21-72,82) 36,20 (17,87 - 104,08) 41,27 (21,22 - 68,50) 0,103

* (s valores estdo expressos em mg/l
**  Tesie de Kruskal-Wallis
*** (s valores estio expressos como mediana (minimo-maximo)

Pelos dados da tabela 11, podemos reconhecer que ndo foram detectadas
diferencas estatisticamente significativas entre as concentragdes de NSs no leite das
mies de RNs AT nos trés estagios da lactagdo estudados, o mesmo ocorrendo em

relagdo ao RNA e aos NSsT (p > 0,05).
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No tocante aos NTs no leite de mies de RNs AT, parece existir diferenga entre
os grupos, embora n#o tenha sido atingido o nivel de significincia estatistica
estabelecido (a = 0,05). Nesse caso, mesmo se considerassemos um nivel um pouco
mais flexivel (de o = 0,10), na realizacio do teste Q para comparagdes multiplas
pos Kruskal-Wallis também nfo seria encontrada diferenga estatisticamente

significativa entre os grupos (p = 0,130).

Quanto aos aductos, encontramos uma diferenca estatisticamente significativa
entre colostro e leite maduro (p = 0,002), isto é, a concentragdo de aductos no

colostro foi significativamente menor do que no leite maduro de maes de RNs AT.

Na Figura 9, podemos observar a distribuicio das concentragdes de NSsT

presentes no leite de maes de RNs AT nos trés estagios da lactagdo. Os valores estdo

y e

representados como mediana, percentis 25 a 75, valores minimos e maximos até 1,5

AEQ e valores discrepantes acima de 1,5 AEQ.
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Fig. 9 - Concentragdo de nucleosideos totais presentes no leite de mées de recém-nascidos a termo

ndo

de acordo com o estagio da lactacdo

5.2.7 - Concentractes de NSs, NTs, RNA, Aductos e NSsT no Leite de

Puérperas nos Estdgios da Lactacio

A partir dos resultados apresentados nas tabelas 7, 8 e 9, é possivel perceber

terem sido detectadas diferengas

estatisticamente  significativas nas

concentragdes de NSS, NTs, RNA, aductos e NSsT entre o leite de mées de PMTs e

o leite de mées de RNs AT nos trés estagios da lactagdo considerados.
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Sendo assim, Optamos por agrupar os resultados obtidos para os leites tanto
das mées de PMTs como das mées de RNs AT e reavalia-los novamente conforme
os trés estagios da lactagfo estudados. Obtivemos, entdo, 54 (38,3%) colostros, 48
(34,0%) leites de transicdo e 39 (27,7%) leites maduros, perfazendo um total de 141

amostras de leite (100%) estudadas.

Na tabela 12, apresentamos as concentracdes de NSs, NTs, RNA, aductos ¢

NSsT das amostras de leite de puérperas nos trés estagios da lactacdo avaliados,

expressas como mediana e amplitude de variagfio (minimo e maximo).
TABELA 12
Concentracdes de NSs, NTs, RNA, aductos e NSsT no leite de puérperas nos
trés estagios da lactagio

indices Colostro Leite de tramsicio Leite maduro p**®
bioguimicos * {n =54} (n=48) (=39}
NSs 5,02 (0,45- 26,46y 4 55(0,00- 26,74) 3,91 (0,00-2267) 0,269
NTs 14,89 (3,08- 78,11 21,28(5,43 - 92,50) 21,96 (7,49-61,90) 0,006
RNA 2,59 (0,00- 21,90) 4.45(0,00 - 28,67 0,87 (0,00-1491) 0,060
Aductos 0,86 (0,00- 1787 3,41(0,00 - 33,64) 8,49 (0,00-26,34y 0,001
NSsT 28.93 (14,21 - 99,95) 36,81(15,47 -125,49)  40,55(16,37 -90,89) 0,006

* (s valores estdo expressos em mg/l
**  Teste de Kruskal-Wallis
**% (g valores estdo expressos como mediana (minimo-maxinmo)

Os dados da tabela 12, permitem-nos dizer ndo terem sido observadas
diferengas estatisticamente significativas entre as concentragdes de NSs no leite de

puérperas nos trés estagios da lactagdo estudados (p > 0,05).

Com relagdo ao RNA, parece existir diferenca entre os grupos, mas ndo foi

atingido o nivel de significancia estatisticamente estabelecido (o = 0,05).
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Entretanto, para um nivel um pouco mais flexivel (de o = 010), poderiamos
considerar uma diferenga estatisticamente significativa entre o leite de transicdo e o
leite maduro, ou seja, a concentragio de RNA seria significativamente maior no

primeiro do que no segundo (p = 0,06).

Quanto aos NTs, aductos e NSsT, foi registrada diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos estudados (p <0,05).

Ao localizarmos as diferengas pés Kruskal-Wallis, verificamos que a
concentragdo de NTs no colostro foi significativamente menor do que no leite de

transicdo (p = 0,01) e no leite maduro (p = 0,006).

Em relagdo aos aductos, os valores foram significativamente menores no
colostro do que no leite maduro (p = 0,001). Se o nivel de significdncia fosse de
a = 0,10, teriamos encontrado, também, valores significativamente menores no

colostro do que no leite de transi¢do (p = 0,07).

Quanto aos NSsT, obtivemos valores significativamente menores no colostro

do que no leite de transigéo (p = 0,02) e no leite maduro (p = 0,0006).

As figuras 10 a 14, mostram a distribuigdo das concentragdes de NSs, NTs,
RNA, aductos e NSsT presentes no leite de puérperas nos trés estagios da lactagio.
Os valores estdo representados como mediana, percentis 25 a 75, valores minimos ¢

maximos até 1,5 AEQ e valores discrepantes acima de 1,5 AEQ.
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Fig. 11 - Concentracdo de nucleotideos presentes no leite de puérperas de acordo com o estagio da
lactagdo
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Fig. 13 - Concentracdo de aductos presentes no leite de puérperas de acordo com o estagio da

lactacdo
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Fig. 14 - Concentragdo de nucleosideos totais presentes no leite de puérperas de acordo com o
estagio da lactagdo

53 - PORCENTAGENS DE NSs, NTs, RNA E ADUCTOS EM

RELACAQ AOS NSsT

Na tabela 13, estdo expressas porcentagens de NSs, NTs, RNA e aductos em

relacdo aos NSsT de acordo com cada estagio da lactagdo e nos trés estagios em

conjunto.
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TABELA 13
Porcentagens de NSs, NTs, RNA e aductos em relacio aos NSsT de acordo com
cada estagio da lactacfio e nos trés estdgios em conjunto

ndices Colostro Leite de Leite Trés estagios p*
bioquimicos (%) transicdo madure em conjunto
(%) (%) (%)
NSs 20,64 15,60 12,63 16,35 0,366
NTs 58,58 59,65 60,58 59,57 0,985
RNA 11,91 11,16 7,07 10,23 0,509
Aductos 8,87 13,59 19,72 13,85 0,122

* Teste qui-quadrado

Nado foram encontradas diferengas estatisticamente significativas nas
porcentagens de NSs, NTs, RNA e aductos, em relagfio aos NSsT, entre os estagios
da lactagio estudados, nem mesmo quando os trés grupos foram avaliados em
conjunto  (p > 0,05). Sendo assim, € possivel nos referirmos as porcentagens de
cada um dos compostos acima em relagfio aos NSsT, no LH, independentemente do
estagio da lactagfio, ou seja, nas amostras de LH coletadas de puérperas entre 1 e 30
dias pos-parto, os NSsT obtidos resultaram de 16,35% de NSs, 59,57% de NTs,

10,23% de RNA e 13,85% de aductos.

A figura 15 apresenta as porcentagens de NSs, NTs, RNA e aductos em
relagdo aos NSsT de acordo com cada estagio da lactagdo e nos frés estagios em

conjunto.
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Fig. 15 - Porcentagens de nucleosideos, nucleotideos, RNA e aductos em relagdo aos nucleosideos
totais de acordo com cada estagio da lactagdo e nos trés estagios em conjunto

5.4 - REGRESSAO LOGISTICA

A tabela 14 apresenta o modelo de regressio logistica multivariada sobre a
concentragdo de NSsT no LH. Os dados mostram que, apés o controle das variaveis
idade gestacional, idade das puérperas, grau de nutrigdo, renda per capita e fumo na
gestagdo, ainda encontramos diferengas estatisticamente significativas nas
concentragdes de NSsT no leite das nutrizes conforme o estagio da lactagdo

(p <0,05) e considerando um intervalo de confianga (1C) de 95%.
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O leite de transicdio e o leite maduro apresentaram maior chance de ter NSsT

acima da mediana do que o colostro, mesmo apés o controle das possiveis variaveis

de confusdo, sendo a razdo de chance de 3,62 (IC 95%: 1,52 - 8,63; p = 0,004) para

o leite de transicio e de 4,16 (IC 95%: 1,66 — 10,38; p = 0,002) para o leite maduro.

Regressio logistica multivariada sobre a concentracio de NSsT no leite hn

TABELA 14

(variavel dependente: concentraciio de NSsT acima da mediana)

Varidveis Coeficiente p OR”7  IC95%

Estagio da lactacio — 0,0026 1,00 -

leite de transicdo 1,2858 0,0037 3,62 1,52 - 8,63

leite maduro 1,4245 0,0023 4,16 1,66 - 10,38
Classificacdo da idade
gestacional

prematuridade 0,3819 0,3249 1,46 0,68 - 3,13
Idade da puérpera = e 0,5125 1,00 -

20 a 34 anos - 0,0109 0,9810 0,99 0,40 - 2,42

acima de 34 anos 0,5843 0,3354 1,79 0,55 - 5,89
Grau de nutricido " — 0,5657 1,00 -

normal - 0,5500 0,3316 0,58 0,19- 1,75

sobrepeso/obesidade - 0,2669 0,6873 0,76 0,21 - 2,81
Renda

> 2 salarios-minimos 0,5583 0,1550 1,75 0,81 - 3,77
Fumo

sim 0,4087 0,4267 1,50 0,55 - 4,12
Constante - 1,0510

* ] referéncia: colostro

* 2 referéneia; a termo

* 3 referéncia: menos de 20 anos
* 4 referéncia: baixo peso

* 5 referéncia: menos de 2 saldrios minimos
* ¢ referéncia: ndo fuma
* 7 OR: razdo de chance

* 8 IC: intervalo de confianca



Considerando a importdncia dos NTs e NSs para varios processos
bioquimicos e biologicos e levando em conta que o LH ¢ a melhor fonte desses
compostos para os lactentes (106,111,112,113,114), na impossibilidade do
aleitamento materno, uma formula contendo NTs em concentracbes semelhantes
aquelas presentes no LH seria a melhor alternativa para oferecer artificialmente
esses compostos tdo importantes. A escolha do que administrar, em que quantidades
e para que grupos de criangas ¢ dificil, pois as evidéncias sdo incompletas, embora
estudos em animais € em humanos sejam muito sugestivos sobre as potenciais
vantagens de incluir NTs na dieta de criancas pequenas (1, 3, 4). O mais desejavel
seria uma suplementacio seguindo o modelo do perfil de NTs encontrado no LH.
Esse perfil € muito diferente do existente em férmulas com leites artificiais oriundas
de outras espécies ammais, com predominio do leite de wvaca
(103,104,105,106,107,108,109,110). Acreditamos que, quando as incertezas sobre o
contetido de NSsT potencialmente disponiveis para serem absorvidos pelo intestino,
mcluindo ai os NTs, NSs, acidos nucléicos e aductos presentes no LH forem melhor
elucidadas, poderemos enriquecer as formulas infantis com as quantidades mais

adequadas desses compostos.
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Em razdo da auséncia de referéncias na literatura, até o momento, relativas as
concentracdes dos elementos acima mencionados no leite de mies de PMTs,
optamos por explorar esse aspecto em nosso trabalho, esperando estar contribuindo
com uma informagdo nédita sobre o tema e considerando que o leite de mées de
PMTs apresenta diferencas, j4 estudadas, em outros componentes, como por
exemplo mais proteinas, lipidios, calorias, lactoferrina e IgA e menos lactose do que

o de mies de RNs AT (123,124,125,126,127).

Também ndo encontramos estudos bem definidos, mas apenas suposi¢des
sobre alguns dos fatores que poderiam ter influéncia sobre as concentracdes de NSs
e NTs no LH, como por exemplo, idade, grau de nutrigio, nivel socio-econdmico e

fumo, avaliados em nossa pesquisa.

Durante a Gltima década, vem sendo estudado o papel que os NTs poderiam
desempenhar na dieta, especialmente em criangas pequenas (1,2,3,4,5,6).
Recentemente, tem sido sugerido que NSs na dieta também seriam importantes (66,
108, 111, 112). Entretanto, ainda sdo poucos os trabalhos sobre o conteido de NTs

e NSsno LH.

Os valores dos nutrientes do LH mudam durante a lactagdo. Existe uma
variabilidade substancial de mulher para mulher e de dia para dia nos nutrientes

individuais do LH (100,101,102).
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Conforme ja referido na Introdugfo, em todas as células, as concentragdes de
RNA sio maiores do que as de DNA e relativamente constantes, enquanto as de
DNA variam com o estagio do ciclo celular, constituindo apenas 5% a 10% do total
de acidos nucléicos (11). Sanguansermri e colaboradores (12), em 1974, relataram
niveis de DNA de 10-20 mg/l e de RNA de 100-600 mg/l no LH coletado entre o 5°
dia e a 8 semana de lactacfo. Contudo, esses valores foram considerados pouco
especificos, ja que os métodos de analise ndo envolveram isolamento seletivo dos
acidos nucléicos antes das determinagdes. Até o momento, todos os outros autores
que pesquisaram NTs e/ou NSs no leite, na realidade, avaliaram RiboNTs e
RiboNSs. Como todas as pesquisas sobre NTs metabolicamente ativos tém se
restringido aos compostos contendo ribose, os com deoxirribose também néo foram
considerados em nosso trabalho. Desta forma, os termos NS e NT referem-se
somente aos compostos contendo ribose, ou seja, RiboNTs e RiboNSs, assim como

nos demais estudos.

Kobata e colaboradores (103), em 1962, foram os primeiros a determinar o
conteudo de NTs no leite bovino e no humano, utilizando cromatografia de troca de
ions e eletroforese para isolar cada NT. Devido a baixa sensibilidade do método,
foram necessarios dois litros de leite, e as mudancas na sua composi¢do durante a

lactagdo ndo puderam ser analisadas.

Apds esse estudo, surgiram outros trabalhos sobre o contetido e a composigio

dos NTs no LH. Existem varia¢Oes nos valores apresentados, sendo dificil definir
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quanto dessas variagGes poderia ser atribuido aos métodos de coleta e preparacio

das amostras ou aos procedimentos analiticos (106,111,112,113,114).

Investiga¢Bes iniciais determinaram NTs a partir de repetidas cromatografias
de troca de ions de amostras de LH desproteinizado e deslipidizado (104,105,115,
116). Mais recentemente, alguns pesquisadores passaram a avaliar NTs usando
HPLC (111,112,114,118,120,121). Outros procuraram determinar niveis de NTs no
LH por radioimunoensaio de amostras desproteinizadas e deslipidizadas (107,113).
O ideal seria utilizar uma metodologia standard tanto para coletar quanto para

analisar com clareza as caracteristicas dos NTs no LH.

Avaliando os trabalhos anteriores e, na impossibilidade de abranger muitos
dos aspectos ainda obscuros com relagdo ao tema da pesquisa, optamos por

estabelecer algumas prioridades.

Dada a importancia da biossintese de NTs para a proliferacdo celular e
considerando que o gasto energético da sinte‘se “de novo” das bases nitrogenadas
requer significativamente mais energia do que a rota “de salvamento” (5 mols de
ATP contra 1 mol de ATP para cada MNT produzido), do ponto de vista evolutivo,
esta ultima teria uma vantagem seletiva para o rapido crescimento dos organismos
(9, 10). Como os NTs e os NSs sdo necessarios para o desenvolvimento e a
matura¢do do trato gastrointestinal e do sistema imunologico, entre outros, e
levando em conta que esses sistemnas falham ou tém uma capacidade limitada para a

sintese “de novo” das/’ bases nitrogenadas (29, 30), a fonte real dessas bases é
/
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particularmente mpeﬁanﬁea Desta forma, os NTs e NSs poderiam ser considerados
como nutrientes “condicionalmente” essenciais (2,5,6,7). Ja que mais de 90% dos
NTs ingeridos sdo absorvidos como NSs (21,22), interessou-nos a abordagem de
Leach e colaboradores (111), em um trabalho realizado em 1995, avaliando a
quantidade de NTs, NSs, acidos nucléicos (foi estudado apenas o RNA) e aductos
presentes no LH e que poderniam ser absorvidos como NSs durante a digestfo, ou

seja, o total de NSs potencialmente disponiveis para absorgéo.

Sendo assim, em nosso estudo optamos por avaliar a concentragdo dos NSsT
do LH, que seriam aqueles potencialmente disponiveis para absorc¢do, a partir da
obtengdo das concentragdes de RNA, NTs monoméricos, NSs livies e aductos

encontrados no leite humano de uma amostra de nutrizes do HCPA.

A escolha do HCPA para sede do estudo foi motivada pelo fato de esse ser
um hospital preocupado com o aleitamento materno, contando com uma equipe que
o incentiva e dispondo de um Banco de Leite que funciona durante as 24 horas do
dia e que possul maquinas para extragdo mecanica do leite e condigdes adequadas
para coleta e conservagdo das amostras. Além disso, a populacdo atendida pelo
HCPA ¢ mista, tanto previdenciaria, como privada, tornando possivel uma analise
das condi¢Bes socio-econdmicas e nutricionais, ja que nos propusemos a avaliar se

esses fatores poderiam influenciar na concentragdo dos NSsT disponiveis para

/
/
/

absorg3o.
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Optamos por concentrar nosso estudo nas nutrizes enire 1 e 30 dias pos-parto
e, a partir dai, comparar a concentragio de NSsT nas amostras de leite coletadas
entre as mdes de PMTs e as mies de RNs AT, dados estes ndo disponiveis na
literatura até o momento. Assim como Leach e colaboradores (111), nos
propusemos a avaliar a concentragio de NSsT de acordo com o estagio da lactagdo,
sendo que, como ndo hé um critério bem definido para delimitar cada estagio (123,
124), estabelecemos que as amostras de leite coletadas do 1° ao 5° dia pds-parto
seriam consideradas como colostro, do 6° ao 14° dia, como leite de transi¢io ¢, a
partir do 15° dia pos-parto, como leite maduro. Janas e Picciano (114) avaliaram
amostras de leite entre a 2° e a 12° semana pés-parto, com intervalos de duas em
duas semanas (nfo avaliaram colostro). Gil e Sanchez-Medina (113) analisaram as
amostras de leite com 48 e 72 horas, com 6 e 15 dias e com 1 e 3 meses pés-parto,
ndo especificando a divisdo entre colostro, leite de transi¢fo e leite maduro. Seus

resultados compararam colostro ¢ leite maduro (com 1 més de lactagdo).

Quinty e colaboradores (120) coletaram amostras de leite maduro e néo
compararam estagios da lactagdo, assim como Thorell e colaboradores (121).
Sugawara e colaboradores (112) avaliaram o contetido de NTs e NSs no leite
conforme o estagio da lactagdo, mas iniciaram a partir do 3° dia pos-parto (colostro
foi considerado de 3° ao 5° dia pds-parto, leite de transi¢do do 6° ao 15° dia e leite
maduro a partir do 16° até 482 dias pos-parto). Leach e colaboradores (111)

dividiram as amostras de leite em quatro estagios: colostro (até 2 dias pos-parto),
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leite de transicdo (3 a 10 dias pds-parto), leite maduro precoce (1 més pods-parto) e

leite maduro tardio (3 meses pos-parto).

Com relacdo ao tamanho da amostra, obedecemos ao calculo do tamanho
minimo (n = 10 amostras de leite por grupo), com base nos dados estatisticos (130).
Janas e Picciano (114) coletaram 16 amostras de leite de cada uma das 5 mulheres
do estudo; Gil e Sanchez-Medina (113) coletaram leite de 4 mulheres em 6 periodos
diferentes (conforme ja descrito anteriormente), ou seja, 4 amostras de leite para
cada periodo estabelecido, num total de 24 amostras. Quinty e colaboradores (120)
coletaram 18 amostras de leite maduro, comparando a concentracdo de NTs no
inicio, meio ou final da mamada e conforme o horario das coletas (manhé, meio-dia
e tarde). Thorell e colaboradores (121) coletaram amostras de leite de 14 mulheres
entre 3 a 24 semanas pos-parto (1 amostra de cada nutriz, ou seja, 14 amostras no
total). Leach e colaboradores (111) coletaram amostras de 100 mulheres de trés
paises da Europa e as agruparam conforme os quatro estagios da lactagdo por eles
estabelecidos, comparando-as também com 11 amostras de leite maduro de

mulheres americanas, para avaliar eventuais efeitos da cultura e da dieta.

Em nosso estudo, foram necessarios 12 meses para que se completasse a
coleta das amostras de LH no Banco de Leite do HCPA. Na realidade, coletamos
150 amostras de leite, tentando reunir ao menos 20 em cada grupo estudado
(PMT/colostro, PMT/leite de transi¢do, PMT/leite maduro, RN AT/colostro, RN

AT/leite de transi¢do, RN AT/leite maduro), mas tivemos 9 perdas (3 amostras de
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leite de transi¢do de mies de RNs AT e 6, de leite maduro de mées de RNs AT),

resultando assim em 141 amostras efetivamente analisadas.

Embora o Banco de Leite do HCPA funcione durante as 24 horas do dia,
tivemos o cuidado de fazer as coletas sempre no turno da manhd e sempre pela
mesma funcionédria, sob supervisio da autora do trabalho, para que todas as
amostras fossem coletadas exatamente da mesma forma e porque ha relatos na
literatura de varia¢Ges na concentracdo de NTs conforme o horario da coleta, com

aumento a tarde em relagdo as coletas da manha (111).

Além disso, se a nutriz apresentasse alguma patologia ou estivesse utilizando
alguma medicagdo no periodo da coleta, seu leite também nédo era aproveitado, ja
que ndo ha dados conclusivos na literatura a respeito de patologias ou medicagdes

que possam alterar a concentracdo de NTs e NSsno LH (1, 3, 4, 27, 111).

Nossas maiores dificuldades foram relacionadas as amostras de leite de
transi¢do e, principalmente, de leite maduro de méfes de RNs AT, pois a grande
maioria das nutrizes que freqiienta o Banco de Leite do HCPA esta com seus filhos
mternados na Unidade de Neonatologia, sendo que os RNs AT em geral t€m alta
hospitalar antes de 15 dias de vida (quando iniciaria o periodo de leite maduro). Nos
casos com internagdo mais prolongada ou baixas externas, as mdes em geral nfo
estavam presentes no turno da manhd e muitas nem vinham ao hospital. Sendo
assim, com excecdo do colostro, foi mais facil coletar o leite de mies de PMTs do

que o de mies de RNs AT.
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Nos estudos anteriores, ndo houve a preocupacdo em avaliar as condi¢Ges das
nutrizes que talvez pudessem influenciar na concentracio dos NSsT no leite. Em
nosso trabalho, optamos por avaliar algumas dessas condigdes, quais sejam, idade,
grau de nutrigdo, nivel sécio-econdmico (incluindo renda per capita e saneamento
basico) e fumo, além do estigio da lactacdo e idade gestacional ja citados
anteriormente. Apenas no estudo de Sugawara e colaboradores (112) foi citada a

idade das nutrizes.

Avaliamos também cor, paridade, tipo de parto, peso no inicio da gestagéo,
altura e ganho ponderal na gestacdo, comparando essas caracteristicas das nutrizes
em relagdo & distribuigdo nos grupos conforme a idade gestacional e o estagio da
lactagdo, para afastarmos possiveis fatores de confusdo que poderiam interferir nos

resultados encontrados.

Com relagdo aos resultados de nossa pesquisa, inicialmente houve a
preocupacdo em avaliar as caracteristicas gerais da populagdo para, em seguida,
comparar essas caracteristicas entre os grupos divididos conforme o estigio da

lactacdio e a idade gestacional em rela¢do ao parto.

Cabe comentar que, no tocante aos aspectos sdcio-economicos da populacio
estudada, encontramos apenas 4 (3,6%) puérperas com renda abaixo da linha de
pobreza (abaixo de 0,5 SM per capita) e apenas 2 (1,8%) que residiam em
condigdes de habitacdo inadequadas. Conforme a Pesquisa Nacional de

Amostragem de Domicilios (139), as condigoes de saneamento basico da populagio
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brasileira estfio intimamente ligadas a renda familiar, sendo que mais de 50% da
populacdo brasileira vive abaixo da linha de pobreza e em condigdes de habitagdo
inadequadas. Logo, a populagdo em estudo apresentou uma sifuagdo socio-
econdmica superior a esperada, indicando que o HCPA possivelmente atenda uma
populagdo um pouco mais diferenciada do que a que procura outros hospitais que

prestam atendimento pelo SUS.

Quanto ao uso de alcool ou de drogas durante a gestagdo, todas as nutrizes
responderam nfo ter feito uso dos mesmos nesse periodo. Isso pode ser explicado
pelo fato de as mulheres com patologias possiveis de serem transmitidas através do
leite humano (como sindrome de imunodeficiéncia adquirida, hepatite e
citomegalovirose) assim como as com outras infecgdes terem sido excluidas da
pesquisa, ja que o uso de alcool e, principalmente, de drogas encontra-se mais

freqiientemente associado a essas patologias (123, 126).

Ao avaliarmos as caracteristicas da populacdo de acordo com a idade
gestacional por ocasido do parto, encontramos uma diferenga estatisticamente
significativa com relagdo 2 média de peso no micio da gestagdo entre mies de PMTs
e mdes de RNs AT (p = 0,019). Essa diferenca, contudo, ndo se refletiu no IMC ou
no grau de nutrigdo das puérperas no inicio da gestagdo, ou seja, nio detectamos
diferencas estatisticamente significativas no IMC e no grau de nutrigio entre os dois

grupos estudados (p > 0,05).
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Da mesma forma, nfo verificamos diferencas estatisticamente significativas
com relagio a idade, altura, cor, tipo de parto, paridade, fumo na gestagdo,
procedéncia, ganho ponderal na gestag@o e renda per capita entre as mées de PMTs

e as de RNs AT (p > 0,05).

Como nos dois grupos as caracteristicas das nutrizes nfo diferiram
estatisticamente, foi possivel compard-los quanto 4 concentrago de NSsT nas

amostras de leite coletadas.

Quando agrupamos as puérperas conforme o estagio da lactagdo, ndo
registramos diferencas estafisticamente significativas com relagdo a todas as
caracteristicas avaliadas (p > 0,05), com excegdo do fumo na gestacdo, que mostrou
uma diferenga estatistica limitrofe (p = 0,049) entre os grupos estudados, localizada
entre as mies com leite de transicdo e as mées com colostro, as quais fumavam
significativamente mais do que as primeiras (p = 0,028). N&o ha referéncias na
literatura sobre esse dado, que foi encontrado ao acaso. Posteriormente essa variavel

foi reavaliada na regressdo logistica, que sera comentada mais adiante.

Antes de discutirmos os resultados obtidos, ¢ importante que fagamos alguns
comentarios sobre a metodologia adotada. O levantamento bibliografico mostrou
que os trabalhos apresentados até o momento com relacio as concentragdes de NTs
e NSs no LH utilizaram metodologias diferentes tanto para coletar quanto para

analisar os resultados.
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Janas e Picciano (114), em 1982, avaliaram o conteiido de nitrogénio total e
NTs no decorrer da 2* a 12° semana pos-parto, com a utilizagdo de HPLC. Embora
tenham determinado o conteido de NTs, nada mencionaram sobre NSs. Observaram
varia¢Bes nos NTs individualmente com o avango da lactacfo, mas os niveis totais

de NTs permaneceram constantes, em torno de 1.850 a 2.100 mg/100 ml.

Gil e Sanchez-Medina (113), em 1982, avaliaram os NTs no LH por anélises
enzimaticas e cromatografia com troca de ions nos diferentes estagios da lactagdo.
Embora o método seja bastante sensivel para cada NT, para obter um perfil
completo dos NTs seria necessaria uma quantidade grande de leite e o procedimento
seria demorado. O padrio de NTs encontrado no leite maduro foi qualitativamente
similar ao do colostro, mas a concentra¢fo de NTs no leite maduro foi menor do que
no colostro e diminuiu com o avango da lactagdo. Os autores encontraram valores
de 13,3 umol/100 ml de NTs no colostro e de 10 umol/100 ml no leite maduro (com

3 meses de lactagdo).

Quinty e colaboradores (120), em 1992, quantificaram niveis de MNTs,
utilizando HPLC, e nfo encontraram variagdes nos valores em relagdo a0 inicio,
meio ou final da mamada e minimas varia¢des (ndo significativas estatisticamente)
entre as coletas da manhd, meio-dia e tarde. Observaram que os niveis de MNTs
tenderam a ser constantes para cada uma das 18 doadoras, mas que havia

substanciais diferencas entre elas. O valor médio de MNTs encontrado foi de 30,9 +

8,3 ng/l
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Sugawara e colaboradores (112), em 1995, avaliaram o contetido de NTs e
NSs do LH por HPLC, agrupando as amostras conforme a esta¢fo do ano, a 4area
geografica e o estagio da lactagfio (a partir do 3° dia p6s-parto). Constataram que a
quantidade total de NSs e NTs fot maior no inverno do que no verfo e, embora as
razfes para 1sso sejam desconhecidas, questionaram se isso seria devido a uma
maior necessidade desses compostos pelas criangas nessa estagdo do ano. Sugeriram
também que os habitos alimentares das nutrizes poderiam afetar as concentra¢des de
NTs e NSs no LH, mas, para comprovar essas observagdes, seriam necessarias
maiores informacgdes sobre as diferengas de habitos alimentares nas diversas areas

do Japdo, onde o trabalho foi realizado.

Os resultados apresentados por Sugawara e colaboradores (112) foram os

seguintes, em relagdo as amostras coletadas no inverno:

e NSs(em pmol/100 ml) — 3 a 5 dias: 5,27; 6 a 10 dias: 3,06; 11 a 15 dias: 5,37;

16 a 30 dias: 6,60.

e NTs (em pmol/100 ml) — 3 a 5 dias: 11,50; 6 a 10 dias: 9,98; 11 a 15 dias: 2,62;

16 a 30 dias: 3,83.
Ja nas amostras coletadas no verdo, os resultados foram:

e NSs (em umol/100 ml) — 3 a 5 dias: 4,00; 6 a 10 dias: 3,70; 11 a 15 dias: 3,47,

16 a 30 dias: 3,12.
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e NTs (em pmol/100 ml) — 3 a 5 dias: 3,06; 6 a 10 dias: 1,66; 11 a 15 dias: 1,65;

16 a 30 dias: 1,66.

Leach e colaboradores (111), em 1995, avaliaram h@ TNPD do LH, de acordo
com o estagio da lactagdo. Tanto os RiboNSs livres originais quanto os liberados
enzimaticamente foram quantificados por HPLC, para determinar o TNPD, sendo
que a metodologia simulou a digestdo in vivo. A concentracdo média do TNPD foi
de 189 + 70 pmol/l (com uma variacdo de 82 a 402 umol/l). Esses autores também
observaram uma variacdo substancial na concentragdo do TNPD em cada estagio e
durante toda a lactacdo entre as amostras de leite individuais. Como a dieta varia
com a nacionalidade, ndo consideraram a dieta materna individual como fator de
influéncia nessa variagdo. Também néo foi encontrada relagdo consistente entre a
concentragdo de TNPD e o pais no qual as mulheres residiam. Nesse estudo, as
amostras de colostro apresentaram niveis mais baixos do TNPD (137 umol/l) do que
as amostras de leite maduro (240 umol/l). Os pesquisadores avaliaram também a
porcentagem de cada uma das fra¢des estudadas em relagdo ao TNPD e verificaram
predominio de NTs monoméricos ou livres (36 + 10%) e poliméricos ou RNA (47 +
8%). NSs livres (8 + 6%) e NSs provenientes dos aductos (9 + 4%) tiveram uma

pequena mas significante contribuigéo.

Thorell e colaboradores (121), em 1996, analisaram amostras de leite, apds a
lactagdo ja estabelecida, com relagdo a concentragdo dos acidos nucléicos e

metabolitos dos RiboNTs, também utilizando HPLC. Expressos como NTs
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equivalentes, 68 * 55 umol/l estavam presentes como acidos nucléicos (mais

especificamente RNA), 84 + 25 pmol/l como NTs e 10 + 2 pmol/l como NSs.

Feitos os comentarios acima, podemos observar que ha poucos trabalhos
especificamente sobre a concentracdo de NSs e NTs no LH, sendo que cada um
deles apresenta um enfoque diferente, inclusive com diferengas nas proprias
unidades de referéncias. Janas e Picciano (114) utilizaram pg/100 ml; Gil e
Sanchez-Medina (113), Kobata e colaboradores (103) e Sugawara e colaboradores

(112) usaram pmol/100 ml; Quinty e colaboradores (120), upg/l; Leach e

colaboradores (111) e Thorell e colaboradores (121), pmol/L

Apos avaliagdo desses trabalhos, aquele que nos pareceu contribuir com mais
informages e estar mais proximo ao que pretendiamos realizar foi o de Leach e
colaboradores (111), fornecendo o TNPD, ao considerar todas as fontes de NSs e

NTs que podem ser absorvidas durante a digestéo.

Esse estudo avaliou o TNPD em relagfo aos estagios da lactagdo e possiveis
efeitos da cultura e da dieta em quatro diferentes locais da Europa. Em nossa
pesquisa, procuramos avaliar a concentragdo de NSsT e suas fragdes também em
relagdo aos estagios da lactagdo, mas incluimos ainda a avaliagdo quanto a idade
gestacional, considerando que existem algumas outras diferengas entre o leite de

mies de PMTs e o de mides de RNs AT (123,124,125,126,127). Além disso,
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investigamos possiveis influéncias da idade, do grau de mutricdo, da renda e do

fumo no tocante as concentra¢des de NSsT no leite das nutrizes.

Ao compararmos as concentracdes de NSs, NTs, RNAS aductos e NSsT tanto
no colostro quanto no leite de transi¢do e no leite maduro entre mées de PMTs e
méies de RNs AT, ndo @n@@ﬁﬁ&mes diferencas estatisticamente significativas entre
os grupos (p > 0,05), ou seja, as concentracdes desses compostos ndo variaram entre
o leite de méies de PMTs e o de mies de RNs AT. N&o ha, até o momento,
publicacdes na literatura com este enfoque, portanto, os dados nfio podem ser
comparados com os de outros estudos. Obtivemos, no que diz respeito aos NSsT,
valores de 28,61 mg/l (mfes de PMTs) e de 29,36 mg/l (mdes de RNs AT) em
relagdo ao colostro; 37,41 mg/l (mdes de PMTs) e 36,20 mg/l (mdes de RNs AT) em
relagdo ao leite de transigdo; 40,55 mg/l (mées de PMTs) e 41,28 mg/l (mdes de AT)

em relagdo ao leite maduro.

Ao avaliarmos as concentra¢des de NSs, NTs, RNA, aductos e NSsT no leite
de mdes de PMTs nos trés estagios de lactagdo, encontramos diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos apenas quanto ao RNA (p = 0,034),
localizada entre o leite de transigdo e o leite maduro, achado que ndo se repetiu no

leite de médes de RNs AT.

No que tange ao leite de mdes de RNs AT, observamos diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos apenas em relagdo aos aductos
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(p = 0,002), localizada entre o colostro e o leite maduro, e que ndo se manifestou no

leite de mées de PMTs.

Revisando a literatura disponivel, nfo encontramos justificativa para esses
achados. Além disso, quando comparamos as concentrages de NSs, NTs, RNA,
aductos € NSsT entre o leite de mies de PMTs ¢ o de mées de RNs AT, ndo

registramos diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (p > 0,05).

Com relagdo aos NTs e NSsT tanto no leite de mées de PMTs quanto no de
mdées de RNs AT, parece existir diferenca entre os estagios da lactagfo, embora ndo
tenha sido atingido o nivel de significincia estatistica estabelecido (o = 0,05).
Observando os valores obtidos nessas variaveis, julgamos que, se aumentassemos o
tamanho da amostra, provavelmente seria detectada diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos.

Como ndo haviamos constatado diferencas estatisticamente significativas
entre o leite de mdes de PMTs e o de mies de RNs AT em relagdo aos indices
bioquimicos examinados, optamos por reunir 0s dois grupos e reavaliar novamente
as amostras conforme os trés estagios da lactacio estudados, na tentativa de uma

melhor defini¢do para os resultados anteriormente encontrados.

Detectamos diferenga estatisticamente significativa entre os grupos estudados
(p < 0,05) em relagdo aos NTs, aductos e NSsT. Observamos que a concentragdo de

NTs no colostro foi significativamente menor do que no leite de transi¢do (p = 0,01)
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e no leite maduro (p = 0,006). Em relacdo aos aductos, os wvalores foram
significativamente menores no colostro do que no leite maduro (p = 0,001). Quanto
aos NSsT, obtivemos valores significativamente menores no colostro do que no leite

de transicéo (p = 0,02) e no leite maduro (p = 0,006).

Outros autores ndo compararam as fragdes dos NSsT entre os estigios da
lactagdo, mas sim os NSs individualmente, como uridina, citidina, guanosina e

adenosina e a soma deles como NSs e/ou NTs totais.

Kobata e colaboradores (103), Quinty e colaboradores (120) e Thorell e
colaboradores (121) ndo avaliaram o estigio da lactagdo em seus trabalhos. Janas e
Picciano (114) encontraram variagdes nos NTs individualmente com o avanco da
lactagdo, mas os niveis totais permaneceram constantes. Gil e Sanchez-Medina
(113) e Sugawara e colaboradores (112) enconiraram valores de NTs e de NSs

matores no colostro, diminuindo no decorrer da lactacdo.

Ja Leach e colaboradores (111) encontraram valores de TNPD menores no
colostro (considerado a partir do 1° dia pos-parto, assim como em nosso trabalho),

aumentando no decorrer da lactagéo.

A metodologia que adotamos foi similar a de Leach e colaboradores (111), e

os resultados tiveram a mesma tendéncia.

Para podermos comparar os valores obtidos com os de estudos anteriores,

tivemos de procurar equivaléncias entre as unidades de referéncia citadas.
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Considerando os pesos moleculares dos NSs (uridina: 0,244 mg/l = 1 umol/l;
citidina: 0,243 mg/l = 1 umol/l; guanosina: 0,283 mg/l = 1 umol/l; adenosina: 0,267
mg/l = 1 umol/1), a média dos valores, assumindo uma equivaléncia entre purinas e

pirimidinas, seria de 0,260 mg/l = 1 pmol/l.

Desta forma, teriamos os seguintes valores encontrados por Leach e
colaboradores (111) em relagdio ac TNPD: 35,62 mg/l (137 pumol/l) no colostro,
46,02 mg/l (177 pumol/l) no leite de transigdo e 62,40 mg/l (240 pmol/l) no leite
maduro. Em nosso trabalho, encontramos em relacdo aos NSsT: 28,93 mg/l (111,3
umol/l) no colostro, 36,81 mg/l (141,6 umol/1) no leite de transicdo e 40,55 mg/l

(156 pmol/1) no leite maduro.

Thorell e colaboradores (121) analisaram o LH maduro quanto as
concentragdes de RNA, NSs e NTs, denominando a soma desses valores de NTs
equivalentes. As concentragdes encontradas podem ser comparadas as do leite
maduro de nosso trabalho e do de Leach e colaboradores (111). Eles detectaram
17,68 mg/l (68 umol/l) de RNA, 21,84 mg/l (84 pmol/l) de NTs e 2,6 mg/l (10

pumol/l} de NSs e uma quantidade total de NTs equivalentes de 42,12 mg/l (162

umol/1).

Na tabela 15, podemos ver uma comparagdo entre as porcentagens de NSs,

NTs, RNA e aductos em relagdo aos NSsT em nosso trabalho, ao TNPD no de
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Leach e colaboradores (111) e ao total de NTs equivalentes no de Thorell e

colaboradores (121), lembrando que estes ultimos ndo dosaram os aductos.

TABELA 15
Porcentagens de NSs, NTs, RNA e aductos em relacde aos NSsT e comparacio
com dados de literatura

Indices Leach e colaboradores Thorell e colaboradores Presente
bioquimicos (111) (121) trabalho
(%) (%) (%)
NSs 8,0 6,2 16,3
NTs 36,0 51,8 59.6
RNA 47,0 42,0 102
Aductos 9,0 - 13,9
Total 100 (TNPD) 100 (NTs equivalentes) 100 (NSsT)

Nessa tabela, podemos observar que nossa porcentagem e,
conseqiientemente, nossas dosagens de RNA foram mais baixas do que as da
literatura, ao passo que as de NTs e NSs foram um pouco mais altas. Isso poderia ter
ocorrido porque o RNA sofre uma rapida hidrolise por intermédio das nucleases,
sendo que sua agdo comega a ocorrer em aproximadamente 15 minutos. Portanto,
pode ndo ter havido um congelamento suficientemente rapido para evitar a agdo
dessas enzimas, havendo uma transformagdo de RNA para NTs livres antes que

esses compostos pudessem ser analisados.
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Outros estudos que dosaram apenas o conteudo de NTs e/ou NSs livres no
LH (sem considerar RNA e aductos) subestimaram o total de NSs disponiveis para

absorcdo em 24% (no presente trabalho) a 57% (Leach e colaboradores — 111).

E importante comentar que todos os trabalhos (103,111,112,113,114,120,
121) referem uma grande variabilidade nas concentrages dos compostos estudados
no leite de mulher para mulher, considerando tal fato como wma propriedade do LH.
Assim como ocorren com nossa amostra € observando as amplitudes de variagdo
descritas nos resultados obtidos pelos autores mencionados, provavelmente esses
valores devam ter seguido uma curva de distribuigdo assimétrica. Sendo assim, do
ponto de vista estatistico, teria sido mais adequada a utilizagho de’ valores de
mediana, amplitude de variacdo e AEQ para descrever os resultados encontrados.
Também consideramos interessante adotar a técnica grafica de boxplot nas figuras,
por ilustrar de forma mais abrangente os resultados obtidos (142,143,144). Tukey
(143), ao descrever essa técnica, comenta que, se os dados tivessem uma
distribuigdo normal, o valor de 1,5 AEQ corresponderia ao percentil 95, sendo essa
a justificativa para estabelecer o limite acima, a partir do qual os valores seriam

considerados discrepantes.

Cabe ainda algum comentario a respeito do modelo de regressdo logistica
sobre a concentragdo de NSsT no LH que realizamos em nosso trabalho. Nesse
modelo, colocamos as variaveis idade gestacional, estagio da lactagdo, idade das

puérperas, grau de nutrigdo, renda per capita ¢ uso de fumo na gestacdo. Apds o
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controle dessas variaveis, encontramos diferengas estatisticamente significativas nas
concentragdes de NSsT no leite das nutrizes apenas com relagdo ao estagio da
lactagdo, ou seja, em nosso estudo, a idade das mulheres; o grau de nutrigio, a renda
per capita e o fumo na gestagio, além da idade gestacional por ocasifio do parto (ja
comentada anteriormente) ndo mostraram influéncia na concentragdo de NSsT do
LH. Com relagdo a esses dados, também ndo encontramos referéncias na literatura

até o momento.

Paralelamente ao que ja foi discutido, trabalhos avaliando o leite bovino e as
formulas infantis (feitas com leite de vaca) ndo detectaram NSs nesses leites, os
quais apresentavam também uma quantidade muito menor de NTs dé que o LH
(103,107,108,109,110,112,121). A partir disso, tem sido sugerido que os NTs e os
NSs encontrados no LH poderiam desempenhar importante papel no
desenvolvimento da crianga. Entretanto, até o momento, ainda permanecem diividas
sobre serem os NSs e os NTs no LH ativamente secretados em resposta a uma
demanda nutricional do lactente ou como resultado de eventos metabodlicos dentro

das células secretoérias mamarias (108, 119, 121).

Héa um grande interesse em pesquisas clinicas sobre a nutri¢do infantil e,
mais especificamente, sobre a quantidade de RiboNTs e RiboNSs no LH para uso
em formulas infantis. A digestdo enzimatica in vifro, demonstrada na figura 3, se
aproxima da digestdo in vivo. NTs monoméricos foram obtidos a partir da

transformagdo de RNA e aductos pela agdo de nucleases e pirofosfatases,
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respectivamente. NTs livres e liberados enzimaticamente foram hidrolisados para
NSs, a forma mais freqiiente de absor¢do intestinal, pela ag@o de fosfatases (3,4). A
mensuragdo dos NSs livres seguida pela aplicagdo seqiiencial das trés hidrolises
enzimaticas estimou as concentragdes de NSsT e de suas fracSes sob forma de
RNA, NTs, NSs e aductos, sendo que essas medidas puderam simular com acuracia

o processo digestivo in vivo.

Para avaliar a capacidade endogena dos RNs em metabolizar RNA e NTs,
Thorell e colaboradores (121) analisaram o intestino delgado de um feto de 22
semanas de i1dade gestacional em relagdio as enzimas digestivas e observaram que
ocorren transformacdo do RNA em citidina, uridina e acido trico in vitro. Esses
resultados sugerem que o intestino dos PMTs poderia ter capacidade de digerir
RNA, assim como NTs e NSs e que, portanto, a suplementacdo de férmulas infantis
com esses compostos ou com uma combinacdo deles deveria ser considerada.
Entretanto, mais estudos sdo necessarios para esclarecer se os processos digestivos
do RN tém suficiente capacidade ou se RNA, NTs, NSs e aductos presentes no LH
tém o objetivo de auxiliar a baixa capacidade digestiva endogena. Sendo assim,
naquelas situagbes em que o uso de LH ndo for possivel, cabe considerar a
importancia da adigdo desses compostos nas formulas infantis em quantidades

comparaveis as concentragdes de NSsT encontradas no LH.
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Tendo em vista os objetivos a que nos propusemos ¢ pela andlise dos dados
obtidos de 141 amostras de leite de puérperas do Hospital de Clinicas de Porto

Alegre, podemos estabelecer as conclusdes abaixo.

e A concentragio de nucleosideos totais apresentou uma mediana de

33,18 £ 22,58 mg/l, mdependentemente do estagio da lactacéo.

e Ndo foi encontrada diferenga estatisticamente significativa na concentragio

de nucleosideos totais de acordo com a idade gestacional.

e Foi observada diferenca estatisticamente significativa na concentracdo de
nucleosideos totais de acordo com o estagio da lactagdo. Os valores obtidos
no colostro (28,93 mg/1) foram significativamente menores do que no leite

de transigdo (36,81 mg/l) e no leite maduro (40,55 mg/1).

e Nio foi detectada variagdo na concentragdo de nucleosideos totais de acordo

com a idade das nutrizes.
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e Nio foi verificada variacdo na concentracdo de nucleosideos tfotais de

acordo com o grau de nutrigdo das lactantes.

e Nio foi observada variacdo na concentragdo de nucleosideos totais conforme

a renda per capita das nutrizes.

e Nio foi encontrada variacdo na concentraco de nucleosideos totais entre as

nutrizes fumantes e as nido-fumantes.
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ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Estamos realizando um trabalho de avaliagfo da mﬁcenu"agéﬁ de nucleosideos
totais no lette humano e gostariamos de contar com sua colaborago.

Nucleosideos sdo compostos intracelulares, presentes no leite humano, e que
desempenham importantes papéis em fungdes fisiolégicas e biologicas. Entre os
potenciais beneficios desses compostos para a nutrigdo infantil, podemos destacar:
melhora na recuperacdo da imjuria intestinal e da fung@o hepatica apos dano,
aceleracdo do desenvolvimento normal do trato gastromtestinal ¢ da funcfo
imunolodgica, aumento da resisténcia do hospedeiro em pacientes imunodeprimidos.

O leite humano tem sido reconhecido como o alimento ideal e a melhor fonte
de nucleosideos e nucleotideos para o lactente, tanto sob o aspecto nutricional
quanto imunolégico, sendo que ainda ndo foi possivel fazer uma formula artificial
idéntica a ele. A medida que pesquisas demonstram diferencas bioquimicas entre o
leite humano e o de outras espécies animais, modificacdes nas férmulas nfantis
comegam a ser consideradas.

Tendo em wvista a importancia dos nucleosideos e nucleotideos para varios
processos bioquimicos e biolégicos e considerando que o leite humano € a melhor
fonte desses compostos para a crian¢a pequena, surgiu a motivagdo da autora em
realizar este Projeto de Pesquisa, com o proposito de verificar a concentragdo de
nucleosideos totais no leite humano e sua variagio com a idade gestacional e o
estagio da lactagéo.

Gostariamos de contar com sua colaboragido no sentido de autorizar a coleta de
uma pequena quantidade de leite (10 ml) que, sem divida, ndo fara falta a seu filho,
mas que podera proporcionar um maior conhecimento a respeito das qualidades do
leite humano. Cabe salientar que cada mée coletara no maximo 3 amostras de leite,

uma em cada estagio da lactagio: colostro, leite de transi¢do e leite maduro.
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Eu, oo, e , fui informada dos objetivos e
da justificativa desta p@squiSaa de forma clara e detalhada. Recebi mformagées
sobre os procedimentos previstos, tanto quanto sobre os beneficios esperados. As
minhas diavidas foram respondidas com clareza e sei kque poderei solicitar novos
esclarecimentos a qualquer momento. Além disto, sei que novas informagoes,
obtidas durante o estudo, me serfo fornecidas e que terei liberdade de retirar meu

consentimento de participagdo na pesquisa se assim o quiser.
ASSINATIIA da MUITIZL ..ottt e st eb et e eenteeeesatateeabeeeebeeeseneraens
Assinatura do MvestZAAOT: ........cciiviiiieiiie et

ASSINATTA dO OTIETEAGOT: oo e,
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ANEXO 2 - PROTOLOCO DO PROJETO DE PESQUISA

Concentracdo de nucleosideos totais no leite humano e avaliagdo de sua variagfo
com a idade gestacional e o estagio da lactacdo:

Niimero: Registro (Prontuario):

Maée internada: Leito:

RN internado: Leito:

Data: Nome:

Idade: Cor: Paridade:
Idade Gestacional Obstétrica: Pediatrica:
Tipo de parto: Dias pés-parto:

Data do parto:

Fumo: N° de cigarros/dia: Tempo:
Alcool: Tempo: Tipo: Quantidade:
Drogas: Tempo de uso: Tipo: Freqiiéncia:
Endereco:

Transporte ao hospital no dia da coleta:
Ultima refei¢@o antes da coleta:
Horario da ultima refeigio:
Grau de nutrigio:
( ) Baixo peso
( ) Normal IMC =
() Sobrepeso
() Obesidade
Peso no inicio da gestagdo: Altura:
Ganho ponderal na gestagéo:
Nivel socio-econdmico:
Renda: ( ) menos de 0,25 SM (salario minimo)
( )de 0,25 SM a menos de 0,5 SM
( ) de 0,5 SM a menos de 2,2 SMs
( ) superior ou igual a 2,2 SMs
Escolaridade (altimo ano escolar com aprovagdo):
1% série () 2% série () 3% série () 4% série ()
5% série () 6% série () 7% série () 8% série ()
2°ciclo( )  superior( ) nenhum( )
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Abastecimento de agua:
Com canalizacfo interna:
() Rede geral
() Poga ou nascente
( ) Outra forma
Sem canalizagdo interna:
() Rede geral
( ) Poga ou nascente
( ) Outra forma
Destino do lixo:
Coletado: ( ) Diretamente
( ) Indiretamente
() Queimado
Jogado: () Enterrado
( ) Terreno baldio
( ) Outro
Escoadouro (esgoto):
rede geral ( ) fossaséptica ( )  fossarudimentar ( )
valanegra ( ) outro () ndo sabe () nfotem( )
Horario da coleta:
Pasteurizado () Nio pasteurizado ()
Congelamento: - 4°C () - 20°C ()



ANEXO 3

Numeroda Grupo*  Idade Estdgioda Numeroda Idade Cor Paridade Tipode Fumo MNumerode Tempo de fumo Alcool Drogas Procedéncia Grau de

amostra gestacional  lactagéo coleta parto cigarros em anos nutricdo
1 1 36 5 1 37 1 3 2 2 999 999 2 2 3 2
2 2 32 13 1 24 2 2 2 2 999 999 2 2 2 2
3 2 31 7 1 2 1 4 2 2 90 999 2 2 1 2
4 2 31 10 2 999 999 90 g9 908 e2 ) 999 999 90 999 o0
5 3 31 38 3 999 990 990 999 988 999 999 999 900 990 990
6 2 35 8 1 26 1 2 2 2 999 999 2 2 1 1
7 3 35 32 2 999 999 990 999 908 998 999 999 990 999 999
8 5 41 10 1 28 2 1 1 2 998 999 2 2 1 2
9 6 41 16 2 999 999 9oL 99e o8 990 999 999 998 999 990
10 1 3 3 1 22 1 1 1 2 999 999 2 2 2 2
11 3 33 15 2 999 999 9© 990 o0 099 920 999 999 999 990
12 1 35 2 1 21 2 1 1 2 999 990 2 2 2 2
13 1 33 3 1 20 1 1 2 1 2 4 2 2 1 1
14 2 33 6 2 999 998 99 990 998 999 999 092 90 999 o0
15 1 32 1 1 14 3 1 1 2 999 939 2 2 1 1
16 2 32 6 2 999 999 998 998 900 999 989 998 980 998 990
17 6 40 16 1 18 2 2 1 2 999 999 2 2 1 3
18 4 37 3 1 24 1 1 1 1 10 o 2 2 2 1
19 1 31 2 1 23 1 4 1 2 999 900 2 2 2 2
20 2 31 1" 2 999 999 o9 999  ©00 999 900 999 990 999 999
21 4 40 2 1 21 3 1 2 2 999 999 2 2 1 1
22 4 37 2 1 33 1 9] 2 2 990 909 2 2 1 3
23 5 37 7 2 999 999 9B 299 o9 999 999 999 999 999 90
24 1 33 4 1 37 1 2 2 2 999 998 2 2 1 2
25 3 33 9 2 909 999 999 999 o0 999 €99 899 999 999 999
26 3 33 17 3 999 900 98 20 o ee2 200 989 9 999 999
27 4 41 3 1 12 1 1 1 1 15 5 2 2 1 2
28 5 41 6 2 999 909 900 999 o8 999 999 999 980 999 o0
20 2 31 6 1 26 1 2 2 2 999 900 2 2 1 2
30 4 40 4 1 16 3 2 2 2 900 999 2 2 1 2
31 5 41 6 1 24 1 2 1 2 999 999 2 2 2 2
32 4 38 3 1 21 1 1 2 2 999 900 2 2 1 2
33 2 36 8 1 28 1 2 2 2 999 900 2 2 1 3
34 4 40 5 1 38 1 4 1 2 999 000 2 2 2 3
35 1 32 5 1 29 1 4 2 2 990 999 2 2 2 2
36 3 32 15 2 999 999 ©eB 998 99 999 999 999 990 999 999
37 5 40 6 1 19 1 1 2 2 990 999 2 2 1 2
38 4 4 3 1 19 1 3 1 2 999 9990 2 2 2 3
39 2 33 13 1 42 1 3 2 2 009 a9 2 2 2 2

* 1 = PMT/colostro 4 = AT/colostro

2 = PMT/leite de transicdo 5 = AT/leite de transicao
3 = PMT/leite maduro 6 = AT/leite maduro

SOXINV
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Namero da
amostra

BEUEHRBLLEYE

Indice de massa
corporal
23,20
24,79
20,42
999,00
989,00
19,47
S88.00
2034
999,00
21,25
99900
2206
18,897
999,00
19,75
999,00
25 28
19,33
21,20
999,00
19,85
2537
908,00
20,26
999,00
999,00
2481
999,00
21,85
2383
21,99
24,44
29,11
2519
24,05
999,00
2461
2710
2192

Peso inicial

55,000
58,000
59,000
20,000
908,000
51,000
998,000
47,
999,000
51,000
99,000
80,000
48,000
89,000
55,700
998,000
68,000
52,000
53,000
999,000
52,000

57,000

63,000
71,000
64,000

Altura Ganho ponderal Renda Escolaridade Agua Lixo

1,54
1,53
1,70
999,00
998,00
1,62
999,00
1,52
298,00
1,55
999,00
1,65
1,59
999,00
1,68
999,00
1,64
1,64
1,58
999,00
1,62
1,65
990,00
1,75
999,00
998,00
1,62
998,00
157

na gestagéo

19,000
6,000
15,000
999,000
909,000
15,000
999,000
12,000
999,000
10,000
999,000
10,000
8,000
999,000
6,300
999,000
7,000
13,000
7,000
999,000

RN S

8
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Esgoto Nucleosideos Nucleotideos

]

8

6,68
7,88
2,93
3,22
281
8,19
526
4,43
312
435
2,44
6,62
5,08
6,75
8,06
2,46
6,05
3,63
3,66
6,62
6,98
726
3,40
327
3,00
173
5,07
7,35
467
1,80
401
392
5,38
5,75
2,86
434
2,77
317
2,86

4258
23,31
13,83
23,46
28,16
92,50
4540
24,66
25,70
21,37
1897
1331
17,11
69,25
1958
16,87
18,30
6,01
8,66
21,00
18,26
3,20
1995
6,13
17,42
17,85
44,02
40,44
26,50
11,33
1751
10,29
20,64
23,68
14,43
19,45
7,18
14,98
32,19

Acido
ribonucléico
0,00
358
0,20
005
0,00
19,82
3,71
5,48
7,08
5158
2,83
8,09
555
28,67
0,00
0,00
0,34
8,81
0,00
4,81
3,79
3,67
3,66

Aductos

599
9,63
1,46
454
315
498
9,15
0,52
0,10
0,00
1,51
462
0,00
0,00
17,87
13,59
0,00
0,00
9,49
0,00
387
0,00
0,00
533
1331
2,07
0,00
550
0,94
510
0,00
0,00
0,00
0,13
1,00
0,00
11,22
0,87
210

SOXINY

061



Nimerc da  Grupe®

amostra
40
41

SBBATRRBV2BLELGRLELLEEEREERDD

* 1 = PMT/colostro

2 = PMT/leite de transicéo 5 = AT/leite de transicéo

3 = PMT fleite maduro

e BN A AL ON DU R D =W DW= 0TD - OO DW= D UTDS D =W

idade Estégio da Numeroda Idade Cor Paridade Tipode Fumo Nimerode Tempo de fumn Alcool Drogas Procedéncia Grau de
gestacional  lactagéo coleta parto cigarros em anos nutricgo
33 18 2 999 980 999 900 o209 e 222 g9 owe 208 e.e2
36 3 1 24 1 2 2 1 10 4 2 2 1 2
40 3 1 26 1 2 1 2 998 999 2 2 1 2
4 4 1 36 1 1 1 2 999 999 2 2 1 2
41 S} 2 990 909 990 988 98 999 200 90 999 999 900
38 5 1 JC ST 4 2 2 909 090 2 2 2 4
34 3 1 17 2 1 1 2 989 990 2 2 i 3
34 11 2 900 S0 o8B 999 908 (2.2:2) 222 oG 889 909 99
34 15 3 999 9098 908 999 989 999 2= gee oo 909 o0
39 5 1 27 1 2 2 2 098 e 2] 2 2 3 1
34 2 1 36 1 4 2 1 10 18 2 P 1 3
40 7 1 a2 3 2 2 jece =22 2 2 1 3
40 15 2 o999 999 90 g0 999 999 999 200 880 900 2.2.2
40 3 1 22 1 2 1 2 999 000 2 2 1 1
33 3 1 251 1 1 2 882 2t ] 2 2 1 2
41 2 1 32 2 2 2 z je:2:2 299 2 2 1 3
40 o 1 21 1 1 1 2 999 e 2 2 3 2
34 2 1 32 1 3 2 2 999 22 2 2 2 2
34 20 2 900 988 98 080 208 999 200 Q9o 988 999 999
41 5 1 24 1 8 1 1 5 6 2 2 2 4
34 3 1 25 1 2 2 2 999 (£22) 2 2 3 3
32 4 1 30 1 2 1 2 o) og0 2 2 1 2
32 19 2 999 009 990 geg 908 950 989 Q88 998 929 o=
30 3 1 18 1 2 1 2 je== 998 2 2 2 2
37 3 1 25 1 1 i 1 3] 6 2 2 1 3
36 3 1 22 1 1 i 2 9e9 020 2 2 3 2
39 4 1 23 1 1 1 2 999 989 2 2 i 2 -
39 12 2 900 S8 9e8 200 e 990 222 098 909 999 899
39 23 3 999 S5 o0 9o 990 980 o2 990 999 999 998
3 14 1 33 1 1 2 2 009 999 2 2 3 2
3 22 2 989 o989 ooe 988 998 988 909 gee  goe 280 9ee
38 1 1 37 2 4 1 1 20 15 2 2 1 3
34 8 1 22 A1 3 2 2 e 2] <08 2 2 2 2
3 6 1 26 1 2 2 2 999 999 2 2 2 3
40 4 1 28 1 4 1 1 12 16 2 2 i 2
41 5 1 30 1 2 1 2 ees) 289 2 2 2 3
35 4 1 31 1 2 2 2 989 299 2 2 1 2
35 " 2 989 ese) o890 oo 899 o:e¢] 989
38 3 1 28 1 3 1 2 2] 999 2 2 1 2
30 4 1 16 1 i 2 2 ase 999 2 2 1 2
33 5 1 3001 3 1 1 20 10 2 2 i 2

4 = AT/colostro

6 = AT/leite maduro

SOXANY
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N{mero da
amostra

IBBA3RRAB2BEBLEELEN 286526606028

@~
Sdddaaran

Indice de massa
corporal
909,00
20,23
21,86
20,24
989,00
35,80
25,82
909,00
909,00
19,38
26,56
25,64
999,00
1797
2214
27,86
20,80
23,80
909,00
33,75
27,78
20,83
999,00
21,34
2600
22,66
20,46
992,00
909,00
20,30
S99,.00
25,69
2355
2917
23,40
25,00
23,68
999,00
2292
20,45
21,43

Peso inicial

909,000
53,000
61,000
57,000
999,000
101,000
79,000
999,000
999,000
53,500
68,000
66,400
990,000
48,000
58,000
73,000
52,000
50,000
999,000
80,000
65,000
50,000
999,000
54,000
65,000
58,000
53,000
999,000
999,000
54,000
990,000
65,000
61,000
70,000
66,000
69,000
54,000
999,000
55,000

57,000

Altura Ganho ponderal

990,00
1,62
1,67
1,68
999,00
1,68
1,75
999,00
999,00
1,66
1,60
1,61
999,00
1,60
1,62
1,62
1,58
1,58
999,00
1,54
1,53
155
999,00
1,59
1,58
1,60
1,61
999,00
999,00
1,63
990,00
1,50
1,61
155
1,68
1,65
1,51

999,00

1,55
1,64
1,63

na gestacéo
999,000
15,000
12,800
15,000
999,000
18,000
3,000
999,000
999,000
19,100
6,000
7,700
999,000
7,000
7,500
7,000
14,000
9,600
999,600
15,000
6,000
8,000
999,000
5,000
17,000
10,000
15,000
999,000
999,000
8,000
999,000
13,000
28,000
20,000
16,500
16,000
10,500
999,000
8,500
5,000
8000

Renda
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287
6,42
1,88
590
385
10,40
5,41
3,21
3,16
2,25
2,63
3,49
1,99
4,18
12,53
6,84
4,26
496
2,77
2.34
4,96
4722
3.9
3,27
8,22
3,28
12,55
354
22,67
321
1,i5
11,35
305
5,64
142
097
301
6,42
2,03
12,89
1135

30,94
78,11

14,79
22,49
29,81
32,41

12,65
4519
36,77
15,71

9,07

17,28
18,08
16,27
42,16
1527
9,18

1526
21,89
12,08
20,41
11,36
28,84
9,54
17,46
11,35
21,38
34,08
2490
31,23
20,51
13,89
15,28
26,80
3325
12,07
32,55
19,08
10,26
833

12,72

Acido
ribonuciéico
0,22
0,65
2,25
0,00
7,92
13,05
0,00
451
14,91
307
001
0,78
0,00
11,16
257
1,34
2,21
0,00
0,00
250
0,00
1,04
14,72
7,45
11,67
2,83
21,80
080
2,63
337
0,00
3,74
700
4,46
5,78
448
10,57
5,84
237
0,00
433

Aductos

0,76
14,77
0,85
097
0,00
0,00
897
0,00
0,00
7.90
2,71

0,00
6,16
0,00
0,00

SOXHENY
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NOmero da Grupo”

amostra
81
82
83
84
85
86
87
88
89
Q0
91
224
a3
94
o5

118
119
120
121

* 1 = PMT/colostro

2 = PMT fleite de transicdo 5 = AT/leite de transicéo

3 = PMTleite maduro

LSRN0 WNNALRWR-NLEUONNODONNO=QNNLN=0WW=-N5 =000

ldade Estagio da Numero da Idade Cor Paridade Tipode Fumo Numerode Tempo de fumo Alcool Drogas Procedéncia Grau de
gestacional  lactago coleta parto cigarros em anos nutricdo
33 16 2 999 908 989 998 998 e 909 008 988 908 000
37 6 1 3 1 1 2 2 999 900 2 2 1 3
37 15 2 990 999 9U8 998 90 200 999 900 999 989 920
33 2 1 19 1 2 1 1 10 6 2 2 1 1
38 3 1 22 3 3 2 2 998 e 2:2] 2 2 1 3
35 10 1 3B d 2 1 2 099 998 2 2 3 2
32 5 1 3 3 3 2 2 o2 999 2 2 2 3
32 19 2 990 200 990 Qoo 909 990 299 999 980 je:s =] 920
33 25 i 27 1 5 9 i 4 2 2 2 3 1
40 19 1 17 1 1 2 2 2] 090 2 2 3 2
368 4 1 16 2 1 1 2 998 909 2 z 2 3
33 7 1 22 1 1 2 2 999 908 2 2 2 2
33 15 2 900 008 909 808 999 929 908 988 980 999 989
35 7 1 17 1 1 1 1 4 3 2 2 1 2
31 6 1 25 1 1 2 2 909 989 2 2 1 2
31 26 2 990 909 990 o080 988 890 999 S09 989 999 089
32 4 1 17 1 1 2 2 909 909 2 2 3 2
37 9 1 18 1 2 2 2.2 998 2 2 2 2
31 9 1 24 1 3 2 2 989 890 2 2 2 3
34 8 1 21 3 3 1 2 909 299 2 2 1 2
35 17 1 31 1 2 2 2 999 999 2 2 3 2
41 27 1 17 1 1 1 2 909 290 2 2 2 i
34 " 1 0 1 6 1 2 =] o=:c} 2 2 1 3
31 12 1 26 1 2 2 2 209 22 e 2 2 3 2
37 8 1 37 1 4 1 2 == 909 2 2 1 2
40 3 1 16 1 1 1 2 o8 998 2 2 1 2
33 10 1 20 2 2 1 2 999 990 2 2 1 1
32 3 1 16 1 1 2 1 20 2 2 2 2 2
34 16 1 28 1 6 2 2 099 988 2 2 1 3
33 30 1 81 1 2 2 989 2.2 2 2 3 2
40 4 1 3 1 1 1 2 088 98 2 2 1 4
40 8 2 999 998 089 900 990 988 900 989 999 o008 908
33 11 1 36 1 2 2 2 999 o= 2 2 1 3
34 8 i 20 1 2 1 2 999 808 2 2 1 2
35 23 1 15 3 1 1 2 e s ] 808 2 2 1 2
38 19 1 C7 5 2 1 5 15 2 2 1 2
34 5 1 32 1 8 2 2 999 222 2 2 1 2
40 15 1 171 1 1 2 989 999 2 2 3 2
34 12 1 19 1 1 2 2 o2} 920 2 2 1 2
36 8 1 14 1 1 1 2 008 998 2 2 1 1
33 3 1 18 1 1 1 1 20 4 2 2 2 2

4 = AT/colostro

6 = AT/leite maduro

SOXENY
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Ntmero da
amostra
81
82
83
84
85
86
87
38
89
80
21
92
93
94
o5
o6
97
98
o9
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
1186
117
118
118
120
121

{ndice de massa
corporal
900,00
2932
98 00
19,42
25,28
2383
28 81
990,00
18,87
2451
25 60
21,48
999,00
24,22
21,96
999,00
20,31
21,87
28,20
20,29
2480
16,85
2687
20,42
2490
2233
19,85
2252
27,23
2007
3205
<9900
2724
24,44
2280
2353
20,78
20,45
20,88
19,37
21,28

Peso inicial

999,000
69,500
990,000
48,600
68,000
61,000
70,000
999,000
48,000
52,000
64,000
55,000
999,000
62,000
65,000
900,000
52,000
63500
75,000
56,000
63,500
47,000
60,000
49,000
63,000
58,500
52,000
50,000
58,000
56,000
83,000
999,000
74,000
65,000
60,000
54,000
48,000
55,000
56,800
49,000
60,000

Altura  Ganho ponderal

998,00
1,54
998,00
1,55
1,64
1,60
1,56
990,00
1,59
1,59
1,58
1,60
908,00
1,60
1,72
999,00
1,60
1,70
1,63
1,66
1,60
1.67
1,80
1,55
1,50
1,62
1,82
1,62
1,46
1,67
1,61
999,00
1,65
1,63
1,62
1,85
1,52
1,64
1,65
1,5¢
1,68

na gestacéo
998,000
10,500
999,000
4,700
7,000
12,000
9,000
990,000
10,700
15,000
10,600
10,000
288,000
10,000
15,000
995,000
8,000
9,500
17,000
8,000
5,500
6,000
6,900
7,000
11,000
12,500
7,500
11,000
6,000
5,000
18,000
998,000
8,000
6,000
6,000
10,000
7,000
18,000
6,600
8,000
12,000

Renda Escolaridade Agua
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1
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1
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1
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1

1

1
o2 2]

1

1
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Esgoto Nucleosideos Nucleotidecs

4,60
25,72
707
14,54
15,38
26,74
10,80
1,48
11,80
11,26
26,46
10,85
6,49
16,42
1707
12,13
14,94
14,08
14519
817
7,43
894
824
10,49
987
16,01
21,24
14,63
10,79
633
23,16
18,31
2,39
10,71
783
567
2,42
114
2,04
2,72
1,33

24,98
56,55
27,42
8,52
308
852
15,42
19,40
12,21
23,20
9,27
14,11
13,79
504
19,30
16,26
14,63
37,86
4754
6,25
7,49
25,33
700
10,75
5,43
577
16,23
6,59
20,52
1659
38,82
58,80
32,30
8,03
12,51
14,05
10,36
15,80
7213
22,30
43,10

Acido
ribonucléico
490
300
0.00
1,07
4086
584
2,22
7,26
0,00
489
651
8,22
650
8,71
4,44
737
000
14,24
3,08
0,00
052
0,26
5,86
7.26
4728
0,00
12,87
6,09
0,00
285
10,83
9,11
587
252
5,29
0,33
698
1,89
0,82
0,00
3,64

Aductos

6,98
18,81
12,08
157
0,00
19,63
0,00
14,57
7,75
8,49
0,00
G,00
1,43
0,12
3,66
564
0,00
15,48
33,64
5,49
0,93
18,57
400
5,70
0,00
5,64
954
0,00
17,35
14,78
o001
16,36
11,80
1357
458
035
213
8,76
28,76
12,63
11,23

SOXHENY
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Nomero da Grupo*  Idade Estdgioda Numero da Idade Cor Paridade Tipode Fumo Nuamero de Tempo de fumo  Alcool Drogas Procedéncia Grau de
amostra gestacional  lactagdo coleta parto cigarros em anos nutrigdo
122 2 34 & 1 41 1 2 1 2 898 908 2 2 1 3
123 & 40 23 1 36 1 5 1 2 908 900 2 2 2 2
124 4 41 5 1 20 1 1 1 2 09 209 2 2 1 4
125 2 36 12 1 15 3 1 1 2 S99 809 2 2 2 2
126 5 40 17 1 20 1 1 1 2 Q08 =22 2 2 2 1
127 3 35 18 1 23 1 2 1 1 2 & 2 2 2 2
128 2 35 8 1 16 1 1 1 2 989 009 2 2 2 2
128 5 38 10 1 20 2 1 1 2 989 908 2 2 2 2
130 6 40 25 1 27 1 2 1 2 899 oo 2 2 3 2
131 5 41 9 1 26 1 1 2 2 989 o9 2 2 1 2
132 1 31 3 1 27 1 2 1 2 989 == ] 2 2 3 1
133 2 35 8 1 14 3 1 2 2 o8 009 2 2 1 2
134 3 35 16 2 900 209 999 909 909 909 geg 900 998 g0 =)
135 5 38 13 1 29 1 4 1 2 =} oes 2 2 1 3
136 1 34 5 1 22 1 1 2 2 990 990 2 2 3 1
137 8 39 15 1 8 1 1 1 2 909 222 2 2 1 2
138 3 35 17 1 2 1 1 2 9 10 9 2 2 i 2
139 6 41 30 1 26 1 1 2 2 220 Q09 2 2 1 2
140 3 30 15 1 21 1 2 1 1 10 3 2 2 1 1
141 3 34 16 1 24 1 4 1 1 20 5 2 2 1 2
* 1 = PMT/colostro 4 = AT/colostro

2 = PMT/leite de transigdo 5 = AT/lete de transigéo
3 = PMT/leite maduro & = AT leite maduro
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Numero da
amostra
122
123
124
125
126
127
128
128
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141

Indice de massa
corporal
26,85
2353
30,40
20,31
19,47
23,11
23,32
23,78
22,49
22,80
19,86
20,83
999,00
2525
19,47
20,72
24.89
21,48
19,76
21,45

Pesoinicial Altura Ganho ponderal Renda Escolaridade Agua Lixo Esgote Nucleosideos Nuclectideos

58,000
64,000
76,000
52,000
51,000
52,000
50,000
70,400
65,000
57,000
58,000
20,000
998,000
51,000
51,000
46,000
59,000
55,000
50,000
62,000

1,47
1,65
1,58
1,60
1,62
1,50
1,60
1,72
1,70
1,58
1,71
1,58

998,00

1,42
1,62
1,49
154
1,60
1,59
1,70

na gestacao

11,000
8,000
8,000
16,000
14,000
13,000
9,500
6,600
13,000
16,000
11,000
9,000

980,000
8,000
8,000
7500
12,000
8,700
8,200
9,000

www&aaw@wwg&wwwgwgww

10
10

mmmmmgmgmmgammmmwﬂ

d@ﬂ.&ﬂddgﬂ_&@ﬁ_‘ﬁ@dﬁ@ﬂ@

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
90
1
1
1
1
1
1
1

dg&ﬁﬂ“mgﬁ&_&@gﬂﬂ@eia,&

0,00
317
0,45
1,76
288
000
0,28
11,82
1,80
3,91
3,22
0,16
7.05
0,39
4,26
579
3,60
2,85
5,79
0,97

35,68
50,09
34,30
17,88
34,80
46,78
886

2155
983

73,47
23,74
18,70
51,19
11,02
51,19
2410
26,50
1203
6180
32,51

Acido
ribonucléico
11,36
525
.00
8,06
0,00
015
2,26
0,00
0,00
0,00
5,25
4,73
2.47
489
0,96
6,186
0,63
7,46
0,00
0,00

Aductos

0,00
9,08
12,88
2,73
17,30
0,00
4,06
2,53
9,43
21,75
4,46
1,04
0,38
157
0,00
11,54
19,76
9,48
23,20
26,34
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