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RESUMO

RIBEIRO, Vania, P.D, Universidade Vila Velha - ES, fevereiro de 2022. Avaliacéo da
estabilidade dos perfis antioxidante, pr6-oxidante e teor de proteinas totais no
leite materno fresco e ap6s o armazenamento. Orientador: Prof. Dr. Marcio
Fronza.Coorientadora: Profa. Dra. Racire Sampaio Silva.

O leite materno é uma importante fonte de nutricdo para o lactente, sendo considerado
o alimento essencial para a saude e crescimento do bebé e, protecao contra inUmeras
doencas, € considerado uma importante fonte de agentes antioxidantes sendo
considerado uma verdadeira arma de defesa e prote¢c&o contra os diversos danos que
podem ser causados pelos radicais livres, incluindo a peroxidacao lipidica.
Considerando que em algumas ocasifes as maes estdo impossibilitadas de
amamentar, sendo necessario armazenar o leite o leite materno, o objetivo deste
estudo foi avaliar a estabilidade dos perfis antioxidante, pré-oxidante e o teor de
proteinas no leite materno fresco e apés diferentes tempos ( 2, 7,14 e 21 dias de
armazenamento nas temperaturas de 4° C e — 20°C , temperaturas que geralmente
sao utilizadas pelas maes em geladeiras domésticas, para que o leite armazenado
seja oferecido com qualidade para o lactente. Foram selecionadas para a pesquisa
uma amostra de 20 maes voluntarias, maiores de 18 anos que concordaram em
participar da pesquisa. A atividade antioxidante do leite materno foi determinada pelos
métodos do sequestro do radical livre (ABTS) e pelo método da reducdo do Ferro
(FRAP). O estresse oxidativo foi avaliado pelo nivel de peroxidacgao lipidica, por meio
da dosagem de malondealdeido (MDA) e, o teor de proteinas totais foi determinado
pelo método de Bradford. Os resultados encontrados indicam que o perfil antioxidante
do leite materno, tanto pelo teste do ABTS como do FRAP se mantiveram
relativamente estaveis até o 14° dia, apresentando uma diminuic¢éo significativa no 21°
dia de armazenamento nas temperaturas de 4° C e — 20°C. O perfil oxidativo n&o
apresentou alteragdes significativas quando o leite foi armazenado a temperatura de
-20°C, porém quando armazenado a 4°C resultou em um aumento gradual com niveis
significantes de oxidacdo apds 21 dias. Nao houve alteracdo no teor de proteinas
totais durante o periodo do estudo em ambas as temperaturas avaliadas. Nossos
resultados demonstraram que -20°C para 0 armazenamento pelo periodo de 14 dias
sdo consideradas as melhores condicbes de armazenamento para preservar as
propriedades antioxidantes e prevenir a peroxidacao do leite materno.

Palavras-chaves: leite materno, estabilidade, antioxidante, peroxidagéao lipidica.



ABSTRACT

RIBEIRO, Vania, P.D, Universidade Vila Velha - ES, february of 2022. Evaluation of
the stability of antioxidant, pro-oxidant and total protein content in fresh breast
milk and after storage. Advisor: Prof. Dr. Marcio Fronza. Co-advisor: Profa. Dra.
Racire Sampaio Silva.

Breast milk is an important source of nutrition for the infant and is considered the
essential food for the health and growth of the baby and protection against numerous
diseases. Newborns experience high oxidative stress at birth, when they migrate from
an environment with low oxygen conditions to an oxygenated environment. In this way
they produce a lot of free radicals that can lead to childhood diseases. Breastfeeding
is considered an important source of antioxidant agents and is considered a real
weapon of defense and protection against the various damages that can be caused by
free radicals, including lipid peroxidation. Considering that on some occasions mothers
are unable to breastfeed, and it is necessary to store breast milk, the objective of this
study was to evaluate the stability of the antioxidant and pro-oxidant profiles and the
protein content in fresh breast milk and after different times and periods. storage
temperatures, so that the stored milk is offered with quality for the infant. A sample of
20 volunteer mothers, over 18 years of age, who agreed to participate in the research,
were selected for the research. The antioxidant activity of breast milk was determined
by the free radical scavenging methods (ABTS) and the iron reduction method (FRAP).
Oxidative stress was evaluated by the level of lipid peroxidation, through the dosage
of malondealdehyde (MDA) and the total protein content was determined by the
Bradford method. The results found indicate that the antioxidant profile of breast milk,
both by the ABTS and FRAP tests, remained relatively stable until the 14th day,
showing a significant decrease on the 21st day of storage at both temperatures. The
oxidative profile did not show significant changes when the milk was stored at -20°C,
but when stored at 4°C it resulted in a gradual increase with significant levels of
oxidation after 21 days. There was no change in total protein content during the study
period at both temperatures evaluated. Our results showed that -20°C for storage for
a period of 14 days are considered the best storage conditions to preserve the

antioxidant properties and prevent peroxidation of breast milk.

Keywords: breast milk, stability, antioxidant, lipid peroxidation.
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O aleitamento materno ¢é essencial para garantir crescimento e
desenvolvimento saudaveis de bebés e criancgas, € considerado o alimento ideal, pois
é suficiente para suprir todas as suas necessidades nutricionais durante os primeiros
seis meses de vida, permitindo que os bebés permanecam em aleitamento materno
exclusivo durante este periodo, sem a necessidade de introducdo de alimentacéo
complementar (BRASIL, 2015). Para a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a
amamentacao deve iniciar ainda na sala de parto na primeira hora de vida (Nunes,
2015). A amamentacdo reduz o risco de infec¢cbes, doengas ndo transmissiveis,
alergias, doencas respiratorias, otites, obesidade, além de diabetes tipo 2 e, para as

maes, reduz o risco de cancer de mama e ovario (Cascone et al., 2019).

Além do fator nutricional, o aleitamento materno oferece beneficios
psicoldgicos, tanto para o bebé, quanto para a mae , as médes que amamentam
relatam um efeito positivo no bem-estar emocional, com relatos de diminuicdo nos
niveis de mau humor, ansiedade e estresse, em relacdo as maes que alimentam os
bebés com formula (BRASIL. Ministério da Saude, 2009). Em relacdo aos efeitos
psicolégicos nas criancas, os bebés em aleitamento materno, apresentam maior
vinculo afetivo com as maes, além de um melhor desenvolvimento cognitivo e motor
(Krol & Grossmann, 2018). O aleitamento materno também esta associado a
diminuicdo da morbimortalidade infantil, ao se associar criangas amamentadas com
menos episbédios de diarreia, infeccdes respiratorias agudas e outras enfermidades
infectocontagiosas (Nunes, 2015).

O periodo da lactacdo se inicia na gravidez, quando ocorre a neoformacéo de
acinos, responsaveis pelo aumento do volume da glandula mamaria. Quando a
gravidez chega ao fim a mama se desenvolve de forma mais evidente e se inicia a
formacao do colostro, que é o primeiro leite produzido pelas mées, periodo chamado
de lactogenése (Orfdo & Gouveia, 2009).

Durante a succao, ocorre a liberacdo do horménio produzido pela hipofise
posterior, a ocitocina, responsavel por contrair as células mioepiteliais que envolvem
os alvéolos, expulsando o leite neles contido, ocorrendo a eje¢éo do leite (BRASIL,

2009) . A estimulacgéo pelo bebé, com a succdo das mamas, das multiplas terminagdes
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nervosas presentes no mamilo, produz impulsos sensitivos que sao conduzidos ao
hipotalamo levando a rapida producéo e liberacédo de ocitocina (Calil et al., 2003).

A composicao do leite humano muda ativamente durante a lactacdo e entre
maes e populagdes; € influenciado por fatores genéticos e ambientais e pelo estilo de
vida materno, incluindo habitos alimentares (Bravi et al.,, 2016). Varia também de
acordo com o tempo poés-parto, se é colostro, leite de transicdo ou leite maduro. O
colostro, produzido nos primeiros dias apés o0 nascimento, € relatado como sendo
mais rico em proteinas, vitamina A, vitamina B-12 e vitamina K (Bardanzellu et al.,
2017). As imunoglobulinas representam a maior parte proteica do colostro,
constituindo, nessa fase da lactacdo, elementos de fundamental importancia na
protecdo do recém-nascido (RN) contra microrganismos aos quais esta exposto (Calil
et al., 2003).

Durante as quatro semanas seguintes, a composicdo do leite muda
gradualmente. A dieta materna influencia na composicao do leite, principalmente em
relacdo as concentracdes de acidos graxos (AGSs) e vitaminas (Bravi et al., 2016). Nas
primeiras quatro ou seis semanas de vida os niveis de proteina diminuem enquanto
aumentam as gorduras (Ballard & Morrow, 2013) .

As proteinas do leite atuam no desenvolvimento intestinal (fatores de
crescimento, lactoferrina) e absorcdo de nutrientes (lipase estimulada pelo sal biliar,
amilase, alfal-antitripsina) e possuem atividade imune e antimicrobiana (lactoferrina,
IgA secretora, osteopontina, citocinas, lisozima (Mosca & Gianni, 2017).

A lactoferrina € uma glicoproteina do leite materno com efeitos antimicrobianos
e anti-inflamatorios, é a principal glicoproteina com atividade antipatogénica no leite
materno, um elemento que fornece imunidade inata que é transferida para os bebés
amamentados e € fundamental na formacdo e desenvolvimento de seu sistema
imunolbgico imaturo, é a proteina mais abundante na fracdo de soro de leite
(Villavicencio et al., 2017). E crucial na prevencdo de diarreia, sepse neonatal e
enterocolite necrosante em prematuros, também apresenta efeito antiviral de que é
observado na fase inicial da infeccdo por inibicdo do crescimento de virus (Queiroz et
al., 2013).

Quanto aos carboidratos, eles exercem importante fungcdo na nutricdo da
crianga, sado ingeridos pelos lactentes na forma de lactose, é considerada de grande
importancia para o organismo do RN e do lactente, pois a galactose, que é seu produto
metabdlico, faz parte da constituicdo dos galactolipideos, que séo integrantes do

sistema nervoso central, proporcionando o seu desenvolvimento (Kim & Yi, 2020).



Os micronutrientes encontrados no leite materno como as vitaminas e 0s
minerais, sdo variados e dependem da dieta da mée, por isso é recomendada a
complementacdo da dieta materna com multivitaminas durante a lactacdo, além de
uma alimentacéo saudavel (Ballard & Morrow, 2013).

Além de todos 0s nutrientes necessarios para o crescimento e desenvolvimento
dos lactentes e protec&do imunoldgica, o leite humano contém numerosos compostos
bioativos com propriedades antioxidantes que protegem contra infec¢des e reduzem
sua gravidade, como enzimas catalase, superoxido dismutase e glutationa
peroxidase, vitaminas E e C, retinol e beta caroteno (Kim & Yi, 2020). A capacidade
antioxidante do leite materno é relevante para os recém nascidos, pois estes sofrem
grande estresse oxidativo, eles saem de um meio com baixas concentracdes de
oxigénio para um meio com concentracdes consideradas normais (Nogueira et al.,
2018).

A composicao lipidica, constitui a maior fonte de energia, corresponde a 44%
da energia total fornecida pelo leite materno, contém nutrientes essenciais e exerce
papel importante na salde dos bebés, estudos comprovam que eles, inativam varios
patdgenos in vitro, inclusive o Streptococcus sp. do Grupo B, fazendo com que o
organismo fique protegido de infec¢des invasivas, além disso, afeta positivamente o

desenvolvimento funcional cortical da retina e do cérebro (Andreas et al., 2015).

Os acidos graxos principais encontrados no leite humano, sdo os acidos laurico,
miristico, palmitico, palmitoléico, estearico, oleico, linoleico e linolénico. Sendo os
linoleico e linolénico, considerados acidos graxos essenciais, de cadeia longa, cujo
RN pré-termo, possui capacidade limitada para sintetiza-los, sendo importante sua

oferta a partir do leite humano (Calil et al., 2003).

O acido docosahexaenoico (DHA) pode ser sintetizado apenas em uma
extensdo limitada em seres humanos a partir do acido a-linolénico (ALA) do &cido
graxo n-3 essencial (Plaza-Diaz et al., 2018). O DHA é um nutriente de extrema
importdncia para o desenvolvimento normal dos bebés, desempenha papéis
essenciais na estrutura e funcéo da retina e do sistema nervoso central e se acumula
rapidamente nesses tecidos, tanto na gestacdo quanto durante o estagio inicial da
infancia, os &cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (LCPUFAS) com
comprimentos de cadeia de 20 a 22 atomos de carbono desempenham um papel
essencial no crescimento e na maturacdo do sistema nervoso durante a infancia

(Auestad et al., 2003). O aleitamento materno contribui para a obtencdo desse &cido



graxo, ja que a maioria dos requisitos humanos para o DHA deve ser satisfeita por

meios alimentares (Huang et al., 2013).

O DHA é o acido graxo mais abundante na membrana foto receptora da retina
e junto com o acido araquidénico, compde a membrana fosfolipidica das células ,
atuando no sistema visual (Markievicz Mancio KUS et al., 2011). Os LCPUFAs exibem
acOes citoprotetoras e citoterapéuticas, contribuindo para uma série de mecanismos
antiangiogénicos e neuroprotetores na retina, eles podem modular processos
metabdlicos e atenuar os efeitos de exposicbes ambientais que ativam moléculas
presentes na patogénese de doencas retinianas vasoproliferativas e

neurodegenerativas (SanGiovanni & Chew, 2005).

Sabe-se que o leite materno tem importante funcdo e composi¢cao antioxidante,
que é essencial para proteger e prevenir contra doencas da infancia. Desta forma é
essencial que o lactente obtenha antioxidantes através da alimentacéo, que nos bebés

se da através do aleitamento materno.

A producdo de agentes pré-oxidantes, como espécies reativas de oxigénio
(ERO) e de nitrogénio (ERN), entre outras espécies reativas, fazem parte do
metabolismo humano e de suas funcdes fisiologicas. ERO e ERN tém importante
funcdo bioldgica, como na fagocitose, fenbmeno em que essas espécies sdo
produzidas para eliminar o agente agressor (VASCONCELOS et al.=, 2007). No
entanto, quando sua producéo € excessiva podem levar a lesdes oxidativas, causando
efeitos potencialmente danosos para o DNA, proteinas, carboidratos e lipidios,
ocorrendo a peroxidacdo de acidos graxos poliinsaturados, que destroem a funcéo
normal da membrana e dos receptores celulares pela oxidacdo (Franca et al., 2013).
Quando ocorre essa producao excessiva, o organismo dispde de um eficiente sistema
antioxidante que consegue controlar e restabelecer o equilibrio, evitando o estresse
oxidativo (Gomes et al., 2005). O aumento da peroxidacdo lipidica causada pelo
aumento de radicais livres é apontada como sendo um dos mecanismos patogénicos
para as doengas causadas por radicais livres do oxigénio, como retinopatia da
prematuridade, doenca pulmonar crénica e enterocolite necrotizante (Gomes et al.,
2005). Desta forma, o aleitamento materno contribui, para prevenir esse processo de

oxidacdo, combatendo os radicais livres.

Nos ultimos anos varias férmulas lacteas estdao sendo fabricadas utilizando

compostos quimicos presentes no leite materno; mas apesar da semelhanga, as
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fébrmulas ndo conseguem se igualar ao leite materno, especialmente pela sua
caracteristica de filtrado sanguineo, visto que além de todos os beneficios ja citados,
como sua atividade imunoldgica, ele ainda é utilizado como coadjuvante no tratamento
de lactentes de risco como RN pré-termo, com doencas neuroldgicas, gastrointestinais
e outras (Kim & Yi, 2020). A prematuridade € um dos maiores fatores de morbidade
no RN, sendo o estresse oxidativo um dos seus principais problemas, visto que esses
neonatos estdo mais expostos ao estresse oxidativo, devido a possibilidade maior de
infecgd@o, oxigenoterapia, ventilagdo mecénica, nutricdo parenteral e transfusdes de
sangue, fatores que causam desequilibrio entre capacidade antioxidante e estresse

oxidativo (Paduraru et al., 2018).

Existem algumas situagcdes em que as méaes podem estar impedidas de
amamentar, entdo o leite humano deve ser coletado através de doacdes e processado
em bancos de leite humano, e para ser usado deve passar por procedimentos que
garantam qualidade nutricional e microbiolégica, para que seja benéfico para o RN,
porém a capacidade antioxidante pode ser afetada pelo tratamento térmico e
armazenamento (Nogueira et al., 2018). Muitos componentes do leite mudam com o
armazenamento, como as células imunes e os lipidios. Quando as gorduras do leite,
ocorre a formacdo de perdxidos, decorrentes da atividade da lipase durante o
armazenamento, fazendo com que ocorra uma maior degradacéo do leite humano,
interferindo na sua qualidade (Paduraru et al., 2018). A capacidade antioxidante do
leite materno é superior a das formulas lacteas, e a garantia do aleitamento materno
para os bebés previne diversas doencgas, tanto na infancia , quanto na vida adulta
(Nogueira et al., 2018).

E importante avaliar a atividade antioxidante do leite materno e sua
manutencdo relacionada ao armazenamento para que o leite seja ofertado com
qualidade e seguranca para o RN. Um estudo realizado em 2004, avaliou o efeito do
resfriamento e congelamento (-20°C), por um periodo de 2 a 7 dias, constatando que
a atividade antioxidante do leite materno determinada pelo método ABTS, diminuiu
significativamente apos refrigeragéo e congelamento (Hanna, 2004).Outro estudo foi
realizado com foco no tempo de armazenamento do leite, onde o0s resultados
indicaram que o congelamento induziu perdas nas propriedades antioxidantes do leite
materno e concluiu que, para preservar ao maximo as propriedades antioxidantes do
leite materno, ele deve ser armazenado a -80°C por um periodo inferior a 30 dias
(Silvestre et al., 2010).
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Em 2018, uma pesquisa constatou que quanto a capacidade antioxidante,
houve uma reducéo de 52,73% aos 14 dias de congelamento e o congelamento por 7
dias diminuiu a capacidade antioxidante em 45,99%. Quando avaliado no método
ABTS, a capacidade antioxidante ndo sofreu significativa interferéncia, entre 07 e 14
dias de congelamento (Nogueira et al., 2018).Um estudo realizado na Roménia,
também em 2018, demonstrou que o congelamento por 12 semanas reduziu mais de
50% do total antioxidante quando comparado ao leite fresco, comprovando que a
amamentacao continua sendo essencial para ajudar na protecdo contra os radicais
livres, espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo, sendo que o leite fresco
possui mais altos niveis de antioxidantes, entretanto, quando nao for possivel a oferta
do leite fresco, € preferivel refrigerar por 72 horas, do que congelar (Paduraru et al.,
2018). Mais recentemente, em 2019, foi realizado um estudo com amostras de leite
congelado por 72 horas, onde concluiu-se que o leite apds congelamento também
diminuiu sua atividade antioxidante, e que o leite fresco, possuiu o mais alto nivel de
oxidantes (Konak et al., 2019).

Muito se tem pesquisado sobre leite materno, o efeito do armazenamento,
fatores relacionados aos efeitos bacterioldgicos, nutricionais e imunoldgicos, porém
sobre os efeitos do congelamento e capacidade antioxidante a maioria dos artigos
ressaltam a importancia de pesquisar mais sobre 0 assunto por ser pouco explorado
e ter muitos estudos inconclusivos. Neste contexto, nossa proposta € avaliar o efeito
do congelamento sobre a capacidade antioxidante e o perfil pr6-oxidante do leite
materno, garantindo que os lactentes recebam leite materno de qualidade. Nossa
hip6tese é que o tempo de congelamento afetara a composicao do leite o que levara

a diminuicdo ou perda da qualidade.
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RESUMO

Introducéo: O leite materno é uma importante fonte de nutricdo para o lactente, sendo
o alimento essencial para a saude, crescimento do bebé e protecdo contra inUmeras
doencas. Visto que em algumas ocasifes as maes estdo impossibilitadas de
amamentar, é necessario que elas armazenem o leite para ser oferecido ao bebé no
momento da sua auséncia. Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar a estabilidade
dos perfis antioxidante, pro-oxidante e o teor de proteinas no leite materno fresco e
apos diferentes tempos e temperaturas de armazenamento, para que o leite
armazenando seja oferecido com qualidade para o lactente. Nossa hipétese € que o
tempo de armazenamento afeta a composicao do leite, levando a diminui¢cdo ou perda
da qualidade. Método: Foram selecionadas para a pesquisa uma amostra de 20
lactantes, maiores de 18 anos que concordaram em participar da pesquisa e
assinaram o TCLE. A atividade antioxidante do leite materno foi determinada pelos
meétodos do sequestro do radical livre (ABTS) e pelo método da reducdo do Ferro
(FRAP). O estresse oxidativo foi avaliado pelo nivel de peroxidacao lipidica por meio
da dosagem de malondialdeido (MDA) e pelo teor de proteinas totais. Resultados:
Os resultados encontrados indicam que o perfil antioxidante do leite materno, tanto no
ABTS como no FRAP se mantiveram até o 14° dia, ocorrendo uma diminuicéo
significativa no 21° dia de armazenamento em ambas as temperaturas. A atividade
oxidante, quando o leite foi armazenado a uma temperatura de -20°C, ndo apresentou
alteracdo. Porém quando armazenado a 4°C, apresentou um aumento gradual, com
diferenga significativa no 21°dia. Ndo houve alteracdo no valor do teor de proteinas
totais. Conclusdo: Mesmo com o armazenamento a atividade antioxidante sO
apresentou uma diminuig¢ao significativa no 21° dia de armazenamento em ambas as
temperaturas (4°C e - 20°C), o que sugere que até o 14° de armazenamento o leite
preserva suas propriedades antioxidantes. Em relagdo aos marcadores de
peroxidacao lipidica pelo método utilizado o leite pode ser armazenado por até 21 dias
a uma temperatura de -20 °C e quando armazenado a 4°C, por um periodo de 14 dias.
Quanto ao teor de proteinas o presente estudo ndo mostrou alteracdo, tanto a 4°C,
qguanto a - 20°C, em todos os tempos de armazenamento.

Palavras-chave: amamentacdo; estresse oxidativo; peroxidacdo lipidica; potencial
antioxidante; armazenamento.
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1. INTRODUCAO

O leite materno é considerado um alimento ideal para os bebés (BRASIL,
2015), € o unico alimento que contém anticorpos e células vivas, que reduz o risco de
infeccbes e doengas nos bebés, como diarreia, infec¢des respiratorias e otites, além
de possuirem compostos com agao antioxidante que também proporcionam protecao
contra doencas(Cacho & Lawrence, 2017; Cascone et al., 2019; Ongprasert et al.,
2020; Thai & Gregory, 2020). Em alguns casos o leite precisa ser armazenado para
posteriormente ser oferecido ao lactente sendo importante avaliar as condigbes de
armazenamento, como o0 tempo e a temperatura, para que suas caracteristicas
antioxidantes sejam preservadas impedindo a oxidacdo e degradacdo dos acidos
graxos essenciais e de proteinas ndo inferindo assim na sua composicdo e
consequentemente na saude do lactente, garantindo para ele um alimento saudavel e
de qualidade (Bertino et al., 2018; Hanna, 2004; Howland et al., 2020).

Os acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (LCPUFA), acido
docosahexaenoico (DHA) e acido araquidénico (AA), desempenham um papel
essencial no crescimento e na maturacdo do sistema nervoso e visual durante a
infancia (Koletzko, 2017; Wesolowska et al., 2019; Wu et al., 2020). O aleitamento
materno contribui para a obtencdo desses acidos graxos, jA que a maioria dos
requisitos humanos para a obtencdo dos mesmos devem ser satisfeitas por meios

alimentares (Garwolinska et al., 2018).

Outro componente do leite de extrema importancia para o lactente, sédo as
proteinas, que apresentam diversas fungbes que contribuem para os beneficios do
aleitamento materno, atuam no desenvolvimento intestinal (fatores de crescimento,
lactoferrina) e absor¢éo de nutrientes (lipase estimulada pelo sal biliar, amilase, alfal-
antitripsina) e possuem atividade imune e antimicrobiana (lactoferrina, IgA secretora,
osteopontina, citocinas, lisozima, etc.) (Ballard & Morrow, 2013; Butts et al., 2020;
Bzikowska-Jura et al., 2018; Czosnykowska-tukacka et al., 2019; Lénnerdal et al.,
2017; Thai & Gregory, 2020).

Desta forma, o estudo dos componentes do leite materno encontra vasto campo
de estudo. Tais compostos, principalmente aqueles com potencial antioxidante, tem
funcdo de neutralizar os radicas livres produzidos durante o estresse oxidativo e que,
consequentemente, iriam causar ainda mais prejuizo para a saude da crianga, como

problemas no desenvolvimento, cardiopulmonares, neurais e até mesmo doencas
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infecciosas (Bertino et al., 2013; Nogueira et al., 2018; Paduraru et al., 2018). A partir
dessa Otica, € preciso entender como prolongar o periodo de oferta de leite materno
para os bebés, quando as mées encontrarem alguma dificuldade para amamentar

diretamente pela mama e precisa armazena-lo para ser oferecido posteriormente.

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a estabilidade do leite
humano relacionada aos perfis antioxidantes, proé oxidante e teor de proteinas totais,
apos diferentes tempos e temperaturas de armazenamento em condi¢cdes domeésticas,
para que o leite armazenando seja oferecido com qualidade e seguranca para o
lactente. Nossa hipotese € que o tempo de armazenamento prolongado afeta a

composicao do leite, levando a diminui¢do ou perda da qualidade.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Participantes e questdes éticas

O estudo incluiu 20 voluntarias que estavam amamentando, com idade entre
18 e 41 anos que concordaram em participar da pesquisa. Os critérios de exclusao
foram: presenca de doenca grave, uso de drogas ilicitas, uso de antibioticos e outros
medicamentos. Foi aplicado as participantes um questionario sobre os periodos do
parto, conhecimentos sobre amamentacéo, o que incluia aspectos desde o pré-natal,
tipo de parto até a alimentacdo materna pds-parto (anexo B). Trata-se de um estudo
transversal, que foi realizado no periodo de janeiro a mar¢co de 2021 na regido da
Grande Vitoria no estado do Espirito Santo, Brasil. A pesquisa foi aprovada pelo
Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos da Universidade de Vila Velha
(NUumero do Parecer: 4.282.003). Todas as voluntarias que concordaram em participar

do estudo assinaram o termo de consentimento livre esclarecido (TCLE).

2.2 Coleta de Material e Armazenamento

De cada mae foi coletada uma amostra de pelo menos 10 ml de leite materno
por ordenha manual e armazenado em frasco de vidro ambar (escuro), para evitar
processos oxidativos durante o trajeto. As amostras de leite materno foram coletadas
nas casas das moradoras dos municipios de Cariacica e Vila Velha e imediatamente
transportadas em caixa isotérmica a temperatura entre 3,5 °C e 4°C, até o laboratério
da Universidade Vila Velha e posteriormente foram divididas em aliqguotas em 3
grupos: no primeiro grupo as amostras foram avaliadas aproximadamente 120
minutos apos coleta (leite fresco, dia 1), no segundo grupo as aliquotas foram
armazenadas em refrigerador a 4°C e no terceiro grupo em freezer a -20°C para
posterior avaliacdo. Para todas as amostras coletadas, a diferenca entre o tempo de

coleta, armazenamento e analise do leite fresco (dia 1), foi entre 1 e 2 horas.
2.3 Fracionamento das amostras

As amostras coletadas de cada voluntaria foram divididas em 11 aliquotas de
0,5 ml cada. As aliquotas foram divididas em 3 grupos: no primeiro grupo as amostras
foram analisadas no dia da coleta em tempo inferior a 2 horas ap0s coleta. No segundo

grupo as aliguotas foram armazenadas a 4°C e no terceiro grupo a -20°C para
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posteriores andlises bioquimicas. As andlises foram realizadas no dia da coleta, em

seguida nos tempos de 1, 2, 7, 14 e 21 dias ap0s armazenamento.

Apo6s cada respectivo periodo de armazenamento, aliquotas foram deixadas a
temperatura ambiente por 30 minutos em local escuro em seguida procedeu-se a

realizacdo dos ensaios biologicos descritos abaixo.
3.0 ENSAIOS BIOLOGICOS

3.1 Determinagéo da atividade antioxidante do leite materno

3.1.1 Sequestro do radical livre ABTS

A atividade antioxidante foi determinada nas amostras de leite pelo método do
sequestro do radical livre ABTS por ser um dos mais utilizados para determinacao de
atividade antioxidante em fluidos biologicos (Rice-Evans & Miller, 1994). As amostras
de leite foram inicialmente diluidas com agua deionizada (1:10) e uma aliquota de 30
uL foi transferida para uma placa de 96 pocos de fundo chato. Os radicais livres
presentes no leite materno foram quantificados pela reacdo da amostra com o &cido
2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico. Desta diluicdo (1/10) foram retirados 30
pL, que foram colocados em seus determinados pocgos, foi acrescentado 270 pL de
solucdo ABTS, em ambiente escuro. Para o controle negativo, foi usado 30 pL de agua
ultrapura com 270 uL do reagente ABTS. Foi utilizado a leitora de microplacas (ELISA)
na absorbéancia de 734nM para a leitura dos resultados. O método foi realizado em
triplicata. Os resultados sdo expressos como valores médios + erro padrdo da média
em porcentagem de inibi¢cdo do radical ABTS (n = 20). * p<0,05 comparado ao leite
fresco (DO).

3.1.2 Antioxidante Total pelo Método de Reducéo do Ferro (FRAP)

A atividade antioxidante também foi analisada pela determinacdo do poder de
reducdo do ion ferro (FRAP) que esta baseado na producdo do ion Fe 2+ (forma
ferrosa) a partir da reducéo do ion Fe 3+ (forma férrica)(Pulido et al., 2000). Foram
utilizadas aliquotas de 30 pL da diluicdo do leite (1:10) junto com 270 pL do reagente
FRAP para quantificar o poder antioxidante. A solucao utilizada era feita no dia de
analise. No branco, foi usado 30 uL de agua destilada com 270 uL do reagente FRAP.
Apo6s 10 minutos de reacdo em ambiente escuro, foi realizada a leitura na leitora de
microplacas (ELISA) na absorbancia de 595 nm. Cada analise foi feita em triplicata.

Os resultados sao expressos como valores médios + erro padrdo da média em
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porcentagem de inibi¢cdo pelo método de reducéo do ferro (FRAP) (n = 20). * p<0,05

comparado ao leite fresco (DO).

3.2 Determinagéo da atividade pro-oxidante do leite materno
3.2.1 Determinacao do malondealdeido ( MDA)

O nivel de peroxidacao lipidica, que esta relacionado com o estresse oxidativo,
foi avaliado usando o malondialdeido (MDA) que reage com o acido tiobarbitarico para
produzir um complexo vermelho (Vasconcelos et al., 2007). Foram utilizadas aliquotas
de amostra de 100 pL de diluicdo do leite (1:10) e foi misturado com 500 pl de acido
tricloroacético (15%) e hidroximetil tolueno butilado (45mM), homogeneizado e
aguecido a 100°C, durante 15 min. O homogeneizado foi centrifugado (15,0009 2 min)
e uma aliquota de 300 pL do sobrenadante foi recolhido e adicionado ao mesmo
volume de &cido tiobarbitarico (0,73%). As amostras foram incubadas a 100°C durante
30min e a absorbancia medida a 540 nm. Cada analise foi feita em triplicata. Os
resultados foram expressos em nmol MDA/mg de proteina (Khoubnasabijafari et al.,
2015).

3.2.2 Determinacdo de Proteinas Totais

A determinacéo de proteinas totais, foi determinada pelo método de Bradford
gue é uma técnica para determinacdo de proteinas totais que utiliza o corante de
“Coomassie brilliant blue” B-250 e macromoléculas de proteinas que contém
aminoécidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas, e expressa como miligramas
por mililitro. Solucdes padréo de 8-1000 pg/ml de soro bovino, a albumina (BSA) foi

usada para construir curvas padrao antes da medicao (Bradford, 1976).
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4. ANALISE ESTATISTICA

A tabulacéo de dados foi feita no banco de dados do Excel. A andlise estatistica
foi realizada utilizando o software Graphpad 5.0 (San Diego, CA, EUA 176). Variagdes
estatisticas entre os grupos foram determinadas usando a andlise de variancia
multifatorial (ANOVA) seguidas de teste post hoc de Tukey. Valores de p<0,05 foram
considerados significativos. Os valores foram expressos como média mais ou menos

EPM (erro padrdo da média).
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo da amostra

Os bebés das voluntarias possuiam idade entre 4 e 12 meses com um valor
meédio de 8 meses. Todas as voluntarias participantes do estudo estavam produzindo
leite maduro. O leite foi coletado pela manhd, ap6s o bebé ter mamado. Sobre os
dados coletados através de questionario, foi observado que apenas 30% das
participantes jA armazenaram o leite materno para ser ofertado em outro momento
para o lactente, o que demonstra que a pratica de armazenar o leite ainda é fragilizada,
necessitando de orientacdes sobre a coleta do leite e armazenamento para que o
mesmo nao perca a qualidade e que o lactente tenha a garantia de continuar
amamentando, pois muitos elementos benéficos do leite humano séo preservados,
mesmo apOs armazenamento (Bertino et al., 2018; Yundelfa et al., 2018). Desta forma
€ importante estudar sobre a temperatura e o periodo adequado de armazenamento
do leite, para o mesmo ser fornecido com qualidade para o lactente durante a auséncia

da méae.

Dentre as participantes do estudo 45% relataram ter conhecimento sobre o
aleitamento materno adquiridos durante o pré-natal o que demonstra que 0 acesso ao
conhecimento contribui para a manutencao do aleitamento materno (Alves et al.,

2018). A tabela 01, demonstra as principais caracteristicas das participantes.

Tabela 1- Principais caracteristicas das participantes (n = 20).

Quantidade
Caracteristicas Percentual
Idade
18-30 anos 5 (25%)
30-40 anos 15 (75%)
Trabalho remunerado
N&o trabalham 2 (10%)
Trabalham 18 (90%)
Escolaridade

Ensino Fundamental 2 (10%)
Ensino Médio 2 (10%)
Ensino Superior 6 (30%)

P6s-Graduacao 10 (50%)
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Idade Gestacional de nascimento

34-37 semanas 2 (10%)
37-42 semanas 18 (90%)
Tipo de parto
Vaginal 16 (80%)
Cesario 4 (20%)
Orientacdo sobre aleitamento no pré-natal

Sim 9 (45%)

Nao 8 (40%)

N&o responderam 3 (15%)

Apresentou alguma dificuldade para amamentar

Sim 8(40%)

Nao 7(35%)

N&o responderam 5(25%)

Armazenamento de leite materno para ser
ofertado ao bebé

Sim 6 (30%)
Nao 13 (65%)
N&o responderam 1 (5%)

5.2 Atividade antioxidante do leite humano

A atividade antioxidante do leite materno foi determinada pelos métodos ABTS
e FRAP por serem os métodos mais utilizados nos estudos para determinacdo de
atividade antioxidante em fluidos biolégicos. O ABTS determina a atividade
antioxidante através da captura do radical 2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) e o método do FRAP, determina a capacidade antioxidante por meio da
reducdo do ferro (capacidade redutora do ferro), do complexo Fe3*- TPTZ
(ferritripiridiltriazina) para ferroso-tripiri-diltriazina (Fe ?* -TPTZ) (Vasconcelos et al.,
2007). Os resultados demonstraram que as propriedades antioxidantes do leite nao
sofreram alteracdes significativas até o 14° dia de armazenamento em ambas as
temperaturas de armazenamento testadas (4°C e — 20°C), quando utilizados estes
métodos de avaliacdo. Entretanto, a atividade antioxidante foi significativamente
inferior em amostras armazenadas pelo periodo de 21 dias, tanto na temperatura de
4°C, quanto na temperatura de -20°C (p<0,05). Os resultados avaliados pelo método
ABTS estdo demonstrados na figura 1 e os resultados avaliados pelo método do FRAP

se encontram na figura 2.
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Figura 1. Atividade antioxidante do leite materno determinado pelo método de
eliminacdo do radical ABTS no dia da coleta, considerado leite fresco (D0O) e ap6s
periodo de armazenamento de 1 (D1), 2 (D2), 7 (D7), 14 (D14) e 21 (D21) dias nas
temperaturas de 4°C e - 20°C. Os resultados sdo expressos como valores médios +
erro padrdo da média em porcentagem de inibi¢cdo do radical ABTS (n = 20). * p<0,05
comparado ao leite fresco (DO).
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Figura 2. Atividade antioxidante do leite materno determinado pelo método de
reducdo do ferro (FRAP), no dia da coleta (DO), leite fresco e apoOs periodo de
armazenamento de 1 (D1), 2 (D2), 7 (D7), 14 (D14) e 21 (D21) dias nas temperaturas
de 4 °C e - 20 °C. Os resultados sao expressos como valores médios * erro padrao
da média em porcentagem de inibicdo pelo método de reducéo do ferro (FRAP) (n =
20). * p<0,05 comparado ao leite fresco (DO0).



27

5.3 Atividade pro-oxidante do leite humano (Concentracdo de MDA)

As amostras de leite materno armazenadas a temperatura de -20 °C por até 21
dias ndo sofrerem peroxidacéo lipidica determinada pelo método TBARS que avalia a
formacdo do malondialdeido (MDA), considerado um dos produtos finais da
peroxidacao lipidica e frequentemente usado como uma medida cumulativa deste
processo. Entretanto, quando as amostras de leite foram armazenadas a temperatura
de 4°C observou-se um aumento gradual da concentracdo de MDA em funcéo do
tempo de armazenamento, com diferenca significativa no 21° dia de armazenamento

guando comparado ao leite fresco (dia zero) (Figura 3).
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Figura 3. Atividade pré oxidante do leite materno determinado pelo método de
substancias reativas ao tiobarbitirico acido (TBARS), no dia da coleta (DO0), leite
fresco e ap0Os periodo de armazenamento de 1 (D1), 2 (D2), 7 (D7), 14 (D14) e 21
(D21) dias nas temperaturas de 4°C e -20 °C. Os resultados sdo expressos como
valores médios + erro padrdo da média em nmol de MDA/mg de proteinas obtidas
(n=20). * p<0,05 comparado ao leite fresco (DO).

5.4 Dosagem de proteinas totais

A quantificacdo de proteinas totais no leite materno realizada pelo método
colorimétrico de Bradford, n&do apresentou alteragbes significativas em sua
composi¢cdo em ambas as temperaturas (4°C e -20°C) pelo periodo de até 21 dias de

armazenamento (Figura 4).



28

] 4°C
15+ = -20°C
ey
=
~
(@)]
E T I T I
o 101 = T = I = [ & 1-
5 - E
+—
S
S
=Eh
(]
+—
o
a
DO DI D2 D7 D14 D21 DO D1 D2 D7 D14 D21

Figura 4. Quantidade de proteinas totais do leite materno determinado pelo método
colorimétrico de Bradford, no dia da coleta (DO), leite fresco e ap6s periodo de
armazenamento de 1 (D1), 2 (D2), 7 (D7), 14 (D14) e 21 (D21) dias nas temperaturas
de 4 °C e - 20 °C. Os resultados sao expressos como valores médios + erro padrao
da média em em nmol de mg/ml de proteinas totais obtidas (n=20). * p<0,05
comparado ao leite fresco (DO).
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6. DISCUSSAO

A capacidade antioxidante do leite materno tem sido tema de estudos devido
sua importancia na saude do lactente por fazer parte do sistema de defesa contra a
acao deletéria de radicais livres (Gila-Diaz et al., 2020; Ongprasert et al., 2020; Pozzo
et al., 2019; Tijerina-S4enz et al., 2009; Wesolowska et al., 2019).

Sobre os resultados dos métodos analiticos realizados no presente estudo, 0s
niveis de antioxidantes, quando avaliados pelos métodos do ABTS e FRAP,
demostraram ser significativamente menores quando armazenados por um periodo
de 21 dias em ambas as temperaturas, demonstrando nivel de antioxidante mais
elevado no leite materno fresco. Estudos que avaliaram a capacidade antioxidante do
leite materno relacionado ao tempo de armazenamento, confirmaram que as
propriedades antioxidantes do leite fresco diminuem com o0 armazenamento
prolongado (Bertino et al., 2018; Konak et al., 2019; Nogueira et al., 2018; Paduraru
et al., 2018). Porém, a maioria dos achados, demonstraram uma perda significativa
da atividade antioxidante por um periodo menor de armazenamento do que 0 do nosso
estudo que identificou uma diminuicdo significativa de antioxidantes apenas no 21°
dia de armazenamento; estes estudos precisam ser confirmados por novas pesquisas

nesse ambito (Nogueira et al., 2018; Paduraru et al., 2018).

A maioria dos estudos que avaliaram a qualidade do leite relacionada a
temperatura e armazenamento do leite, utilizaram a temperatura de — 20° C e
utilizaram o método do ABTS para avaliar a atividade antioxidante (Hanna, 2004;
Konak et al., 2019; Paduraru et al., 2018). O mesmo ocorreu ao avaliar o perfil
oxidante, onde a maioria dos estudos utilizaram a concentracdo de MDA, como

marcador, assim como no nosso estudo (Bertino et al., 2013; Silvestre et al., 2010).

Confirmando nossos achados, Nogueira et al (2018), avaliou a atividade
antioxidante de amostras de leite, pelo método ABTS, concluindo que a capacidade
antioxidante nado sofreu reducdo significativa entre 07 dias de congelamento e
apresentou uma reducdao significativa aos 14 dias de armazenamento(Nogueira et al.,
2018).0utro estudo também avaliado pelo método ABTS que comparou o leite fresco,
com o leite refrigerado armazenado ha uma temperatura de 4°C por 1 e 3 dias,
demonstrou que o leite materno permanece altamente benéfico em termos de fornecer

protecdo antioxidante quando refrigerado por até 3 dias (Paduraru et al., 2018).
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Outros estudos relacionados a atividade antioxidante do leite apés
armazenamento, embora as avaliacdes tenham sido baseadas em outros parametros
de tempo e temperatura, demostraram que 0s niveis de antioxidantes apresentaram
uma reducao estatisticamente significativa na taxa apds armazenamento e que o leite
fresco possui o mais alto nivel de antioxidantes, porém foi sugerido a necessidade de
novos estudos para determinar como o armazenamento afeta as moléculas do leite
(Aksu et al., 2015; Bertino et al., 2013; Konak et al., 2019).

A acao oxidante do leite foi avaliada pelo nivel de concentracdo de MDA, que
indiretamente avalia a peroxidacdo lipidica. O presente estudo demonstrou que o leite
materno quando armazenado a 4°C apresentou um aumento gradual da peroxidagao
em funcdo do tempo, com diferenca significativa no dia 21 de armazenamento, porém
nao apresentou diferenca significativa quando armazenado a temperatura de -20°C,
dessa forma, infere-se que o contetdo antioxidante do leite pode ter contribuido para
minimizar ou diminuir a degradacéo lipidica e proteica. Corroborando com os achados
da pesquisa em questao, Silvestre et al. (2010) notaram que a concentracédo de MDA,
nas amostras de leite apds 15 e 30 dias de armazenamento a — 20°C e — 80 °C, nao
apresentaram mudancas significativas (Silvestre et al., 2010). Bertino et al (2013),
avaliou a oxidacao do leite humano por 96 horas refrigerado, ndo sendo observado
diferenca significativa na oxidacdo, o peroxidacdo lipidica s6 apresentou diferenca

significativa no dia 21 de armazenamento.

Quanto a avaliacdo de proteinas, ndo houve alteracdo no nivel de proteinas do
leite quando armazenado, tanto a 4°C, quanto a — 20°C, em todos os tempos de
armazenamento. Outros estudos estdo condizentes com nossos achados,
demonstrando ndo haver altera¢des na quantidade de proteinas totais apés diferentes
tempos de armazenamento do leite em temperaturas de 4°C e -20°C (Howland et al.,
2020; Raoof et al., 2016; Yundelfa et al., 2018).

Uma das limitacdes do estudo foi o pequeno tamanho da amostra, que foi
escolhido com base em outros trabalhos publicados, o0 que demonstra a dificuldade
na viabilizacdo de voluntarias para estudos com leite humano. Os efeitos do
armazenamento nos marcadores de estresse oxidativo e atividade antioxidante,
apresentam dados contrastantes na literatura, o que também demonstra a

necessidade de novos estudos.
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Os resultados evidenciaram que a capacidade antioxidante do leite humano fresco
€ maior do que a capacidade do leite armazenado, confirmando a nossa hipoétese.
Mesmo com o armazenamento a atividade antioxidante s6 apresentou uma diminuicéo
significativa no 21° dia de armazenamento em ambas as temperaturas (4°C e — 20°C),
0 que sugere que até o 14° de armazenamento o leite preserva suas propriedades
antioxidantes. Em relacdo aos marcadores de peroxidacéo lipidica pelos métodos que
foram utilizados o leite pode ser armazenado por até 21 dias a uma temperatura de -

20 °C e quando armazenado a 4°C, por um periodo de 14 dias.
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7. CONCLUSAO

Os resultados evidenciaram que a capacidade antioxidante do leite humano
fresco é maior do que a capacidade do leite armazenado, confirmando a nossa
hipétese. Mesmo com o armazenamento a atividade antioxidante s6 apresentou uma
diminuicao significativa no 21° dia de armazenamento em ambas as temperaturas
(4°C e -20°C), o que sugere que até o 14° de armazenamento o leite preserva suas
propriedades antioxidantes. Em relagdo aos marcadores de peroxidacao lipidica pelo
meétodo utilizado o leite pode ser armazenado por até 21 dias a uma temperatura de -
20 °C e quando armazenado a 4°C, por um periodo de 14 dias. Quanto ao teor de
proteinas o presente estudo ndo mostrou alteragdo apds armazenamento, tanto a 4°C,

guanto a -20°C, em todos os tempos de armazenamento.
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ANEXOS

ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

“AVALIACAO DA ESTABILIDADE DO PERFIL ANTIOXIDANTE E PRO-OXIDANTE
NO LEITE MATERNO FRESCO E APOS O CONGELAMENTO”

Responsavel pela pesquisa: Prof. Dr. Marcio Fronza.
“Universidade Vila Velha”

Este documento que vocé esta lendo € chamado de Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). Ele contém explicacdes sobre o estudo que vocé esta
sendo convidada a participar (Nome do estudo) Antes de decidir se deseja participar
(de livre e espontanea vontade) vocé deverd ler e compreender todo o contetdo. Ao
final, caso decida participar, vocé sera solicitado a assina-lo e receberda uma copia do
mesmo. Antes de assinar faca perguntas sobre tudo o que néo tiver entendido bem.
A equipe deste estudo respondera as suas perguntas a qualquer momento (antes,
durante e apés o estudo). Sua participacdo é voluntéria, o que significa que vocé
podera desistir a qualquer momento, retirando seu consentimento, sem que isso lhe
traga nenhum prejuizo ou penalidade, bastando para isso entrar em contato com um
dos pesquisadores responsaveis.

Essa pesquisa procura avaliar as modificacées no perfil oxidante/antioxidante
do leite humano com o armazenamento. Caso decida aceitar o convite, vocé seré
submetida aos seguintes procedimentos: responder questionarios pré-elaborados;
fornecer 10 ml de leite humano, coletado manualmente na sua residéncia.

Os riscos envolvidos com sua participacdo séo: leve desconforto durante a
coleta do leite, constrangimento ao responder aos questionarios que serao
minimizados através das seguintes providéncias: coleta de leite feita com técnica
adequada por profissional treinado, a entrevista sigilosa e individual sem identificacao
posterior de quem responde o0 questionario. Caso esse procedimento possa gerar
algum tipo de constrangimento vocé nao precisa realiza-lo.

Vocé terd os seguintes beneficios ao participar da pesquisa: ter apoio para
amamentar e aprendera técnicas para coleta e armazenamento do leite humano. Sua
participacdo podera ajudar no maior conhecimento sobre o tempo de armazenamento
do leite apds coleta e congelamento.

Todas as informacBes obtidas serdo sigilosas. O material com as suas
informacdes (questionario) ficard guardado em local seguro sob a responsabilidade
do(a) Prof. Dr. Marcio Fronza com a garantia de manutencdo do sigilo e
confidencialidade e que sera destruido apds a pesquisa. A divulgacdo dos resultados
sera feita de forma a ndo identificar os voluntarios. Os resultados deste trabalho
poderdo ser apresentados em encontros ou revistas cientificas, entretanto, ele
mostrara apenas o0s resultados obtidos como um todo, sem revelar seu nome,
instituicdo a qual pertence ou qualquer informacgédo que esteja relacionada com sua
privacidade.
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Conforme previsto pelas normas brasileiras de pesquisa com a participacao de
seres humanos vocé nao recebera nenhum tipo de compensacao financeira pela sua
participacdo neste estudo. Se vocé tiver algum gasto que seja devido a sua
participacdo na pesquisa, vocé sera ressarcido pelo pesquisador principal, Marcio
Fronza que podera ser acionada pelo e-mail, caso solicite.

Conforme previsto pelas normas brasileiras de pesquisa com a participacao de
seres humanos vocé nao recebera nenhum tipo de compensacao financeira pela sua
participacdo neste estudo. Se vocé tiver algum gasto que seja devido a sua
participacdo na pesquisa, vocé sera ressarcido, caso solicite. Em qualquer momento,
se vocé sofrer algum dano comprovadamente decorrente desta pesquisa, Vocé tera
direito a indenizacéao.

Vocé ficard com uma via deste Termo e toda a divida que vocé tiver a respeito
desta pesquisa, podera perguntar diretamente para o Prof. Dr. Marcio Fronza, Rua
Comissario José Dantas de Melo, n°® 21, Boa Vista, Vila Velha-ES, CEP: 29.102-770,
Tel.: (27) 3421-2087.

Duvidas sobre a pesquisa envolvendo principios éticos poderdo ser
questionadas ao Comité de Etica em Pesquisa da UVV localizado Prédio da Reitoria
no subsolo: na Rua Comissario José Dantas de Melo, n° 21, Boa Vista, Vila Velha-ES,
CEP: 29.102-770, Tel.: (27) 3421-2063, E-mail: cep@uvv.br. Horario de
funcionamento: 22 a 52 07h as 12h e das 13h as 17h e 62 feira - 07h as 12h e das 13h
as 16h. Secretéria: Sirlene Gomes Neves. Reclamacdes e/ou insatisfacfes
relacionadas a participacdo do paciente na pesquisa poderdo ser comunicadas por
escrito a Secretaria do CEP/UVV, desde que os reclamantes se identifiquem, sendo
gue o seu nome sera mantido em anonimato.

Consentimento Livre e Esclarecido

Declaro que fui devidamente informada e esclarecida pelo pesquisador sobre a
pesquisa “Avaliacdo da estabilidade dos perfis antioxidante, pro-oxidante e teor de
proteinas no leite materno fresco e apdés o congelamento”, dos procedimentos nela
envolvidos, assim como dos possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha
participacdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isso me traga prejuizo ou penalidade. Caso haja algum gasto que
seja devido a minha participacdo na pesquisa, eu serei ressarcido pelo pesquisador
principal, Marcio Fronza que podera ser acionada pelo e-mail marcio.fronza@uvv.br,
se eu solicitar. Em qualquer momento, se eu sofrer algum dano comprovadamente
decorrente desta pesquisa, eu terei direito a indenizacdo por meio das vias judiciais
e/ou extrajudiciais conforme o Cédigo Civil e Resolugdo CNS n° 510 de 2016, Artigo
19.

Participante (Paciente ou Responsavel): (assinatura, nome e CPF)
Pesquisador responsavel: (assinatura, nome e CPF)

Pesquisador Participante (assinatura, nome e CPF)


mailto:cep@uvv.br

ANEXO B — Questionario de anamnese e sociodemografico

QUESTIONARIO

Data:
Nome:

42

Idade: Endereco:

1. Até que série vocé estudou?
() Sem escolaridade
() Ensino fundamental incompleto
() Ensino fundamental completo
() Ensino médio
() Ensino superior incompleto
() Ensino superior completo
() Po6s-graduacéao

2. Qual é a renda mensal na sua familia?

() Sem renda

() Menos que 1 salario minimo

() 1 salario minimo

() Entre 1 e 2 salérios minimos

() Entre 2 e 3 salarios minimos

() Entre 3 e 5 salérios minimos

() Acima de 5 salarios minimos

3. Vocé trabalha?
() Sim, profissao:
() Nao

4. Qual a idade atual do bebé?

5. Seu bebé nasceu com quantas semanas?

6. Qual foi o tipo de parto?
() Normal
() Cesarea

7. Vocé fez acompanhamento pré-natal?
() Sim
() Nao

8. Quantos filhos vocé tem?
()1
()2

() 3 ou mais

Tel.:
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9. Vocé recebeu orientagcdes quanto ao aleitamento materno nessa ultima gestacao?
() Sim
() Nao
10. Se sim, qual o tipo de orientagéo?
() Vantagens do aleitamento materno
() Posicao do bebé e da mae
() Preparacédo das mamas
() Horério de oferta
() Armazenamento do leite
() Pega correta
() Até quando amamentar
()Outras:

11. Vocé conhece alguma vantagem do aleitamento materno? Qual?

12. Qual é a sua idade?
() Entre 20 e 25 anos
() Entre 26 e 30 anos
() menos de 20 anos
() mais de 30 anos

13. Vocé tem apoio da sua familia para continuar amamentando seu filho?
()sim
() néo

14. Como vocé realiza a preparagao das mamas?
() Lava apenas com agua
() Realiza massagens
() Lava com agua e sabéo
() Realiza atrito
() Passa creme
() Nada

15. De quanto em quanto tempo vocé amamenta seu filho?
()1 em1hora
() 3em 3 horas
() Na hora que ele quer
() 2em 2 horas
()4 em 4 horas

16. Vocé ja guardou o leite para oferecé-lo em outro momento a seu filho?
() Sim. Como?
() Néo.

17. Até qual idade vocé considera importante oferecer apenas o seu leite?
() 2 meses
() 4 meses
() 6 meses
() 3 meses
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() 6 meses
() 2 anos ou mais

18. Vocé recebeu orientacdes sobre a introducao de novos alimentos e a idade ideal
para acontecer?

() Sim. Idade:

() Nao

19. Vocé recebeu orientagdes quanto ao uso de algum utensilio abaixo?
() Mamadeira
() Seringa
() Colher
() Copo
() Xicara

20. O que vocé usa para alimentar de seu filho?

() Mamadeira. Desde __ meses.

() Copo. Desde _ meses.

() Seringa. Desde _ meses.

() Xicara. Desde ___ meses.

() Colher. Desde _ meses.

() Outros: .Desde __ meses.

() Apenas o seio.

21. Vocé conhece as vantagens da utilizagdo do copinho como substituicdo ao seio
materno?

() Sim

() Nao

22. Voceé recebeu informacdes sobre a desvantagem do uso de mamadeira?
() Sim
() Nao

23. Vocé oferece chupeta para seu filho?
()sim
() ndo

24. Vocé oferece algum substituto do leite materno ao seu filho?
() Férmula infantil. Desde meses.

() Leite de vaca. Desde meses.
() Leite de vaca com maisena. . Desde meses
() Leite de vaca com agua. Desde meses.

25. O que vocé ja ofereceu ao seu filho?
() Agua
() Alimentos peneirados
() Suco de frutas
() Mingau
() Frutas raspadas
() Alimentos batidos
() Sopinha
() Outro




26. Desde quando oferece esses outros alimentos?
() 2 meses
() 4 meses
() 6 meses
() 3 meses
() 5 meses
() Acima de 6 meses

27. Vocé teve alguma dificuldade no periodo de amamentacao?
Qual?

28. Vocé procurou ajuda de alguém? Quem?

29. A senhora costuma consumir leite e seus derivados?
()sim
() néo

30. A senhora costuma consumir cereal matinal, aveia ou granola?
()sim
() néo

31. A senhora costuma consumir café?
()sim
() néo

32. A senhora costuma consumir 6leo vegetal ou azeite?
()sim
() néo

33. A senhora costuma consumir legumes?
()sim
() ndo

34. A senhora costuma consumir ovos (cozido, frito, omelete ou mexido)?
()sim
() ndo

35. A senhora costuma consumir doces?
()sim
() ndo

36. A senhora costuma consumir hamburguer na refeicdo?
()sim
() ndo

37. A senhora costuma consumir refrigerante?
()sim
() ndo

38. A senhora costuma consumir frutas?
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()sim
() néo

39. A senhora costuma consumir castanhas,amendoim, nozes?
()sim
() néo

40. A senhora costuma consumir salgados fritos, como pastéis, coxinhas, risolis e
bolinhos?

()sim

() ndo
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIAGAO DA ESTABILIDADE DO PERFIL ANTIOXIDANTE E PRO-OXIDANTE NO
LEITE MATERNO FRESCO E APOS O CONGELAMENTO

Pesquisador: Marcio Fronza

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 36831020.0.0000.5064

Instituicdo Proponente: SOC EDUC DO ESP SANTO UNIDADE DE V VELHA ENSINO SUPERIO
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.282.003

Apresentagao do Projeto:

O leite materno @ uma importante fonte de nutricio para o lactente, pois &€ composto por proteinas, gorduras
e carboidratos, sendo o alimento

essencial para a salde e crescimento do bebé e protegdo contra inUmeras doencas. A defesa antioxidante
do corpo & assegurada por fatores

endégenos e exégenos. O leite humano contém muitos componentes antioxidantes, como superéxido
dismutase, glutationaperoxidase (GPx),

catalase, vitaminas A, C e Ee-caroteno, lisozima, glutationaperoxidase, SOD, catalase, ceruloplasmina,
coenzima Q10, tioredoxina, leptina,

adiponectina e oligoelementos- ferro, cobre, zinco e selénio. Esses antioxidantes agem reagindo
diretamente com um radical livre antes que ocorram

danos ou interferindo na oxidagado em andamento na fase liquida ou nas membranas celuiares. Desta forma
a amamentagao € importante para

amortecer o estresse oxidativo durante o periodo neonatal(CACHO; LAWRENCE, 2017).0 objetivo deste
estudo € avaliar a estabilidade do perfil

antioxidante e pro-oxidante no leite materno fresco e apos diferentes tempos e temperaturas de
armazenamento. As amostras de leite materno

serao fornecidas pelo Banco de Leite Humano do Hospital Infantil e Maternidade Dr. Alzir Bernardino Alves
(HIMABA) localizado no municipio de Vila
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Velha-ES. A atividade antioxidante do leite materno sera determinada nas amostras de leite pelos métodos
do sequestro do radical livre ABTS,

DPPH e pelo método da redugéo do Ferro (FRAP). A determinagdo da atividade enzimatica da glutationa
peroxidase sera realizada pelo teste de

enzimaimunoensaio (ELISA).As concentracdes das vitaminas A e E serdo realizadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia. O estresse

oxidativo sera avaliado pelo nivel de peroxidacgao lipidica, por meioc da dosagem de substancias reativas de
acido tiobarbiturico (TBARS) e pela

dosagem dos produtos proteicos de oxidagac avangada (AOPP).Nossa hip6tese é que o tempo de
congelamento afetara a composicdo do leite o

que levara a diminuigao ou perda da qualidade do leite.

Hipotese:

Muito se tem pesquisado sobre leite matemo, o efeito do armazenamento, fatores relacionados aos efeitos
bacteriolégicos, nutricionais e

imunolégicos, porém sobre os efeitos do congelamento e capacidade antioxidante a maioria dos artigos
ressalvam a importancia de pesquisar mais

sobre o assunto por ser pouco explorado e ter muitos estudos inconclusivos. Neste contexto, nossa
proposta é avaliar o efeito do congelamento

sobre a capacidade antioxidante e o perfil pro oxidante do leite materno, garantindo que os lactentes
recebam leite materno de qualidade. Nossa

hipétese € que o tempo de congelamento afetaria a composi¢ao do leite o que levaria a diminuigdo ou perda
da qualidade.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a estabilidade do perfil antioxidante e pré-oxidante no leite materno fresco e apos diferentes tempos
e temperaturas de armazenamento.

Objetivo Secundario:

o Avaliar o perfil antioxidante pelos ensaios do ABTS, DPPH e FRAP no leite materno;

o Determinar a atividade da enzima glutationaperoxidase;

o Quantificar as vitaminas A e E no leite materno;

o Avaliar o nivel de peroxidagdo lipidica, por meio da dosagem de substancias reativas de acido
tiobarbiturico (TBARS) no leite materno;

o Quantificar os produtos proteicos de oxidagao avangada (AOPP) no leite materno;
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UF: ES Municipio:  VILA VELHA
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Centiruagao do Parecar: 4,282,003

0 Avaliar o padr3o alimentar das doadores do leite.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Riscos:
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Os riscos envolvidos com sua participagao s3o: leve desconforto durante a coleta do leite, constrangimento

ao responder aos questionarios que

serao minimizados através das seguintes providéncias: coleta de leite feita com técnica adequada por

profissional treinado, a entrevista sigilosa e
individual sem identificagdo posterior de quem responde o questionario.
Beneficios:

Beneficios ao participar da pesquisa: ter apoio para amamentar e aprendera técnicas para coleta e

armazenamento do leite humano. Sua

participagao podera ajudar no maior conhecimento sobre o tempo de armazenamento do leite apés coleta e

congelamento.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante e bem fundamentada.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Adequados

Recomendacgoes:
sem recomendacdes

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:
sem pendéncias

Consideragoes Finais a critério do CEP:
O colegiado acata o parecer do relator.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagées Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 19/08/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1615348.pdf 11:50:04
Projeto Detalhado / | brochurapesquisa.pdf 19/08/2020 |Marcio Fronza Aceito
Brochura 11:49:39
Investigador
Qutros parecerhimaba.pdf 19/08/2020 |Marcio Fronza Aceito

11:48:15
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Continuacao do Paracer; 4,.262.003
TCLE/ Termos de | TCLE.pdf 19/08/2020 |Marcio Fronza Aceito
Assentimento / 11:47:09
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto folhaDeRosto_ass.pdf 19/08/2020 |Marcio Fronza Aceito
10:16:09

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

VILA VELHA, 16 de Setembro de 2020

Assinado por:
Valéria Rosseto Lemos
(Coordenador(a))

Endereco: Avenida Comissaric José Dantas de Melo, 21

Bairro: BOA VISTAII CEP: 29.102-920
UF: ES Municipio: VILA VELHA
Telefone: (27)3421-2063 Fax: (27)3421-2063 E-mail: CEP@uvv.br
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