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RESUMO

O leite materno exclusivo ¢ o alimento recomendado pela Organizagdo Mundial da
Satde (OMS) até os seis meses de idade, seguido de introdugdo aos alimentos pastosos com
amamentacao continua. O processo de produgdo e secre¢do do leite ¢ chamado de lactogénese
e pode ser dividida em dois estagios: lactogénese I e II. A Lactogénese I se inicia durante a
gestacdo e se caracteriza pelo desenvolvimento da mama. A Lactogénese II se inicia apds o
parto e ¢ quando comeca a secregdo do leite. Atualmente tém se encontrado no leite materno
uma substancia que nio faz parte da sua composicao natural, o Bisfenol A (BPA). O BPA ¢
um produto quimico sintético utilizado como mondmero em plasticos de policarbonato e
resinas epoxi. A exposi¢do a essa substancia pode provocar inimeros efeitos adversos a
saude, como diabetes, obesidade e doengas cardiovasculares ¢ a maior preocupagdo ¢ com a
exposi¢ao ao BPA por criancas e lactentes. Sendo assim, este trabalho objetivou determinar a
concentracdo de BPA no colostro de maes atendidas no HU-UFSC através da técnica de
ELISA e estabelecer associagdes entre o uso de plasticos e a lactogénese II. Para isso, foram
coletadas amostras de leite materno (colostro) de 80 pacientes, que foram questionadas
também a respeito de dados sociodemograficos e uso de plasticos. As amostras foram
analisadas pelo método de ELISA e correlacionadas com os dados qualitativos das maes.
Também foi realizado um acompanhamento via telefone para avaliar a amamentagdo. Além
disso, uma revisdo sistematica ¢ metanalise foi feita. Das 64 pacientes em que foram
analisadas as concentracdes de BPA nas amostras de leite materno, todas elas apresentaram
valores detectaveis pelo método de ELISA, resultando numa mediana de 34,18 ng/mL.
Através do acompanhamento via telefone, 78% das maes continuaram com amamentagdo
exclusiva. A mediana (34,18 ng/mL) de concentragdo deste estudo foi superior as medianas
encontradas em outros artigos. Em conclusdo, a exposi¢do ao BPA ndo alterou o estado
nutricional e nem a lactogénese I da mae, no entanto, a concentragdo de BPA no leite
materno ¢ influenciada pelo consumo de alimentos em recipientes plasticos. Além disso, ha
uma heterogeneidade na frequéncia de deteccao de BPA no leite materno entre as pesquisas
realizadas em diferentes paises e uma homogeneidade na frequéncia de deteccao de BPA no
leite materno entre os paises Espanha, Franga e Japdao. Houve alta concentragdo de BPA no
leite materno das maes deste estudo em comparagdo com outros estudos, e as criangas deste
trabalho estdo mais expostas ao BPA através da ingestdo do leite materno ultrapassando o
limite méximo admissivel.

Palavras-chave: leite materno, ELISA, bisfenol A, lactogénese I1.



PREDICTION OF LACTATIONAL INTERCORRENCES: PRESENCE OF
BISPHENOL A IN MOTHER'S MILK AS A DISRUPTOR OF LACTOGENESIS 11

Exclusive breast milk is the recommended nutrition by the World Health Organization
(WHO) until 6 months of age, followed by an introduction to foods with continuous
breastfeeding. The process of milk production and secretion is called lactogenesis and can be
divided into two stages: lactogenesis I and II. Lactogenesis I begins during gestation and is
characterized by the development of the breast. Lactogenesis II begins after birth and is when
milk secretion begins. Bisphenol A (BPA) is a synthetic chemical used as a monomer in
polycarbonate plastics and epoxy resins. A substance that is not part of its natural
composition, BPA, has been found in breast milk. Exposure to this substance can cause
numerous adverse health effects, such as diabetes, obesity and cardiovascular disease, and the
greatest concern is exposure to BPA by children and infants. Thus, this study aims to
determine the concentration of bisphenol A in the colostrum of mothers treated at HU-UFSC
through the ELISA technique and to establish associations between the use of plastics and
lactogenesis II. For this, maternal milk samples (colostrum) were collected from 80 patients,
who were also questioned about sociodemographic data and the use of plastics. The samples
were analyzed by the ELISA method and correlated with the qualitative data of the mothers.
A telephone follow-up was also carried out to evaluate breastfeeding. In addition, a systematic
review and meta-analysis were done. Of the 64 patients in whom the concentrations of
bisphenol A in the breast milk samples were analyzed, all of them presented detectable
values, resulting in a median of 34,18ng/mL. Through telephone follow-up, 78% of the
mothers continued with exclusive breastfeeding. The median (34,18 ng/mL) concentration of
this study was higher than the medians found in other articles. In conclusion, the exposure to
BPA did not alter the nutritional status nor the lactogenesis of the mother. However, BPA
concentration of the mother is influenced by the consumption of food packaged in plastic
containers. In addition, there is a heterogeneity in the frequency of detection of BPA in breast
milk between the researchers conducted in different countries and homogeneity in the
frequency of detection of BPA in breast milk between Spain, France, and Japan. There was a
high concentration of BPA in the breast milk of the mothers of this study compared to other
studies and the children in this study are more exposed to BPA through the ingestion of milk
exceeding the maximum permissible limit.

Keywords: breast milk, ELISA, bisphenol A, lactogenesis II.
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1 INTRODUCAO

Durante a gestacdo, os alvéolos e ductos mamarios comegam a se desenvolver e
durante o parto, ocorre uma diferenciagao funcional, levando a secrecdao do leite. Com o
desmame, ocorre uma involugao dos lobulos e alvéolos e assim a mama se remodela e volta a
ter a mesma forma estrutural anterior a gestacdo. A cada nova gestacdo, ocorre novamente o
desenvolvimento da mama para secrecao do leite (MCNALLY; STEIN, 2016).

O leite materno exclusivo ¢ o alimento recomendado pela Organizagdao Mundial da
Satde (OMS) até os seis meses de idade, seguido de introdugdo aos alimentos pastosos com
amamentacao continua (OMS, 2012). O processo de producdo e secre¢ao do leite ¢ chamado
de lactogénese e pode ser dividido em dois estagios: lactogénese I e II. A lactogénese I se
inicia durante a gestagdo e se caracteriza pelo desenvolvimento da mama. A lactogénese II se
inicia ap6s o parto e ¢ quando comega a secrecdo do leite (PREUSTING et al., 2017).

A lactogénese II ¢ considerada tardia quando se inicia 72 h apos o parto (MATIAS et
al., 2014). Quando ocorre essa lactogénese tardia, os recém-nascidos apresentam perda de
peso, o que leva a necessidade de complementagdo com formula, além do alto risco de
interrupgdo precoce da amamentacdo (NOMMSEN-RIVERS, 2016). A obesidade materna ¢
um dos fatores que pode estar relacionada com a lactogénese II tardia, além de idade materna
aumentada, primiparidade, diabetes gestacional, parto cesarea e uso de analgésicos
(TURCKSIN et al., 2014).

O leite materno pode ser classificado em colostro, leite de transi¢ao e leite maduro e a
sua composi¢do ¢ adaptada para cada mae atender as necessidades do bebé e pode ser afetada
pela alimentacdo da mae, hora do dia, estagio da lactacdo entre outros fatores (ZIVKOVIC;
NORDING; OHMAN, 2016). O colostro ¢ essencial para o desenvolvimento da crianga,
sendo rico em citocinas, peptideos antimicrobianos, sais minerais, hormonios, anticorpos €
fatores bioativos, sendo assim, além da fun¢do de nutrir o recém-nascido, ele também tem
atividade imunomoduladora (DRAGO et al., 2016).

Atualmente, tem se encontrado no leite materno uma substancia que nao faz parte da
sua composic¢ao natural, o Bisfenol A (BPA). O BPA ¢ um produto quimico sintético utilizado
como mondmero em plasticos de policarbonato e resinas epoxi. Pode ser encontrado no
interior de latas de aluminio, mamadeiras de pléstico, garrafas plasticas, materiais dentarios,
entre outros. No corpo humano, pode ser encontrado na forma livre ou conjugada, e seu
metabolismo ocorre via hepatica. Estudos demonstraram que o BPA possui atividade

estrogénica e antiandrogénica, por isso € considerado um desregulador enddcrino
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(PERGIALIOTIS; KOTROGIANNI; CHRISTOPOULOS, 2017). Estudos em animais
também demonstraram redu¢do da qualidade espermatica, perturbacdo do equilibrio hormonal
e danos nos 6rgaos reprodutivos (MCLACHLAN; MARTIN, 2006).

Além disso, estudos in vitro demonstraram aumento da diferenciacdo celular dos
adipocitos, levando ao acumulo de gordura em animais que foram expostos ao BPA,
promovendo também o ganho de peso (MIYAWAKI et al., 2007). Estudos in vivo também
relatam associagdes positivas entre a exposicdo ao BPA e obesidade (CAPOROSSI;
PAPALEO, 2015).

Trabalhos sugerem que a exposicdo a substancias quimicas ambientais, como o BPA,
que agem regulando e promovendo inadequadamente o acimulo de lipidios e a adipogénese,
podem aumentar o risco de obesidade, principalmente quando a exposi¢ao ocorre durante a
gestacdo e o inicio da vida (VAFEIADI et al., 2016). Além disso, a exposi¢ao ao BPA durante
a gravidez pode resultar em doenca pré-natal significativa, portanto, a exposi¢ao ocupacional
deve ser evitada durante este periodo (PERGIALIOTIS; KOTROGIANNI;
CHRISTOPOULOS-, 2017).

Devido a grande preocupacdo com o risco humano a exposi¢do ao BPA, além de ser
também prejudicial ao meio ambiente, foi criado um projeto de lei no Brasil (Projeto de Lei
N° 5.483 de 2016) que dispde sobre a proibicdo da utilizagdo da substancia BPA na
fabricagdo e envasamento de alimentos, bebidas, medicamentos, utensilios, embalagens e
recipientes (CAMARA DOS DEPUTADOS, 2016). Em 2011, o Ministério da Satde publicou
uma resolugdo (RDC N° 41, de 16 de setembro de 2011) que proibe o uso do BPA em
mamadeiras destinadas a alimentagdo de lactentes (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 DESENVOLVIMENTO DA MAMA

Apds o nascimento, o tecido mamario feminino possui ductos limitados e na
puberdade, com o aumento dos niveis hormonais, ocorre a proliferacdo de células epiteliais
mamarias alveolares polarizadas (MEC - mammary epithelial cell) e ampliagao do tecido
adiposo circundante. No inicio da gravidez, os ductos se alongam e se ramificam e os alvéolos
se desenvolvem e ¢ durante a lactagdo que o epitélio mamdrio atinge seu maximo
desenvolvimento, contendo numerosos alvéolos que produzem o leite. Com o desmame, a

producdo do leite cessa, os alvéolos regridem e o epitélio mamario retorna ao estado anterior

(Figura 1) (TRUCHET; BIOLOGIST; HONVO-HOU, 2017).

Figura 1 — Desenvolvimento da mama

Nascimento> Puberdade » Gestagio > Lactaciio > Involugio

4 '

Fonte: Adaptado de TRUCHET, Sandrine, 2017.

Durante a gravidez, devido a liberagdo de hormonios como a prolactina, estrogénio e
progesterona, se inicia o desenvolvimento da mama, com consequente aumento do seu
volume e densidade. Apds o parto, as concentragdes de estrogénio e progesterona diminuem,
iniciando entdo o processo de lactacdo. A producdo e secrecdo do leite materno se da pelo
aumento da prolactina, hormonio de crescimento e insulina. Outro hormonio importante neste

processo € a ocitocina, que tem como func¢do regular a secre¢do do leite, sendo liberada em
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resposta aos reflexos neurais ativados pela suc¢do do recém-nascido. Com o desmame, os
elementos glandulares, ductais e estromais atrofiam, resultando na diminui¢do da mama
(PANDYA; MOORE, 2011).

Durante a lactagdo, o epitélio mamario se organiza em lobos, que contém numerosos
l6bulos conectados a ductos lactiferos, que levam o leite at¢é o mamilo. Estes ductos sdo
formados por uma bicamada de MEC. Os lébulos sdo formados por alvéolos, que sdo as
unidades secretoras de leite. Estes alvéolos sao formados por uma monocamada de MEC
dispostas ao redor de um limen central, onde o leite ¢ secretado, e sao incorporados a um
estroma contendo coldgeno, células endoteliais, adipocitos e fibroblastos (Figura 2)

(TRUCHET; BIOLOGIST; HONVO-HOU, 2017).

Figura 2 — Fisiologia da mama na lactag¢ao
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Fonte: Adaptado de TRUCHET, Sandrine, 2017.

2.2 FISIOLOGIA DA LACTACAO

A membrana plasmatica apical da MEC limita o limen dos alvéolos, onde o leite ¢
liberado. Como sua principal fun¢do ¢ produzir e secretar grandes quantidades de leite, a
organizag¢ao intracelular da MEC reflete seu estado secretor. O citoplasma da MEC alveolar ¢
preenchido com uma extensa rede de reticulo endoplasmatico rugoso, aparelho de Golgi
aumentado e numerosas mitocondrias e vesiculas secretoras contendo vesiculas de caseina. A
lactose ¢ sintetizada no aparelho de Golgi e transportada para as vesiculas secretoras em
direcdo a membrana plasmatica apical. As MECs secretorias também produzem goticulas
lipidicas emergentes do reticulo endoplasmatico pelo acimulo de lipidios neutros e que
crescem durante o transporte antes de serem liberados como globulos de gordura do leite por

brotamento (Figura 3) (TRUCHET; BIOLOGIST; HONVO-HOU, 2017).
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Figura 3 — Organizacdo intracelular da MEC.

Os componentes do leite sdo secretados no limen do alvéolo por diferentes vias nas MECs. O
transporte de componentes plasmaticos e as vezes de leucdcitos ocorre através da via paracelular (1).
Transportadores de membrana (2) permitem o movimento direto de ions, agua e glicose através da
membrana basal e apical da MEC. Algumas proteinas plasmaticas atingem o limen por transcitose
vesicular (3). Proteinas do leite, lactose, célcio e outros componentes da fase aquosa do leite sdo
transportados por vesiculas secretoras (SVs) e liberados apos a exocitose (4). Os lipidios (LD) sao
formados no reticulo endoplasmatico (ER) e crescem durante o transporte para o apice da MEC, onde
sdo liberados como globulo de gordura do leite (MFG) por brotamento, sendo envolvidos pela
membrana plasmatica apical do MEC (5). Fonte: Adaptado de TRUCHET, Sandrine, 2017.

Durante a lactacdo, a glandula mamaria consiste em um epitélio glandular tibulo-
alveolar altamente ramificado, envolto por um estroma de tecido adiposo e conjuntivo e
sustentado por uma estrutura frouxa de tecido conjuntivo fibroso (GEDDES, 2007). A mama

possui cerca de 15-20 16bulos com tamanhos variaveis, sendo que cada 16bulo contém entre
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10 a 100 alvéolos. Os alvéolos agrupam-se em torno de ductos que vao em direcdo ao mamilo

por um ducto lactifero, que se dilata durante e ejecao do leite (RAMSAY et al., 2004).

2.3 ADIPOCITO ROSA

A glandula mamaria funciona como uma glandula somente durante a gestacdo e a
lactagdo, porque sua por¢ao glandular, o alvéolo produtor de leite, se desenvolve apenas nesse
momento ¢ involui apos o final da lactagao (RICHERT et al., 2000). Em todos os outros
periodos da vida, a mama consiste em gordura infiltrada por ductos ramificados que
convergem em um mamilo. As células alveolares derivam dos progenitores luminais contidos
nos ductos; no entanto, sua morfologia aponta para outra possivel origem: a conversdo direta
dos adipocitos. A comparagdo de alvéolos recém-formados encontrados no inicio € no final da
gravidez mostrou que a principal diferenga morfologica reside na quantidade de lipidios que
sdo armazenados em seu citoplasma. Todas as células epiteliais alveolares encontradas no
final da gestacdo sdo imunorreativas para marcadores de diferenciacdo tardia - como a whey
acidic protein (WAP) e o fator de transcricio nuclear ELFS5, um regulador chave da
alveologénese - e apresenta uma morfologia reminiscente de adipocitos uniloculares
(adipocitos brancos) (PROKESCH et al., 2014).

Esse tecido adiposo que recobre a glandula mamaria durante a lactagdo ¢ o tecido
adiposo rosa. Durante a gravidez e lactagdo, os depositos subcutaneos do tecido adiposo da
mama se transformam em glandulas mamarias e estudos sugerem que os alvéolos se
desenvolvem em duas etapas através de dois diferentes mecanismos: Na primeira fase da
gravidez, os alvéolos sdo constituidos de células epiteliais com goticulas de lipidio
citoplasmético ausentes que poderiam derivar da proliferagdo de células-tronco. Entretanto,
no segundo estagio da gravidez, as células epiteliais estdo repletas de lipidios enquanto a
quantidade de gordura subcutanea reduz. Esses dados sugerem que na segunda parte da
gravidez (dia 17 da gestacdo do rato), os adipocitos subcutaneos adquiram caracteristicas
epiteliais, provavelmente sob estimulos hormonais, agregando-se a adipdcitos cor-de-rosa
com comprometimento similar as células mioepiteliais para formar alvéolos secretores de leite

derivados de tecido adiposo (GIORDANO et al., 2014).
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2.4  LACTOGENESE

O processo de producao e secrecdo do leite ¢ dividido em duas fases: lactogénese I e
lactogénese II. A lactogénese I comega no inicio da gestagdo, onde ocorre a preparagao do
tecido mamario para a sintese do leite, através de mudancas fisicas que incluem hipertrofia
dos adipocitos, desenvolvimento dos ductos e 16bulos mamadrios, multiplicagio e
desenvolvimento dos alvéolos (JEVITT; HERNANDEZ; GROER, 2007). Apos o parto, a
expulsdo da placenta resulta em uma queda da progesterona e estrogénio, enquanto as
concentragdes de prolactina permanecem altas na presenca de insulina e cortisol, resultando
na lactogénese I, onde se inicia a secrec¢do do leite. Esse leite secretado pode ser classificado
em colostro (0 - 3 a 0 - 5 dias ap6s o parto), leite de transi¢ao (até 15 dias apods o parto) e leite
maduro (apds 15 dias do parto) e essa diferenca de classificagdo refere-se a alteragao do teor

de componentes do leite durante a lactagdio (RASMUSSEN; KJOLHEDE, 2004).

2.5 OBESIDADE E LACTACAO

O aleitamento materno pode ser particularmente dificil em determinadas situagdes. Ha
relatos na literatura sobre possiveis fatores associados a incapacidade de aleitamento, o
retardo da lactogénese ou a simples desisténcia do ato de amamentar. Tem sido demonstrado
que o indice de massa corporal (IMC) pré-gestacional esta negativamente associado com o
tempo de lactogénese II, o inicio da secrecdo do colostro (RASMUSSEN; KJOLHEDE,
2004). Lembrando que IMC ¢ medido pela divisao do peso em quilogramas pela altura em
metros ao quadrado (peso/altura?), utilizando os critérios da OMS. Sendo que ¢ considerado
baixo peso IMC <18,5, peso normal IMC entre 18,5 e 24,9, sobrepeso IMC entre 25,0 € 29,9,
obesidade classe I IMC entre 30,0 e 34,9, obesidade classe II IMC entre 35,0 ¢ 39,9 ¢
obesidade classe IIT IMC >40 (WHO, 2000).

Postula-se que a obesidade materna desempenhe um papel inibidor sobre a prolactina,
retardando ou mesmo inibindo a producdo e secrecdo do leite. A queda na concentragdo de
progesterona que ocorre imediatamente apds o parto da inicio a secre¢do do colostro, mas a
manutengdo das concentragdes de prolactina e cortisol sdo necessarias para que esse
mecanismo seja eficaz. Sabe-se que o tecido adiposo produz e secreta altas concentragdes de
progesterona. Esta fonte adicional de progesterona pode levar a consistentemente maiores
concentragdes de progesterona entre mulheres obesas em comparagdo com mulheres de peso

normal. Isto, por sua vez, levaria a um atraso na obtencdao da concentragdo apropriada para
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desencadear o inicio da lactogénese II (RASMUSSEN; KJOLHEDE, 2004). A obesidade
materna foi definida como um importante fator de risco para o atraso na amamentacao, devido
a uma menor resposta da prolactina a suc¢ao do bebé. Esse atraso pode levar a incapacidade
de sustentar o aleitamento materno, com consequente interrupcdo da amamentagao e
diminui¢do do peso do recém-nascido (MA et al., 2012).

A obesidade ¢ um problema obstétrico de extrema importancia por poder afetar tanto a
mae, aumentando o risco de desenvolver diabetes gestacional e pré-eclampsia, quanto o feto,
que sera mais propenso a desenvolver sindrome metabdlica na vida adulta, além de um risco
aumentado de morbidade e mortalidade obstétrica (BONEY et al., 2005).

Em estudo anterior, os autores mostram que ha uma maior concentra¢ao de 8-hidroxi-
desoxiguanosina, que ¢ um marcador de estresse oxidativo, no leite materno de maes obesas
em comparacdo com maes saudaveis. Esse resultado sugere que, assim, podera contribuir para
um elevado ganho de peso, ou limitado crescimento linear, colocando o lactente em maior
risco de obesidade ao longo da vida (YOUNG et al., 2018).

Mesmo a amamentagdo sendo dificultada pela obesidade, ela deve continuar sendo
encorajada, ndo s6 pelos potenciais beneficios neonatais, mas também pelos maternos,
relacionados a redugdo do peso no poés-parto e diminui¢do do risco de diabetes em mulheres

obesas que desenvolveram diabetes gestacional (GUNDERSON et al., 2016).

2.6  COMPOSICAO DO LEITE MATERNO

O leite materno ¢ um fluido bioldgico essencial para nutricdo e amadurecimento do
sistema imunologico do recém-nascido (FUJITA et al., 2012) e recomendado pela
Organizacdo Mundial da Satide (OMS) como a tnica fonte de nutricdo pelos primeiros seis
meses de vida. A sua composi¢do ¢ adaptada para cada mae atender as necessidades do bebé e
pode ser afetada pela alimentagdo da mae, hora do dia, estagio da lactacdo entre outros fatores
(ZIVKOVIC; NORDING; OHMAN, 2016). Portanto, acredita-se que a composi¢ao do leite
de cada mae seja diferente (U.S. DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES,
2011). Ainda, ha diversos componentes antimicrobianos e imunomoduladores no leite
materno que tem a funcdo de compensar as deficiéncias do sistema imune do recém-nascido,
além de dificultar a translocacdo de patdgenos no sistema gastrointestinal (KOROTKOVA,
2002). Além disso, bebés que foram amamentados possuem uma microbiota intestinal mais

estavel do que bebés que foram alimentados com formulas, isso se deve a alteragdes na
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mucosa intestinal devido as substdncias bioativas presentes no leite materno
(BEZIRTZOGLOU; TSIOTSIAS; WELLING, 2011).

Os componentes bioativos que estao presentes no leite materno tém a capacidade de
inibir a inflamagdo e aumentar a produgao de interleucinas 1, 6, 8 e 10, fator transformador de
crescimento (TGF), PAF-acetil-hidrolase, antioxidantes, inibidores da protease leucocitéaria
secretora (SLPI) e defensina. Além disso, contém também fatores que podem mediar a
diferenciagado e crescimento de células B, como a molécula de adesao vascular 1 e a molécula
de adesao intracelular (ANDREAS; KAMPMANN; LE-DOARE, 2015).

Dentre os constituintes do leite materno, os lipidios sdo a maior fonte de energia. A
grande maioria (98%) sdo triacilglicerdis e o restante consiste em diacilglicerois,
monoacilglicerodis, acidos graxos livres, fosfolipidios e colesterol (LOPEZ; MENARD, 201 1).
Como uma importante fonte de energia (DONOHOE et al., 2011), encontramos também os
acidos graxos de cadeia curta (AGCC), além de terem um papel no desenvolvimento saudavel
do trato gastrointestinal infantil (MONOLAYERS et al., 2009). As esfingomielinas, que estao
presentes na membrana das células de gordura do leite, sdo importantes no processo de
mielinizacdo do sistema nervoso central (SNC) e tem demonstrado melhorar o
desenvolvimento neurocomportamental de bebés com baixo peso ao nascer (TANAKA et al.,
2013).

Com a fun¢do de proporcionar nutricdo, estimular a absorcdo de nutrientes e a
atividade antimicrobiana e imunomoduladora, aproximadamente 400 formas diferentes de
proteinas sdo encontradas no leite materno (MOLINARI et al., 2012). Essas proteinas podem
ser divididas em trés grupos: caseinas, proteinas do soro € mucina. As proteinas do soro e as
caseinas sao classificadas de acordo com a sua solubilidade, sendo que as proteinas do soro
estdo soluveis na solu¢do e as caseinas se encontram em forma de micelas, suspensas na
solugdo. As proteinas mais presentes na fracdo do soro sdo a a-lactalbumina, lactoferrina, IgS,
albumina sérica e lisozima. Ha trés tipos diferentes de caseinas presentes no leite materno
humano: a, B e k-caseina. A K-caseina estabiliza as a e f-caseinas insoliveis, formando uma
suspensao coloidal. No leite materno humano, o teor de proteina consiste em 13% de caseina,
encontrando-se em uma concentra¢do menor de caseina comparando com as outras espécies,
consequentemente, a taxa de crescimento de bebés humanos ¢ mais lenta (ANDREAS;
KAMPMANN; LE-DOARE, 2015).

Outros constituintes do leite materno incluem uréia, creatinina, nucleotideos,
aminodcidos livres e peptideos. Os nucleotideos, por exemplo, sdo considerados nutrientes

essenciais durante o inicio da vida, desempenhando papéis importantes em varios processos
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celulares, como alterar atividades enzimaticas e atuar como mediadores metabdlicos. Além
disso, também auxiliam o desenvolvimento, matura¢do e reparo do trato gastrointestinal,
assim como o desenvolvimento da microbiota e do sistema imune (MORA-MAGAN et al.,
2007).

Quanto a presenga de imunoglobulinas no leite materno, no inicio da lactagdo ha a
predominancia da IgA secretora (sIgA), seguida da IgG secretora (slgG) (HURLEY; THEIL,
2011). Os anticorpos presentes no leite materno sdo responsaveis pela protegdo contra
patogenos invasivos na superficie da mucosa, uma vez que as secre¢des do recém-nascido
contém apenas tracos de sIgA e slgG (BRANDTZAEG, 2009). A concentracdo de
imunoglobulinas no leite materno diminui & medida que o sistema imune do recém-nascido se
torna mais funcional, isso se da pelo fato de que a permeabilidade intestinal do bebé diminui
com o tempo, sendo assim ele se torna incapaz de absorver essas macromoléculas. O leite
materno contém também IgA especificos contra o Vibrio cholerare, Shigella, Giardia
lamblia, e infecgdes do trato respiratorio (EDMOND; ZAIDI, 2010).

As citocinas TNF-a, IL-6, IL-8 e IFN-y também sdo encontradas no leite materno,
geralmente em concentragdes mais baixas que diminuem ao longo da lactagdo (DEUGARTE
et al., 2005). Tanto IL-8 quanto TNF-a apresentaram-se aumentadas no leite maduro de maes
que tiveram pré-eclampsia (AKSOY; TARAKC, 2005). O papel das citocinas pro-
inflamatérias encontradas no leite materno ainda estd em estudo, mas sdo conhecidas por
estarem envolvidas no recrutamento de neutrofilos, melhorar o sistema intestinal e a IL-8
pode ajudar a proteger o recém-nascido contra os danos mediados por TNF-a
(MAHESHWARI et al., 2004). Concentracdes mais elevadas de IL-6 e IL-8 ocorrem na
mastite (infeccdo do tecido mamario), com maiores concentragdes das citocinas confinadas
nos lobulos afetados (MIZUNO et al., 2012). A citocina IFN-y também tem sido amplamente
estudada devido ao seu papel pré-inflamatorio, aumentando a resposta inflamatoria, enquanto
suprime a resposta alérgica (AGARWAL et al., 2011). O colostro de maes alérgicas contém
concentracdes de IFN-y mais baixos, mas concentragdes superiores de citocinas de resposta
Th2 como, IL-4 e IL-13 em comparagio com as mdes ndo-alérgicas (NOVOTNA;
KOCOURKOVA, 2012).

Além disso, uma grande variedade de carboidratos diferentes e complexos estd
presente no leite, sendo o mais abundante o dissacarideo constituido de glicose
covalentemente ligada a galactose. A lactose estd presente em maior concentragdo no leite
humano em comparacdo a outras espécies, devido as altas exigéncias energéticas do cérebro.

Os oligossacarideos do leite humano (HMO - Human Milk Oligosaccharides) também
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compdem uma fragdo significativa de carboidratos, porém, por ndo ser digerivel pela crianga,
tem como funcdo nutrir a microbiota gastrointestinal. Eles s3o um importante componente de
carboidratos e o terceiro maior componente no leite materno, totalizando, em média, de 12,9
g/L no leite maduro e 20,9 g/l quatro dias apds o parto, no colostro (ANDREAS;
KAMPMANN; LE-DOARE, 2015).

Os HMO s3o compostos por cinco diferentes agucares, L-fucose, D-glicose, D-
galactose, N-acetilglicosamina e N-acido acetilneuraminico. Eles atuam como pré-bidticos,
proporcionando o crescimento de cepas de bactérias benéficas ao trato gastrointestinal
infantil, como a Bifidobacterium infantis, protegendo a criang¢a da colonizagdo por bactérias
patogénicas (WARD et al., 2006). Os HMO também desempenham papel importante na
prevengdo de infecgdes do trato respiratério (NEWBURG; WALKER, 2007).

2.7  BISFENOL A

O bisfenol A ou BPA (4,4'-isopropilidenodifenol ou 2,2-bis (4-hidroxifenil) -propano)
¢ um composto branco cristalino com um peso molecular de 228,29 g/mol, seu ponto de fusdo

¢ 156 °C e apresenta baixa solubilidade em agua (Figura 4) (LEGEAY, 2017).

Figura 4 — Estrutura molecular do BPA.
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O BPA tem sido amplamente utilizado como mondémero na producdo de plastico
policarbonato e resina epdxi em embalagens de alimento, selantes dentarios e tubulagdes
(HUANG et al., 2012).

O BPA ¢ um desregulador endoécrino conhecido e foram descritas atividades
estrogénicas, antiandrogénicas, em glicocorticoides ¢ hormodnios da tireéide (SKLEDAR;
MA”, 2016). Estudos mostram que existe uma alta exposi¢ao humana ao BPA devido a alta
ocorréncia do analito em amostras biologicas, principalmente em amostras de urina

(AZZOUZ; RASCON; BALLESTEROS, 2016). A exposi¢do a essa substincia pode provocar
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inameros efeitos adversos a saude, como diabetes, obesidade ¢ doengas cardiovasculares
(ROCHESTER, 2013). Foi demonstrado que concentragdes mais elevadas de BPA urinario
durante a gestagdo aumentaram a possibilidade de criangas com pesos mais baixos ao nascer
(HUO et al., 2015). Isso se deve ao fato de que o BPA pode atravessar a placenta humana e
apresentar um risco ao desenvolvimento fetal (CORBEL et al., 2014). O BPA também pode
reduzir a secrecdo basal de testosterona, podendo diminuir a fertilidade em homens
(ELADAK et al., 2015).

O BPA pode ser metabolizado por mamiferos através de duas vias: glucuronidacao e
sulfatagdo. O metabolismo por glucuronidacdo ocorre pela via hepatica e essa reagdo ¢
catalisada pela enzima UGT2BI1, uma isoforma da UGT (UDP-glucuronosiltransferase). A
taxa de glucuronidacdo hepatica ¢ menor durante a gravidez devido a uma menor expressao
da UGT durante a gestacdo. A concentragdo de UGT no figado fetal humano também ¢
reduzida quando comparado ao figado humano adulto. Uma vez metabolizado por
glucuronidacgdo, o BPA glucuronideo é excretado através do trato urinario (Figura 5). Esta ¢
outra contraindicacdo da exposi¢do neonatal ao BPA e também justifica porque a
concentracdo de BPA na placenta ¢ maior do que no plasma da mae (STRASSBURG et al.,
2002).
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Figura 5 — Metabolismo do BPA.
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Fonte: Adaptado de JALAL, Nasir et. Al., Bisphenol A (BPA) the mighty and the mutagenic, 2018.

A outra reacao de metabolismo do BPA ¢ via citocromo p450s, metabolizando o BPA
em bisfenol-o-quinona via 5-hidroxi-BPA e um intermediario semifinona bisfenol. Acredita-
se que a sulfatagao do BPA pelas sulfotransferases também seja parte das vias metabolicas de
detoxifica¢do (SHIMIZU et al., 2002).

O periodo de desenvolvimento que incluem o pré-natal, nascimento e infancia sao os
momentos de maior sensibilidade aos efeitos do BPA e por ele ser classificado como um
desregulador endocrino pode levar a alteragdes enddcrinas e distirbios metabdlicos, por isso
foi necessario que se tomassem medidas preventivas em varios paises do mundo (BRAUN,
2017).

Em 2010, a Franga proibiu o uso do BPA para fabricagdo de mamadeiras de plastico
como medidas de precaugdo apds evidéncias sugerirem uma associagdo entre a exposicao ao

BPA e efeitos nocivos a satide humana, principalmente em criangas. Posteriormente, em
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2011, essa proibicao foi aplicada em toda a Europa e em 2015, o continente proibiu o uso do
produto em todos os materiais de contato com alimentos, definindo como ingestdo diaria
maxima admissivel (TDI - Tolerable Daily Intake) 4pg/kg/dia (EFSA, 2015).

Em 2012, a Food and Drug Administration (FDA), nos EUA, proibiu a presenca de
BPA em produtos destinados a lactentes e criangas. Através de um projeto realizado em 2014
no mesmo pais, foi considerado “nivel sem efeito adverso observado” (NOAEL - Observed
Adverse Effect Level) de consumo de BPA de S5mg/kg/dia (FDA, 2019). Entretanto, apds um
estudo realizado no Canada, avaliando o risco do BPA a saitde, o Ministro da Saude do
Canada recomendou que o principio geral de ALARA - 4As Low As Reasonably Achievable
(tdo baixo quanto razoavelmente possivel) deveria ser aplicado para limitar a exposi¢do ao
BPA (HEALTH CANADA, 2013).

No Brasil, a Resolugdo RDC N° 41, de 16 de setembro de 2011 dispde sobre a
proibi¢do de uso de Bisfenol A em mamadeiras destinadas a alimentagdo de lactentes e da
outras providéncias: “Fica proibida a fabricagdo e importacio de mamadeiras para a
alimentacdo de lactentes que contenham a substancia bisfenol A [2,2-bis(4-hidroxifenil)

propano, CAS 000080-05-7] na sua composigdo.” (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

2.8  BISFENOL A E OBESIDADE

Alguns estudos mostraram também associagdo da ingestdo de BPA com a obesidade. O
tecido adiposo ¢ considerado um o6rgdo endocrino, sendo assim, o BPA como um
desregulador endocrino poderia afetar este tecido (ZHAO et al., 2012). Demonstrou-se
associagdo entre as concentragdes circulantes altas de leptina com a maior exposi¢ao ao BPA,
sendo a leptina uma adipocina associada a saciedade e regulacdo do balango energético a
resisténcia a mesma pode ocorrer através de varios mecanismos, incluindo o transporte
defeituoso da leptina através da barreira hematoencefalica (BHE), atenuacdo da sinalizacao da
leptina, inflamacdo e biodisponibilidade excessiva de zinco, contribuindo para o aumento do
tecido adiposo (PAN; GUO; SU, 2014). Sugere-se que a exposi¢ao do BPA esteja associada
com alteragdes nas concentracdes de adipocinas envolvidas na regulacao do apetite e
saciedade e consequentemente com a fisiopatologia da obesidade, demonstrando que o tecido
adiposo pode ser um alvo do BPA e produzindo disfun¢do dos adipdcitos (SKLEDAR; MA™,
2016).
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2.9  EXPOSICAO AO BISFENOL A

A principal fonte de exposi¢ao ao BPA em humanos ¢ através da dieta, pela ingestao
de alimentos e bebidas contaminadas, embora o ar, a poeira € a 4gua sejam outras possiveis
fontes de exposicdo. O BPA pode penetrar nos alimentos a partir dos revestimentos internos
de resina epoxi dos alimentos enlatados e dos produtos de consumo, como utensilios de mesa
em policarbonato, recipientes de armazenamento de alimentos, garrafas de agua e
mamadeiras. O grau em que o BPA passa dos frascos de policarbonato para o liquido ou
alimento depende da temperatura do mesmo e do recipiente, quanto maior a mudanca de
temperatura, maior a liberagdo de BPA (NIH, 2019).

A utilizacdo de produtos e consequente ingestdo do BPA gera uma preocupagdo
porque a exposicao humana ao BPA ¢ generalizada. A Pesquisa Nacional de Saude e Nutri¢dao
realizada pelo Centro de Controle e Prevencdo de Doengas encontrou niveis detectaveis de
BPA em 93% das 2517 amostras de urina de pessoas com seis anos ou mais. Outro motivo de
preocupacdo ¢ o fato de alguns estudos em animais relatarem efeitos em fetos e recém-
nascidos expostos ao BPA (NIH, 2019).

Segundo relatério de especialistas realizado pela Food Agriculture Organization
(FAO) e World Health Organization (WHO), estima-se que a exposicdo média de bebés
exclusivamente amamentados (0 a 6 meses) ao BPA seja de 0,3 pg/kg de peso corporal por
dia. Estimativas de exposi¢do sdo geralmente maiores para bebés alimentados com formula
em frascos contendo policarbonato em comparacao com frascos sem policarbonato. A maior
exposicao ocorre em criangas de 0 a 6 meses de idade que sdo alimentadas com formula,
sofrendo uma ingestao de 2,4 pg/kg de peso corporal por dia de BPA. Uma vez introduzidos
alimentos s6lidos (aos 6 — 36 meses), a exposi¢do ao BPA diminui proporcionalmente com o
aumento do peso corporal. Para criancas com mais de 3 anos, as estimativas mais elevadas de
exposicao ndo excederam 0,7 pg/kg por dia. Para adultos, as maiores estimativas ndo
excederam 1,4 pg/kg de peso corporal por dia (FAO, 2010).

Alguns estudos mostram que esta alta exposi¢do pode gerar consequéncias negativas
ao ser humano, porém, devido a pequena quantidade de pesquisas, ainda ha muitas duvidas a
respeito do seu potencial carcinogénico, neurotdéxico, imunotoxicidade, efeitos
cardiovasculares e desordens metabdlicas (FAO, 2010).

A falta de informagdes sobre as consequéncias do uso do BPA torna necessaria a

realizagdo de pesquisas a respeito desta substancia para se descobrir sobre 0 mecanismo dos
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maleficios gerados pelo mesmo, além de ser necessario possuirmos informagdes adicionais

sobre o que o BPA pode causar no corpo humano e meio ambiente.
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3 OBJETIVOS
3.1  OBJETIVO GERAL

Determinar a concentragdo de bisfenol A (BPA) no colostro de maes atendidas no HU-
UFSC através da técnica de Imunoensaio enzimatico (ELISA) e estabelecer associagdes entre
o uso de plasticos e a lactogénese II.

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar as concentracdes de BPA no leite materno (colostro) em até 72 h apds o

parto através da técnica de ELISA;

- Comparar os resultados do BPA com o uso de plasticos;

- Correlacionar os resultados do BPA com dados clinicos da mae e do recém-nascido

(RN);

- Realizar acompanhamento da amamentacdo para poder avaliar o BPA como um

possivel disruptor da lactogénese II;

- Avaliar a exposicao ao BPA do RN a partir das concentragdes no leite materno;

- Realizar uma revisdo da sistemdtica e metandlise dos artigos encontrados sobre o

tema proposto.
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4 METODOLOGIA

4.1  DESENHO EXPERIMENTAL

A Figura 6 apresenta um esquema do desenho experimental deste trabalho.

Figura 6 — Desenho experimental.

Coleta de leite materno (colostro) de maes internadas no HU-UFSC
N=80

Determinacgio de Bisfenol A

Associagio entre
BPA e dados
qualitativos das
pacientes

Determinacdo da  Associacdo entre

concentracdo de BPAe
BPA por ELISA =

Revisfio sistematica e metanslise

Legenda: BPA — Bisfenol A

4.2  PARTICIPANTES

O estudo foi aprovado pelo Hospital Universitario Professor Polydoro Ernani de Sao
Thiago (HU - UFSC) e pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Santa Catarina
(CAAE 68008317.4.0000.0121) (ANEXO A). As participantes foram recrutadas em até 72 h
apds o parto. Para participar, as pacientes aceitaram todos os procedimentos do estudo e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Foram excluidas do
estudo maes vivendo com o virus HIV (virus da imunodeficiéncia humana) 1-2 e HTLV
(virus linfotropico da célula humana) ou que apresentavam qualquer outro impedimento
clinico descrito pela equipe médica para amamentacdo. A avaliacdo do estado nutricional da
gestante foi realizado conforme a idade gestacional, utilizando a tabela desenvolvida por

Atalah e colaboradores em 1997 (APENDICE B).
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4.2.1 Coleta de informacdes

As maes foram questionadas sobre informagdes pré e pds-gestacionais, socioculturais,
socioecondmicos e uso de plasticos, em ambiente adequado e respeitando a adaptacdo com o
RN. Os dados clinicos como Capurro (método para avaliacdo da idade gestacional do RN),
tipo de parto, peso do RN ao nascer, duragdo do trabalho de parto (foi considerado inicio do
trabalho de parto quando as contragdes se tornaram frequentes e regulares), foram retirados
dos prontudrios das pacientes. As perguntas utilizadas para avaliar a utilizagdo dos plasticos
foram:

1. Vocé tem o costume de acondicionar comida/liquidos quentes em recipientes
plasticos?

2. Vocé tem o costume de esquentar comida/bebida em recipiente de plastico no
micro-ondas?

3. Qual a frequéncia que vocé ingere liquidos quentes, como café e cha, em recipientes
plasticos?

4. Qual a frequéncia com que vocé ingere comida/bebida enlatada?

Apds o nascimento, as participantes foram acompanhadas mensalmente por até seis
meses e foram orientadas a comparecer as visitas mensais ao pediatra de escolha (rede privada
ou Unidade Basica de Satde) e receber informagdes sobre a importdncia da amamentagao.
Informagdes sobre o crescimento da crianga ou possiveis complicagdes também foram
coletadas. O estado de amamentacdo foi definido da seguinte forma:

- Amamentagao exclusiva;

- Aleitamento misto (férmula e leite materno);

- Uso somente de formula.

4.2.1.1 Informacdes coletadas

Em questiondrio (ANEXO B) previamente montado pela equipe do projeto, foram
coletadas as seguintes informagdes (autodeclaragoes):

- Peso pré-gestacional;

- Peso atual;

- Altura;

- Raca;

- Aspectos socioecondmicos;
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- Tipo de parto;

- Numero de filhos;

- Amamentagdes anteriores (se houver);
- Peso do RN;

- Complica¢des na gravidez;

- Habitos alimentares;

- Uso de plasticos no dia-a-dia.

4.2.2 Coleta das amostras

Para a coleta do leite materno (colostro), aproximadamente 2 mL de amostra foi
solicitado através de ordenha manual, procedimento usual recomendado e facilitado pelos
profissionais do CIAM (Central do Incentivo ao Aleitamento Materno). As amostras foram
coletadas em copos coletores livres de BPA, posteriormente transferidas para eppendorfs

também livres de BPA e armazenadas a -80 °C até o momento da analise.

43  EXTRACAO DE GORDURA DAS AMOSTRAS

Previamente a analise de BPA por ELISA, 64 amostras de leite materno foram
centrifugadas a 10.000 g por 30 minutos a 4 °C para extragdo de gordura das amostras e a

camada intermediaria de liquido foi coletada.

44  DETERMINACAO DE BISFENOL A (BPA) POR ELISA

As concentragdes de BPA das pacientes foram analisadas nas amostras de leite
materno através de um conjunto diagndstico de imunoensaio enzimatico (ELISA) do tipo
sanduiche, fabricado por MyBioSource (San Diego, Califérnia, EUA). A andlise foi realizada
de acordo com os protocolos fornecidos pelo fabricante. A solucdo padrdo para ELISA (240
ng/mL) foi reconstituida com diluente padrao para gerar uma solugdo estoque padrao de 120
ng/mL e mantido em agitag¢do leve por 15 minutos. A curva de calibragdo (Figura 7) foi feita
em duplicata diluindo serialmente a solucdo estoque padrao 1:2 com diluente padrao para
produzir solugdes de 60 ng/mL, 30 ng/mL, 15 ng/mL e 7,5 ng/mL. O diluente padrao foi
utilizado como branco. Para o ensaio, primeiramente foram adicionados 50 uL de cada ponto

da curva em duplicata em seus respectivos pog¢os, assim como o branco. Posteriormente,



37

foram adicionados 40 pL de cada amostra de leite materno e 10 pL do anticorpo anti-BPA.
Ao fim, adicionou-se 50 pL de estreptavidina-HRP em todos os pocos, a placa foi coberta e
incubada por 60 minutos a 37 °C. Ap0s a incubacao, a placa foi lavada cinco vezes utilizando
o tampao de lavagem. Adicionou-se 50 uL do substrato A e 50 pL do substrato B em todos os
pogos e incubou-se novamente por 10 minutos a 37 °C no escuro. Por fim, foram adicionados
50 uL da solugdo de parada em cada pogo e a coloracdo azul se converteu em amarelo
imediatamente. A absorbancia foi medida através de espectrofotdometro, fabricado por
Pharmacia LKB (Derwood, Maryland, EUA), em um comprimento de onda de 450 nm. As
concentragdes foram determinadas por interpolagdo em uma curva de calibragdo ¢ a

sensibilidade do ensaio foi de 0,23 ng/mL.

Figura 7 — Curva padrao (apenas para referéncia) do conjunto diagndstico ELISA BPA
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Fonte: Adaptado de MyBioSource, 2019.

45  AVALIACAO DA EXPOSICAO DO RECEM-NASCIDO (RN) AO BPA

A fim de se obter uma estimativa da exposicdo ao BPA de criangas amamentadas,
foram combinadas informacgdes sobre o consumo de leite ¢ das concentracdes de BPA total no
leite materno das pacientes do estudo. A exposicdo ao BPA dos RNs amamentados foi
estimada seguindo a abordagem deterministica. Nesta abordagem, o consumo didrio estimado

foi calculado de acordo com a seguinte equacao:

Consumo diario estimado = Cx M
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onde C ¢ a concentracdo de BPA das pacientes e M ¢ a taxa média de consumo de leite
(quantidade de leite humano consumido por dia) (DUALDE et al., 2019).

Foi utilizada uma ingestao de leite materno de 150 mL/kg de peso corporal do RN por
dia. Também foi calculada a exposi¢ao ao BPA utilizando o percentil superior (O percentil
superior ¢ relatado como média mais 2 desvios padrio) da ingestdo de leite materno
recomendada pela EPA (United States Environmental Protection Agency) para criangas do
nascimento at¢ menos de um més de idade (220 mL/kg de peso corporal do RN por dia)

(EPA, 2005).

4.5.1 Avaliacido da concentracio de BPA maxima admissivel no leite materno

Calculou-se também, utilizando a mesma formula, qual seria a concentragdo maxima
admissivel de BPA no leite materno, para que a ingestdo do RN ndo ultrapassasse o TDI
(ingestdo diaria méaxima admissivel) de 4 pg/kg/dia estabelecido pelo EFSA (European Food
Safety Authority) (EFSA, 2015).

C=TDI/M

Onde C ¢ a concentracdo maxima admissivel no leite materno, o TDI equivale a 4
pg/kg/dia e M ¢ a taxa média de consumo de leite por dia.

Para isso, utilizou-se o peso médio de criancas nascidas com 40 semanas de gestacao
no Brasil (3,2 kg para meninas e 3,3kg para meninos) (PEDREIRA; PINTO, 2005) e a
quantidade média de leite ingerido por criancas em at¢ um més de idade (150 mL/kg-dia)

(EPA, 2005).

4.6 REVISAO SISTEMATICA E METANALISE

Foi realizada uma revisdo sistematica e metanalise a partir dos artigos de ensaios

clinicos encontrados sobre a concentragao de BPA no leite materno humano.

4.6.1 Busca de artigos

A busca de estudos foi realizada nas bases de dados Pubmed e Web of Science em
fevereiro de 2019. A estratégia de busca foi composta pelas seguintes chaves de pesquisa:

"bisphenol A"[AIll Fields] AND "breast milk"[All Fields] AND ("2009/02/27"[PDat]:
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"2019/02/24"[PDat] AND "humans"[MeSH Terms]) na base de dados Pubmed e TOPICO:
(bisphenol A) AND TOPICO: (breast milk) AND TOPICO: (human) Tempo estipulado:
2009-2019. Indices: SCI-EXPANDED, SSCI, A&HCI, CPCI-S, CPCI-SSH, ESCI na base de
dados Web of Science.

4.6.2 Selecio de estudos e coleta de dados
A selegdo de estudos foi feita por andlise dos titulos e resumos dos estudos
selecionados pela busca. Foram inicialmente selecionados artigos que preenchessem os

seguintes critérios: ensaios clinicos contendo a determinacdo de BPA no leite materno

humano entre os anos de 2009 e 2019, em inglés.

4.6.3 Avaliacido da qualidade do artigo

Para esta avaliagdo, foi utilizado o sistema de pontuagdo apresentado por Loney e

colaboradores (1998). O escore de pontuacdo vai de 0 a 8, como apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 — Escore de pontuagdo dos artigos.

Item Escore
1. Amostra aleatoria ou populagdo inteira 1 ponto
2. Amostragem imparcial 1 ponto
3. Tamanho amostral adequado 1 ponto
4. Medidas foram o padrao 1 ponto
5. Resultados medidos por avaliadores imparciais 1 ponto
6. Taxa de resposta adequada 1 ponto
7. Intervalo de confianga 1 ponto
8. Assuntos do estudo descritos 1 ponto
Escore maximo 8 pontos

Fonte: Loney, et al., 1998.
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4.6.4 Metanalise

Para verificar a frequéncia de deteccio do BPA no leite materno foi realizada a
metanalise. A analise da frequéncia foi realizada pelo modelo de efeitos aleatorios. Os
resultados foram expressos por meio de grafico de funil e grafico de floresta com intervalo de

confiang¢a de 95% (IC95%).

47  ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em mediana. Todas as analises foram realizadas
utilizando-se o software MedCalc v19.0.4 (MedCalc, Ostend, Belgium). As diferencas entre
os grupos foram avaliadas utilizando os testes Mann Whitney U para varidveis numéricas, €
Qui-quadrado para andlises de associagdo de duas variaveis qualitativas. Para a regressao
logistica, as seguintes varidveis foram testadas no modelo: Capurro, participantes que comiam
comida enlatada, esquentavam o alimento no micro-ondas, bebiam liquidos quentes em
recipientes plasticos, acondicionavam alimento em plastico, tipo de parto, peso do RN ao
nascer, raga, ganho de peso na gestagdo e duracao do trabalho de parto. As razdes de chance
foram calculadas (RC), bem como os seus intervalos de confianca 95% (IC95%). Para a
andlise de heterogeneidade dos artigos, realizou-se o teste estatistico Q de Cochran. A partir
do resultado do teste Q foi feita a avaliagdo da inconsisténcia (I?). As diferengas foram

consideradas estatisticamente significativas quando o P < 0,05.
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5 RESULTADOS
5.1  DADOS CLINICOS
De janeiro a abril de 2019, 80 pacientes internadas no Alojamento Conjunto do HU-

UFSC foram incluidas no estudo e ap0s a aplicagdo de questionario e avaliagao de prontuario,

obtiveram-se os dados clinicos das mulheres, como mostra a Tabela 2.

Tabela 2 — Dados clinicos das pacientes

Dados clinicos Pré-gestacional Pos-gestacional

N 80

Idade (anos) 27 (16 —42)
Branca: 65

Cor (%) Negra: 33
Indigena: 2

IMC (kg/m?) 24,2 (17,4 —-41,3) 28,6 (23,0 —43,8)

Ganho de peso (kg) 13,5 (0-31)

' . Normal: 64
Tipo de parto () Cesarea: 36
Peso do RN (kg) 3,18 (2,16 —4,64)
Idade gestacional
(semanas) PE3-4)

Resultados expressos em mediana (valor minimo e maximos) ou em frequéncia relativa. Fonte: a
autora.

5.1.1 Utilizacao de plasticos

Todas as pacientes foram questionadas a respeito da utilizagdo de plasticos e sua
frequéncia na rotina.
Na Figura 8 estdo demonstradas as perguntas e respostas a respeito da utilizacdo de

plastico das pacientes e suas respectivas porcentagens.



Figura 8 — Questionario sobre a utiliza¢do de plasticos na rotina.

A Vocé tem o costume de acondicionar comida/liquidos
quentes em recipientes plasticos?

19%

Niao

51%
Sim, mas espero esfriar para
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B  Vocé tem o costume de esquentar comida/bebida
em recipiente de plastico no microondas?
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50%
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C Qual a frequéncia que vocé ingere liquidos quentes,
como café e cha, em recipientes plasticos?

3x nasemana Mais de 1x ao dia

Raramente 504 3% 1%

5%

1x na semana

14%
1x ao dia
72%
Nio
D Qual a frequéncia com que vocé ingere
comida/bebida enlatada?
9% 1% Todos os dias
3x na semana
21% 39%
Raramente

1x na semana

30%
Nio

Resultados expressos em porcentagens. Fonte: a autora.
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5.1.2 Avaliacdo da amamentacio
Através de acompanhamento via telefone até 6 meses, em que as pacientes foram
questionadas a respeito do aleitamento, crescimento infantil e possiveis complicagdes com a

mae ou com a crianga, foi possivel separar as maes em grupos, de acordo com a amamentagao

(Tabela 3).

Tabela 3 — Formas de aleitamento (N = 50).

Forma de aleitamento Frequéncia relativa

Amamentacao exclusiva 78%
Aleitamento misto (leite materno + férmula) 08%

Uso somente de formula 14%

Resultados expressos em porcentagens.

52  DETERMINACAO DE BISFENOL A (BPA) POR ENSAIO IMUNOENZIMATICO

Das 64 pacientes em que foram analisadas as concentracdes de BPA nas amostras de
leite materno, todas elas apresentaram valores detectaveis pelo método de ELISA, resultando
em uma mediana de 34,18 ng/mL (25,71 - 203,26). A Figura 9 representa a distribuicdo de

BPA no leite materno das participantes avaliadas.



45

Figura 9 — Concentragdes de Bisfenol A no leite materno pelo método de ELISA.
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Fonte: a autora.

Também foi realizada uma comparagao entre a concentracdo de BPA no leite materno
e o estado nutricional da participante, de acordo com a tabela desenvolvida por Atalah e

colaboradores em 1998 (Figura 10).

Figura 10 — Associacdo entre concentracdo de Bisfenol A e estado nutricional da participante
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Fonte: a autora.
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A concentracdo de BPA no leite materno também foi associada com a amamentacao,

para avaliar o mesmo como um desregulador da lactogénese II (Figura 11).

Figura 11 — Associacdo entre a concentracdo de bisfenol A e a amamentacgao
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Legenda: 0 — leite materno exclusivo; 1 — aleitamento misto; 2 —uso exclusivo de féormula. Fonte: a
autora.

Pelo teste de Qui-quadrado, ndo existe associacao estatisticamente significativa entre a
concentracdo de BPA (baixa — abaixo de 34,18 ng/mL ou alta — acima de 34,18 ng/mL) e o
habito de esquentar alimentos dentro do recipiente plastico no micro-ondas (P = 0,616),
ingerir liquidos em embalagens plasticas (P = 0,248), ingerir comida enlatada (P = 0,790) e
acondicionar comida em embalagens plasticas (P = 0,247). Além disso, ndao foram
encontradas associacdes significativas entre a concentragdo de BPA e o tipo de parto (P =
0,790) e a raca da participante (P = 0,263). A amamentacdo também ndo foi afetada pela
concentracdo de BPA no leite materno (P = 0,764).

Por meio do teste de Mann-Whitney U, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre mdes com BPA baixo e alto e o ganho de peso da mae durante a gestagao
(P =0,354), a duracdo do trabalho de parto (P = 0,428), o capurro (P = 0,508) e o peso do RN
(P=0,368).

Na regressao logistica, as seguintes varidveis foram mantidas no modelo: capurro,
participantes que comiam comida enlatada, esquentavam alimento em recipiente plastico no

micro-ondas, bebiam liquidos quentes em pléstico, acondicionavam alimentos antes ou apds
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esfriar em recipientes plésticos, tipo de parto e peso do RN ao nascer. (P =0,005). A partir da
regressao logistica, obtiveram-se os seguintes resultados: maes que acondicionavam comida
em recipientes plasticos € nao esperavam esfriar para acondicionar apresentaram 22,05 vezes
mais chances (IC95% = 1,69 a 287,64; P = 0,0182) de terem concentragdes de BPA altas em
relacdo as pacientes que ndao acondicionavam comida em recipientes plasticos; mulheres que
esperavam esfriar a comida para acondicionar em recipiente plastico apresentaram 9,81 vezes
mais chances (IC95% = 1,05 a 91,06; P = 0,0445) de terem concentracdes de BPA altas no
leite materno em relagdo as maes que nao acondicionavam comida em material plastico. Os

resultados da regressdo logistica estdo expressos na Figura 12.

Figura 12 — Gréfico de floresta regressdo logistica
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Acondiciona quente - 0,0445
0,01 0,1 1 10 100 1000

Razdo de chance

O grafico de floresta representa os resultados da razdo de chance e do intervalo de confianga 95%. O
valor de P foi considerado significativo quando P <0,05. Fonte: a autora.

53  AVALIACAO DA EXPOSICAO DO RN

Na abordagem deterministica, o consumo médio de BPA pelo RN foi calculado

seguindo a Equa¢do demonstrada na se¢do 4.6.
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Na Figura 13 e Figura 14, tem-se a ingestdo diaria média de BPA pelos RNs e
utilizando-se o percentil superior de consumo de leite, respectivamente.

Figura 13 — Ingestao de BPA pelo RN até o primeiro més.
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Legenda: TDI — ingestao didria maxima admissivel, BPA — bisfenol A; RN: recém-nascido. Fonte: a
autora.

Figura 14 — Ingestdo de BPA pelo RN até o primeiro més utilizando-se o percentil superior de
consumo de leite
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Legenda: TDI — ingestdo diaria maxima admissivel; BPA — bisfenol A; RN — recém-nascido. Fonte: a
autora.

A partir dos calculos, a mediana de concentracdo da ingestdo de BPA pelo RN até o
primeiro més foi de 15,4 pg/kg-dia e de 22,5 pg/kg-dia para o percentil superior de consumo

de leite.
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5.3.1 Avaliacao da concentra¢ao de BPA maxima admissivel no leite materno

Apods a utilizagdo do célculo: C= TDI/M, onde o TDI (ingestdo didria maxima
admissivel) foi de 4 pg/kg/dia e 0 M (taxa média de consumo de leite por dia) foi de 480
mL/kg-dia para meninas ¢ 495 mL/kg-dia para meninos, calculou-se o C (concentragao de
BPA méxima admissivel no leite materno) que foi de 8 ng/mL.

Portanto, todas as pacientes do estudo apresentaram concentracdes de BPA no leite
materno acima do limite superior calculado, como apresentado na Figura 15, em que a

concentragdo de 8 ng/mL esta destacada com uma linha tracejada.

Figura 15 — Representagdo das concentragdes de Bisfenol A no leite materno acima da concentracdo
maxima admissivel.
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Fonte: a autora.

54  REVISAO SISTEMATICA

Na base de dados Pubmed, foram encontrados 33 artigos no total, sendo que apenas 16
deles envolviam andlise da concentracdo de BPA no leite materno humano. Ja na base Web of
Science foram encontrados 114 artigos no total e, entre eles, apenas 19 eram sobre o tema

procurado. Dos 35 artigos encontrados nas duas bases de dados, 12 deles eram repetidos,
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sendo assim, apenas 23 artigos que pesquisavam concentracdo de BPA no leite materno de
humanos foram encontrados (Figura 16). A Tabela 4 apresenta a compilacdo dos dados da

literatura.

Figura 16 — Fluxograma de selegdo de estudos.
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Fonte: a autora.

Tabela 4 — Compilagdo dos dados da literatura.

Mediana | Frequéncia de
Referéncia Ano | Pais Método N
(ng/mL) | deteccao (%)
ANGELES et al. 2019 | ES HPLC-MS/MS | 53 0,26 76
GC-MS/MS
ARBUCKLE etal. | 2015 | CA 80 1,21 5
AZ7Z0UZ,;
RASCON; 2016 | ES GC-MS 6 2,15 66
BALLESTEROS.
BALLESTEROS; GC-MS/MSe |10| 545e
, 2014 | ES 75
NAVALON. HPLC-MS/MS 5,75
BALLESTEROS;
, 2015 | ES | UHPLC-MS/MS | 10 1,53 80
NAVALON.
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27
CAO et al. 2015 | CA GC-MS . 0,13 ppb 25,9
SPE-UPLC-
CARIOT et al. 2012 | FR 3 3,07 100
MS/MS
DECEUNINCK et
| 2015 | FR GC-MS/MS | 30| 0,13 ppb 86
al.
DUTY, et al. 2013 | US LC-MS 30 1,3 100
HARTLE et al. 2018 | US GC-MS/MS | 21| 6,5ppb 100
HINES et al. 2016 | US APCI/MS 34 1 61
KIM et al. 2018 | KR | HRGC/HRMS |73 0,8 82
12
LEE et al. 2018 | KR | HPLC-MS/MS ; 0,73 DNF
MENDONCA et SPE-UPLC-
2015 | US 27 2,1 75
al. MS/MS
SPE-UPLC-
MIGEOT et al. 2013 | FR 21 1,87 90
MS/MS
NAKAO et al. 2015 | JP GC-MS 19 | 36 ppb 100
NIU et al. 2017 | CN LC-MS 20| 0,089 85
PIENIAZEK, etal. | 2019 | PL LC-QqQ-MS [20| 1,13 100
TATEOKA etal. | 2015 | JP ELISA 10 6,2 100
32
Yletal. 2013 | KR LC-MS/MS S 7.8 70
HPLC-FDeLC- [ 10| 0,6e
YL KIM; YANG. | 2010 | KR 80 e 100
MS/MS 0 10,4
ZAFRA-GOMEZ;
BALLESTEROS; | 2014 | ES | UHPLC-MS/MS | 10| 1,55 60
NAVALON.
ZIMMERS etal. | 2014 | US LC-MS/MS 21| 3,13 62

Siglas: KR — Coréia; CN — China; ES — Espanha; JP — Japao; FR — Franga; CA — Canada; US —
Estados Unidos; PL — Polénia; DNF — Dado nao fornecido.
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Sete estudos analisaram a concentracdo de BPA no leite maduro das pacientes, apenas
um estudo avaliou no leite de transicdo, trés coletaram leite de transi¢do e maduro, dois
coletaram colostro, alvo do nosso estudo e a maioria (dez) ndo especificaram o tipo de leite
coletado. Além disso, os locais de coleta variaram entre hospitais universitarios (dois
estudos), hospitais gerais (seis estudos), centros de pesquisa (trés estudos), banco de leite (um
estudo) e clinicas (onze estudos).

A metodologia mais utilizada para a analise do BPA no leite foi a cromatografia
liquida acoplada ao espectrometro de massas, seguido da cromatografia gasosa.

Separando as concentragdes de BPA por continente, a Asia apresentou os resultados
mais altos, devido a elevada concentragdo encontrada na Coréia e Japao, resultado numa
mediana de 3,5 ng/mL, enquanto a China apresentou a menor concentracdo de BPA
encontrada nos 23 artigos. A Europa apresentou uma mediana de 1,55 ng/mL, seguido da
América do Norte, com uma mediana de 1,3 ng/mL. Entretanto, avaliando o continente
americano, percebe-se que ha uma grande discrepancia entre a frequéncia de detecgdo ¢ a
mediana das concentragdes de BPA entre Canadd e Estados Unidos. Avaliando apenas os
Estados Unidos separadamente, a mediana da concentracdo sobe para 3,13 ng/mL, quase tao
alta quanto no continente asiatico.

O estudo de Kim e colaboradores (2018), além da avaliacio de BPA, avaliou a
concentracdo de outros ftalatos, metais pesados e poluentes organicos no
neurodesenvolvimento infantil, através da andlise do leite materno, sangue do cordao
umbilical, soro e urina maternos, tendo como resultado a associagdo da ingestdo do BPA com
a diminuicdo do neurodesenvolvimento infantil. Ja o estudo de Lee e colaboradores (2018)
apresenta a distribuicdo do BPA no soro materno e infantil, urina materna e infantil, placenta,
leite materno e no sangue do corddo umbilical, demonstrando a contaminagdo da crianga com
o analito.

Ja o estudo de Niu e colaboradores (2017) mostrou, além da concentracdo do BPA, a
dos seus analogos e derivados também no leite materno, concluindo que o BPA foi o analito
mais encontrado no leite, seguido do BPF, resultado também encontrado nos estudos de
Deceuninck e colaboradores (2015), Nakao e colaboradores (2015) e Cariot e colaboradores.
(2012). O artigo de Azzouz, Rascon e Ballesteros (2016) determinou as concentracdes de
parabenos, alquilfenois, fenilfenois, BPA e triclosan em amostras de urina, sangue e leite
maternos, sendo que a maioria das amostras continham os analitos.

O estudo de Tateoka e colaboradores (2015) fez uma comparagdo entre as

concentracoes de BPA no leite materno antes e depois do consumo de café enlatado,
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resultando em um aumento significativo da concentragdo em 1 a 2 horas ap6s o consumo.
Arbuckle e colaboradores (2015) avaliaram a exposicdo da mde e da crianga ao BPA e ao
triclosan através da analise da urina materna e infantil, formula infantil, leite materno e
mecoOnio, demonstrando que tanto a made quanto a crianga sofreram exposi¢ao aos analitos.

Hines e colaboradores (2016) apresentam as diferentes concentragdes de BPA e outros
fenois e parabenos no leite, urina e soro maternos, demonstrando que a urina e leite materno
sao matrizes adequadas para andlise da exposicdo ao BPA. Zafra-goméz, Ballesteros e
Navalon (2014) determinaram a concentracao de BPA e diferentes desreguladores endocrinos
no leite materno, mostrando que a exposicao da crianga a esses analitos ndo ocorre apenas
através da placenta, mas também através da amamentagdo, assim com o artigo de Ballesteros
e Navalon (2014).

Zimmers ¢ colaboradores (2014) determinaram a concentragdo de BPA livre no leite
materno, resultando em uma maior exposicdo ao analito em maes caucasianas quando
comparadas as maes ndo caucasianas. O estudo de Duty e colaboradores (2013) avaliou a
concentracdo de BPA em amostras de leite materno, formula infantil e amostras de urina
infantil de recém nascidos prematuros, mostrando uma associagao positiva entre a quantidade
de dispositivos médicos utilizados e a exposi¢ao ao BPA.

Mendonca e colaboradores (2015) determinaram as concentracdes de BPA no leite
materno e urina infantil e encontraram o analito em quase todas as amostras, porém, nao
houve correlacdo significativa entre as concentragdes de BPA no leite materno e na urina
infantil. O estudo de Yi, Kim e Yang (2010) utilizou dois métodos diferentes para o
biomonitoramento do BPA no leite materno, € ao fim, recomendou o método de LC-MS/MS
(cromatografia liquida acoplada ao espectrometro de massas) para a confirmacdo da
concentragao do analito.

O artigo de Angeles e colaboradores (2019) comparou a concentragio de BPA e
alguns derivados no leite materno e na férmula infantil, demonstrando uma maior
concentracdo no leite sintético, reforcando entdo que o leite materno deve ser sempre a
primeira op¢do de nutri¢do infantil. O estudo de Pieniazek e colaboradores (2019) apresentou
as concentracdes de BPA e bisfenol S no leite materno, resultando em maior exposi¢cdo da
mae ao BPA, que ¢ variavel de acordo com a utilizagao de plasticos na rotina.

Hartle e colaboradores (2018) compararam a concentracido de BPA e outros
contaminantes quimicos no leite materno in natura e pasteurizado, sendo que a pasteurizacao

ndo afetou a concentracdo dos contaminantes. O artigo de Cao e colaboradores (2015) avaliou



54

as concentra¢des de BPA livre e total no leite materno, resultando em baixas concentragoes ¢
baixa porcentagem de detec¢do em mulheres canadenses.

O estudo de Migeot e colaboradores (2013) utilizou o colostro das maes para avaliacao
do BPA e seus derivados, resultando numa confirmac¢do da hipotese de que os humanos estdao
expostos também ao BPA clorado através de agua contaminada. Yi e colaboradores (2013)
também utilizaram o colostro das maes para avaliacio do BPA e outros desreguladores

endodcrinos, demonstrando que a maioria dos neonatos estavam expostos ao BPA.

5.4.1 Avaliagdo da qualidade dos artigos

Apds a avaliagdo da qualidade dos artigos a partir do sistema de pontuacdo

apresentado por Loney, et al. (1998), obteve-se o escore apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 — Escore de pontuacdo dos artigos.

Artigos Escore total

ANGELES et al. (2019) 7

ARBUCKLE et al. (2015)

AZZOUZ; RASCON; BALLESTEROS. (2015)

BALLESTEROS; NAVALON. (2014)

BALLESTEROS; NAVALON. (2015)

CAO etal. (2015)

CARIOT etal. (2012)

DECEUNINCK et al. (2015)

DUTY, et al. (2013)

HARTLE et al. (2018)

HINES et al. (2016)

KIM et al. (2018)

LEE et al. (2018)

MENDONCA et al. (2015)

MIGEOT et al. (2013)

NAKAO et al. (2015)

DN | R | O | W O 9| | W O R O U

NIU et al. (2017)
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PIENIAZEK, et al. (2019) 5
TATEOKA et al. (2015) 3
Yl et al. (2013) 8
YI; KIM; YANG. (2010) 5
ZAFRA-GOMEZ; BALLESTEROS; NAVALON. ]
(2014)

ZIMMERS et al. (2014) 6

Resultados expressos em numeros variando de 0 a 8.

55 METANALISE

Os resultados da metanalise mostraram um percentual de 79% de frequéncia de
detec¢do do BPA avaliando todos os artigos estudados, com um intervalo de confianca de
66% a 90%.

Devido a presenca de heterogeneidade entre a frequéncia de deteccdo de BPA nos
estudos (P < 0,0001 e I> = 96,43%) foi aplicado o modelo de efeitos aleatérios, representado

pelo gréfico de floresta (Figura 17).



Figura 17 — Gréfico de floresta.
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Para confirmacdo da heterogeneidade, foi utilizada a representagcdo pelo grafico de

funil (Figura 18), sendo que quanto mais distante da média central do funil, mais heterogéneas

sdo as frequéncias de detec¢ao encontradas nos estudos.



Figura 18 — Grafico de funil.
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57

Além disso, também foi realizada a metandlise separada por paises, conforme

apresentado na Tabela 6.

Tabela 6 — Metanalise separada por paises

o | et e |
Canada 14 P <0,0001 95,49%
Espanha 73 P =0,8967 0,00%

EUA 83 P <0,0001 89,49%
Francga 87 P=10,8631 0,00%

Japdo 98 P =0,8296 0,00%
Coréia 85 P <0,0001 96,57%
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Legenda: I? - inconsisténcia. Valor de P foi considerado estatisticamente significativo quando P <
0,05.

Também foi realizada a metanalise separando os estudos pelos diferentes tipos de leite
coletados para a analise: leite maduro (frequéncia de deteccdo: 56%; P < 0,0001; I*? =
97,28%), leite de transi¢ao e maduro (frequéncia de deteccao: 93%; P < 0,0001; I*> = 97,16%),
leite de transicao (frequéncia de deteccao: 66%; P < 0,0001; I? = 97,34%), nao especificado
(frequéncia de detecgdo: 82%; P < 0,0001; I? = 82,07%), resultando numa heterogeneidade

entre as frequéncias de detec¢dao quando separados dessa forma.
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6 DISCUSSAO

O BPA ¢ um quimico industrial que ¢ amplamente utilizado para a producao de
plastico policarbonato (utilizado para fabricagdo de materiais que entram em contato com
alimento, como mamadeiras e recipientes para alimentos) e resinas epdxi (utilizadas como
revestimento protetor para alimentos e bebidas enlatadas e como revestimento em tampas
metalicas para frascos de vidro e garrafas). Esses usos resultam na exposi¢ao do consumidor
ao BPA por meio da dieta (WHO, 2010).

Alguns estudos tem examinado a associa¢do entre a exposicdo do BPA e doencas
perinatais, IMC e neurodesenvolvimento em criangas, que sao o maior grupo de risco. O
estudo de Wolff e colaboradores utilizou uma tinica concentragdo urinaria de BPA (mediana =
1,3ug/L) da mae no terceiro trimestre de gravidez. Este estudo demonstrou que as
concentragdes urinarias de BPA em mulheres gravidas no terceiro trimestre foram associadas
com elevagdes modestas (embora ndo estatisticamente significativas) no peso da crianga ao
nascer (WOLFF et al., 2010). Ja o estudo de Braun e colaboradores avaliou a rela¢do entre a
concentragdo urindria de mulheres gravidas (mediana = 2,0 pg/L) com resultados
neurocomportamentais. Este estudo encontrou uma associag@o positiva entre as concentragdes
urinarias de BPA medidas durante a gravidez e comportamentos de agressividade e
hiperatividade utilizando o Sistema de Avaliacio Comportamental para Criangas-2 (BASC-2
(BRAUN et al., 2009). Estes estudos demonstraram a presenga de consequéncias negativas do
BPA para a crianca ndo so pela exposi¢cdo apos o parto mas também durante a gravidez.

Esses dados nos mostram a importancia do controle da ingestdo de BPA pela mae,
uma vez que a crianga € exposta a esse xenobidtico através dela.

Uma revisdo feita pela OMS concluiu que os bebés amamentados foram expostos ao
BPA em uma média de 0,3 pg/kg por dia e 1,3 pg/kg no percentil 95 de peso corporal por dia
(WHO, 2010). No presente trabalho encontrou-se uma média de 19,5 pg/kg-dia e 28,5ug/kg-
dia no percentil 95, maior ao encontrado pela OMS.

No Canadé, desde 2008 estdo sendo feitas pesquisas sobre as consequéncias da
exposicao ao BPA. Desde entdo o pais incentiva as industrias a reduzir as concentragdes de
BPA nas embalagens de alimentos e, principalmente em embalagens de formulas infantis,
utilizando o principio geral de ALARA (tdo baixo quanto razoavelmente possivel). Estudos
feitos pelo pais nas suas embalagens de alimentos infantis, mostraram que o BPA ndo era
detectavel em nenhuma amostra e que a industria abandonou ou eliminou gradualmente o uso

dele para a producao dessas embalagens (HEALTH CANADA, 2014);(HEALTH CANADA,
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2009);(HEALTH CANADA, 2008). A revisdo sistematica realizada no presente estudo
mostrou que o Canadéd foi o pais com menores frequéncias de deteccdo de BPA no leite
materno, o que pode ser por essas politicas de conscientizagdo implantadas no pais.

Nos Estados Unidos, em 2012, o FDA alterou seus regulamentos para ndo serem mais
utilizadas resinas de policarbonato em mamadeiras e copinhos de café. No ano seguinte o
FDA ampliou a regulamentacdo proibindo o uso de resinas epoxi também no revestimento de
embalagens para formulas infantis (FDA, 2019). Entretanto, ainda nao ha leis que proibam o
uso dessas resinas em embalagens utilizadas por adultos, o que justifica porque nos estudos
americanos (HINES et al., 2016); (ZIMMERS et al., 2014); (DUTY, 2013); (HARTLE et al.,
2018) o BPA ainda ¢ encontrado em concentra¢des elevadas no leite materno.

Na Unido Europeia, mesmo que o risco da exposi¢ao ao BPA ainda ndo tivesse sido
totalmente estabelecido, determinou-se em 2011, como medida preventiva, que todas as
embalagens infantis contendo BPA deveriam ser substituidas e ficou proibida a fabricagdo de
produtos infantis utilizando este material. Em 2015 essa proibi¢ao se estendeu para todos os
produtos, ndo so6 infantis (EFSA, 2015). Na revisdo sistematica realizada para este trabalho,
foram encontrados artigos que avaliaram as concentracdes de BPA em amostras de leite
materno, urina, entre outros, de habitantes de paises como Franca, Espanha ¢ Polonia, que
fazem parte da Unido Europeia. Alguns destes artigos foram realizados antes da proibi¢cdo
total do BPA em 2015 e encontraram concentragdes de BPA em leite materno que foram de
0,13 ppb a 5,75 ng/mL (DECEUNINCK et al., 2015);(BALLESTEROS; NAVALON, 2014).
Estas concentragdes sdo superiores a relatada por Angeles et al. (0,26 ng/mL), que realizaram
o seu estudo em 2019. Esses achados podem ser relativos a efetividade da proibi¢cdo do uso do
BPA para produgdo de plasticos na Europa.

No Japao, as industrias relacionadas com recipientes plasticos para alimentos optaram
por prevenir a exposicao ao BPA voluntariamente desde os anos 90, desde entdo, ndo foram
encontradas elevadas concentragdes do BPA em recipientes alimentares (WHO, 2009).
Porém, ndo ha nenhuma lei proibindo o seu uso e essa falta de politicas publicas pode ser
vista na alta frequéncia de detec¢do do BPA nos artigos analisados na revisdo sistematica, em
que o Japao apresentou 100% de frequéncia de detec¢do no leite materno.

O Ministério da Saude chinés juntamente com outros cinco 6rgdos governamentais
anunciaram o fim da producao de embalagens plasticas contendo BPA a partir de 1 de Junho
de 2011. A maior preocupagdo eram as embalagens infantis, devido ao risco da exposi¢do da

crianga ao esquentar o leite em mamadeiras plasticas, liberando grande quantidade de BPA
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(IBFAN, 2019). O artigo realizado na China incluido na presente revisdo sistematica
apresentou a menor concentracao de BPA (0,089 ng/mL) em leite materno.

Na Cor¢ia ainda nao ha legislacdo que proiba a utilizacio de BPA na fabricagdo de
utensilios plasticos e alguns estudos avaliados na revisdo sistematica apresentaram altas
concentragdes do BPA no leite materno (10,4ng/mL, 7,8ng/mL) neste pais (YI et al.,
2013);(YTL; KIM; YANG, 2010).

Os dados da metanalise realizada nos mostram que houve uma homogeneidade na
frequéncia de deteccdo do BPA no leite materno nos estudos feitos na Espanha, Franca e
Japao; e heterogeneidade nos estudos feitos no Canad4d, EUA e Coréia. Nao foi possivel
realizar a metanalise com os paises China e Poldnia por haver apenas um estudo em cada pais.
Este dado pode se dar como resultado das politicas publicas adotadas por estes paises,
demonstrando também que a concentragdo de BPA pode estar relacionado a fatores
epidemioldgicos e culturais.

No Brasil, foi criada a Resolugdo RDC N° 41, de 16 de setembro de 2011 que proibe o
uso de plasticos em mamadeiras infantis, entretanto, as lactantes podem sofrer exposicao ao
BPA pelo contato com produtos e embalagens plasticas destinadas aos adultos, podendo
expor também o lactente através da ingestdo do leite materno contendo o BPA.

Salvo melhor juizo, este € o primeiro estudo que avalia a concentragdo de BPA no leite
materno das maes no Brasil e apresentou concentracdes elevadas (mediana de 34,18 ng/mL)
em compara¢do com os artigos encontrados em outros paises. Mesmo que tenha sido criada a
lei que proibe o uso do BPA em mamadeiras, pode-se perceber que ndo € o suficiente para
evitar a exposi¢cdo da crianga a esse xenobidtico. A falta de politicas publicas no Brasil que
previnem a exposi¢ao ao BPA ¢ preocupante, uma vez que os RNs estdo expostos a ele por
meio do leite materno e eles sdo o maior grupo de risco em relagdo as consequéncias da
exposicao.

A andlise da regressdo logistica nos mostrou que mulheres que acondicionavam
comida em material plastico apresentam mais chance de ter concentragdes elevadas de BPA,
mostrando a relagcdo que existe entre esses fatores. Apesar de o consumo de enlatados e de o
habito de esquentar alimentos e ingerir liquidos em material plastico ndo ter apresentado RC
significativas, eles foram mantidos no modelo de regressdo, o que permite inferir que de
alguma forma eles influenciam na chance de a mulher apresentar concentragdes mais elevadas
de BPA. Adicionalmente, o tempo de capurro e o peso do RN também influenciam
significativamente nas chances da mae apresentar concentragdes mais altas de BPA,

sugerindo uma relacao entre esses fatores.
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Nao foram encontradas associagdes entre a concentragdo do BPA e a lactogénese 11 e
esse resultado também pode ter sido afetado por haver um programa de incentivo ao
aleitamento materno (CIAM) no HU-UFSC, hospital onde foram realizadas as coletas. O
CIAM fornece auxilio a todas as maes internadas no HU-UFSC por ocasiao do parto, para que
elas consigam amamentar e principalmente continuar amamentando apds receberem alta do
hospital por pelo menos seis meses. A alta porcentagem de maes que continuaram
amamentando nos meses seguintes ¢ muito provavelmente uma consequéncia desse incentivo
que elas recebem para o aleitamento materno.

Como discutido, hd uma preocupag¢do mundial com a exposi¢ao de criangas e lactentes
ao BPA, devido as consequéncias negativas desse consumo a longo prazo. O presente trabalho
encontrou concentragdes elevadas deste xenobiotico no leite materno das maes de um hospital
do Brasil, consequentemente, alta exposicdo do RN ao BPA, o que ¢ de extrema importancia
para demonstrar a falta de politicas publicas no pais que diminuam essa exposi¢ao, nao sé
para as criangas, mas também para os adultos. Tornam-se necessarios mais trabalhos
avaliando a concentragdo em outros hospitais e locais do Brasil, para avaliar também se nao
ha uma questdo epidemioldgica e cultural a respeito do uso de plésticos na rotina que

influencie esses resultados.
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CONCLUSOES

A compilagao dos resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

A técnica de ELISA detectou BPA no leite materno (colostro) de 100% das maes

incluidas no estudo;

A mediana de concentracdo de BPA no leite materno foi de 34,18 ng/mL;

O acondicionamento de alimentos em plastico aumentam as chances de haver

concentragdes elevadas de BPA no leite materno;

A exposi¢do ao BPA ndo alterou o estado nutricional e nem a lactogénese Il da mae;

Ha heterogeneidade na frequéncia de detec¢do de BPA no leite materno entre as

pesquisas realizadas em diferentes paises;

Ha homogeneidade na frequéncia de deteccdo de BPA no leite materno entre os paises

Espanha, Franca e Japao;

Houve uma alta concentragdo de BPA no leite materno das maes deste estudo em

comparacdo com outros estudos;

As criangas deste estudo estao mais expostas ao BPA através da ingestao do leite materno

ultrapassando o limite maximo admissivel.
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APENDICE A - CURVA DE CALIBRACAO

Figura 19 — Curva padrao BPA.
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A absorbancia do padrao foi analisada em duplicata. O resultado expresso refere-se a média de duas
determinagdes.
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APENDICE B — TABELA DE AVALIACAO DO ESTADO NUTRICIONAL

73

Tabela 7 — Avaliagdo do estado nutricional da gestante segundo indice de Massa Corporal (IMC) por

semana gestacional

Semana Baixo peso IMC | Adequado IMC | Sobrepeso IMC | Obesidade IMC
gestacional < entre entre >

6 19,9 20,0 — 24,9 25,0-30,0 30,1
8 20,1 20,2 25,0 25,1 -30,1 30,2
10 20,2 20,3 -25,2 25,3 -30,2 30,3
11 20,3 20,4 25,3 25,4-30,3 30,4
12 20,4 20,5-25,4 25,5-30,3 30,4
13 20,6 20,7 - 25,6 25,7-30,4 30,5
14 20,7 20,8 — 25,7 25,8 -30,5 30,6
15 20,8 20,9 - 25,8 25,9-30,6 30,7
16 21,0 21,1-25.9 26,0 — 30,7 30,8
17 21,1 21,2-26,0 26,1 -30,8 30,9
18 21,2 21,3 -26,1 26,2 —-30,9 31,0
19 21,4 21,5-26,2 26,3 -30,9 31,0
20 21,5 21,6 — 26,3 26,4-31,0 31,1
21 21,7 21,8-26,4 26,5-31,1 31,2
22 21,8 21,9 -26,6 26,7—-31,2 31,3
23 22,0 22,1 -26,8 26,9 -31,3 31,4
24 22,2 22,3-26,9 27,0-31,5 31,6
25 22,4 22,5-27,0 27,1 -31,6 31,7
26 22,6 22,7-27,2 27,3 -31,7 31,8
27 22,7 22,8 -273 27,4-31,8 31,9
28 22,9 23,0-27,5 27,6 -31,9 32,0
29 23,1 23,2-27,6 27,7-32,0 32,1
30 233 23,4-27,8 27,9-32,1 32,2
31 23,4 23,5-27,9 28,0-32,2 32,3
32 23,6 23,7-28,0 28,1 -323 32,4
33 23,8 23,9 -28,1 28,2-32,4 32,5
34 23,9 24,0 - 28,3 28,4—-32,5 32,6
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35 24,1 242 -284 28,5-32,6 32,7
36 24,2 24,3 - 28,5 28,6 — 32,7 32,8
37 24,4 24,5 - 28,7 28,8 -32,8 32,9
38 24,5 24,6 — 28,8 28,9-329 33,0
39 24,7 24,8 — 28,9 29,0 -33,0 33,1
40 24,9 25,0 -29,1 29,2 -33,1 33,2
41 25,0 25,1 -29,2 29,3 -33,2 33,3
42 25,0 25,1 -29,2 29,3 -33,2 33,3

Fonte: ATALAH et al. Revista Médica de Chile, 1997.
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da Resolucao 466/2012.

Considerag6es sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
TCLE adequado as orientagdes da Resolugdo 466/2012. Contudo € necessério corrigir no
endereco do CEPSH o prédio no qual este Comité se localiza.

Recomendacgoes:
corrigir o prédio de localizagdo do CEPSH/UFSC no TCLE.

Endereco: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria II, R: Desembargador Vitor Lima, n® 222, sala 401

Bairro: Trindade CEP: 88.040-400
UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS

Telefone:  (48)3721-6094 E-mail: cep.propesq@contato.ufsc.br
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Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Concluséo: aprovado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacdes Basicas [PB_INFORMACOES_BASICA [05/05/2017 IAceito
S DO_P

do Projeto ROJETO 878555.pdf 17:43:24

Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 05/05/2017 [Fabiola Branco [Aceito
17:42:54 Filippin Monteiro

Declaragéo de Declaracao_assinada.pdf 05/05/2017 [Fabiola Branco [Aceito

Instituicéo e 12:14:48 Filippin Monteiro

Infraestrutura

TCLE / Termos de  [TCLE_leite_materno.pdf 05/05/2017 [Fabiola Branco [Aceito

Assentimento / 12:12:51 Filippin Monteiro

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / |Projeto_Leite_materno.pdf 05/05/2017 [Fabiola Branco [Aceito

Brochura 12:12:37 Filippin Monteiro

Investigador

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

FLORIANOPOLIS, 25 de Maio de 2017

Assinado por:
Ylmar Correa Neto

(Coordenador)

Endereco: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria II, R: Desembargador Vitor Lima, n® 222, sala 401

Bairro: Trindade CEP: 88.040-400
UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS

Telefone:  (48)3721-6094 E-mail: cep.propesq@contato.ufsc.br
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ANEXO B — QUESTIONARIO

UNIVERSIDADE FEDERAL DA SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
CURSO DE FARMACIA
CAROLINA DUMKE DE SIQUEIRA

QUESTIONARIO PARA MESTRADO

Numero prontuario: Telefone/celular:
Nome: Idade:
Peso pré gestacional: Peso pds gestacional: Altura:

Comorbidades:

Nivel escolar: Ocupacéo:
Tipo de parto: Tempo: Capurro:
Numero de filhos: Peso do RN:

Amamentacgdes anteriores:

Complicagdes na gravidez:

Foi como planejou?

Fez acompanhamento nutricional? Sim Nao Tempo:

Houve mudancga nos habitos alimentares? Durante e apds gestagao?

Praticava exercicios antes e durante gestacéao? Sim Nao

Pretende comecar ou manter?

78
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Vocé tem o costume de acondicionar comida/liquidos quentes em recipientes
plasticos?

() sim, e n&o espero esfriar para acondicionar
() sim, mas espero esfriar para acondicionar

( ) ndo, uso outro material

Vocé tem o costume de esquentar comida/bebida em recipiente de plastico no
micro-ondas?

()sim

() ndo

Qual a frequéncia que vocé ingere liquidos quentes, como café e cha, em
recipientes plasticos?

() 1x ao dia

() 3x na semana
() 1x na semana
(

) ndo costumo tomar liquidos quentes em material plastico

Qual a frequéncia com que vocé ingere comida/bebida enlatada?
() todos os dias e varias vezes ao dia.

() todos os dias

() 3x na semana
(

) 1X na semana
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