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Frutose, sorbitol e glicose em sangue de maes, corddes umbilicais e recém-
nascidos com 48 horas de vida sob aleitamento materno exclusivo.

Resumo:
Introdugao: a frutose € um agucar derivado da glicose pela via do sorbitol presente

em placentas de animais ungulados. Em humanos existem poucos relatos sobre a
producao de frutose e de polidis pela unidade feto-placentaria.

Objetivo: determinar a relagdo entre os niveis sanguineos de frutose, sorbitol e
glicose em maes, em veia de corddo umbilical e em recém-nascidos de termo em
aleitamento materno exclusivo.

Métodos: foram coletadas amostras de sangue de 26 maes, imediatamente apds o
parto, da veia umbilical a 2 cm da placenta e do recém-nascido de termo com peso
adequado, 30 minutos apds o inicio da mamada. Frutose, sorbitol e glicose foram
determinados por cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC). A analise
estatistica foi efetuada por analise de variancia de Friedman e por coeficiente de
correlagdo de Spearmann.

Resultados: As concentragdes de frutose no recém-nascido (105,1 + 43,8 umol/L)
foram superiores as do cordao (77,24 + 35,3 umol/L) e ambas superiores as
maternas (56,04 + 21,8 umol/L) p=0,01. Quanto as concentragbes de sorbitol, estas
foram significantemente mais elevadas no cordao (71,1 + 29,6 umol/L) em relagao a
mae (43,19 + 17,8 umol/L) e ao recém-nascido (42,67 + 22,2 umol/L), p= 0,01 sendo
que ambas nao diferiram entre si. Quanto as concentragdes de glicose, os niveis
maternos (4,82 + 0,81 mmol/L) foram significantemente maiores que as dos corddes
(3,57 £ 0,72 mmol/L) e dos recém-nascidos (3,04 + 0,56 mmol/L) e os niveis dos
recém-nascidos foram inferiores aos dos corddes (p=0,01).Observou-se correlagao
significante entre mae e cordao para a glicose (r= 0,62; p < 0,0001), ndo sendo
observadas correlagdes significantes para a frutose e o sorbitol.

Conclusoées: as concentragcbes de frutose mais elevadas no cordao umbilical e no
recém-nascido em relacdo as maternas sugerem que a produgao de frutose a partir
da glicose esteja presente na unidade feto-placentaria € no recém-nascido. As
concentracdes de sorbitol mais elevadas no corddo em relacdo a mae e no recém-
nascido sugerem que as vias de produgado de sorbitol estejam ativas na unidade

feto-placentaria.



Blood fructose, sorbitol and glucose in mothers, cord blood and in 48-hour-old
breast-fed full-term newborns.

Abstract:
Introduction: Placenta from ungulates produce fructose from glucose by the sorbitol

pathway using glucose as a substrate. In humans there are only few reports about
the production of fructose and polyols by the fetal-placental unity.

Objectives: To determine the relationship between fructose, sorbitol and glucose
blood levels from mothers, cord vein and breast-fed full-term newborns at 48 hours
after delivery.

Methodos: Blood samples were collected from 26 mothers, immediately after the
delivery, and from cord vein, at 2 cm from the placenta, and from their full-term
breast-fed newborn at 48 hours of life, 30 minutes after the beginning of the breast -
feeding . Fructose, sorbitol and glucose were determined by high performance liquid
chromatography (HPLC). The Friedman test for analysis of variance and the
Spearman test for correlation were utilized for statistical analysis.

Results: Newborn fructose concentrations (105.1 + 43.8 umol/L) (p=0,049 ) were
higher than cord blood (77.24 + 35.3 umol/L) and both were higher than maternal
concentration (56.04 + 21.8 umol/L( p=0,01 ). Sorbitol concentrations from cord blood
were significantly higher in cord blood (71.1 + 29.6 umol/L) when compared with
maternal (43.19 £ 17.8 umol/L) and newborn levels (42.67 + 22.2 umol/L),( p=0,01),
and both were similar. Maternal blood glucose levels (4.82 + 0.81 mmol/L) were
significantly higher than cord blood (3.57 + 0.72 mmol/L( p=0,001) and newborn
blood glucose levels (3.04 + 0.56 mmol/L) were lower than cord blood (p=0,001 ).
Significant correlations were only observed between mother and cord blood levels of
glucose (r = 0.62; p = 0.0001).

Conclusions: Fructose concentrations in cord blood and newborn blood higher
than maternal levels suggest that fructose production from glucose is active in fetal-
placental unity and in the newborn. Sorbitol concentrations in cord blood higher than
in mother and newborn blood suggest that the sorbitol pathway is active in fetal-

placental unity.
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1. INTRODUGAOQ'

A frutose € um importante carboidrato encontrado no organismo humano e na
maioria das plantas, tendo sido isolada pela primeira vez em 1847 a partir da cana-
de-acucar (Wang & van Eys, 1981). Seu nome deriva do latim fructus, ja que as

frutas sdo uma importante fonte de frutose.

Como componente de frutas e outros vegetais, € ingerida regularmente com a
dieta. Também ¢é sintetizada no organismo a partir da glicose, através da via do
sorbitol, e esse processo esta relacionado com a manutencado do equilibrio éxido-

redutivo.

A frutose € mais conhecida por erros inatos associados ao seu metabolismo
que podem ter consequéncias clinicas importantes, ela € também possivel substituta
da glicose na dieta dos diabéticos, pelo fato de possuir estrutura quimica semelhante

a da glicose e nao necessitar de insulina para o seu metabolismo.

A ingestao e principalmente a frutose intravenosa podem estar associadas a
efeitos colaterais importantes como aumento de triglicerideos, colesterol, acido urico

e acido lactico.

Os valores de normalidade em relacao aos niveis de frutose ndo estdo bem
estabelecidos. Isso é decorrente da dificuldade em dosar essa substancia. As principais
dificuldades estdo associadas as quantidades infimas de frutose nos liquidos corporais

e também pela interferéncia que a glicose provoca na dosagem de frutose.

A dosagem de frutose em mulheres gestantes, seus filhos recém- nascidos e
depois, com 48 horas de vida tem, como objetivo, um melhor conhecimento dos

valores normais desse carboidrato tdo importante em nosso organismo.

! Complementac&o do artigo de revisdo Frutose em humanos: efeitos metabélicos, utilizagdo clinica e erros
inatos associados, publicado na Revista de Nutri¢cdo, Campinas, 2005; 18 (3): 377-389 por Barreiros RC,
Bossolan G, Trindade CEP, anexo n° 11.



1.1 Caracteristicas fisico-quimicas da frutose

A frutose é considerada um acgucar, sendo um composto sélido, incolor,
cristalino e solivel em &agua. E chamada de "agUcar das frutas". Como todo
acucar, a frutose € um carboidrato e apresenta em sua composi¢cdo quimica
carbono, hidrogénio e oxigénio, na propor¢cao de 1:2:1 (Malta & Guimaraes,
1976).

A frutose € um monossacarideo, pois € composta por seis atomos de
carbonos unidos em ligagbes simples, apresentando grupamentos hidroxila
formados por hidrogénio e oxigénio e um grupamento carbonila, formado por ligagéao
dupla entre carbono e oxigénio. A posicdo do grupamento carbonila é importante,
pois € isso 0 que determinara se o0 monossacarideo, apos hidrélise, dara origem a
cetona ou aldeido. A frutose apresenta o grupamento carbonila no final da cadeia,
dando origem & cetona quando hidrolisada. E chamada, por isso de cetohexose. A
glicose tem a mesma composi¢cdo quimica que a frutose, porém o seu grupamento
carbonila esta situado no interior da cadeia. A hidrdlise da glicose da origem a
aldeidos (Mayes, 1998).

A oxidagao de carboidratos € a principal via metabdlica produtora de energia
para a maioria das células nao-fotossintéticas. A oxidacdo de 1 grama de frutose

fornecera 16KJ de energia (Mayes, 1998).

A oxidagédo é a combinagdo de uma substancia com oxigénio ou a perda de
hidrogénio ou de elétrons. A reversao € chamada de redugdo. As oxidacdes
bioldgicas sao catalisadas por coenzimas especificas. Elas também sdo chamadas
de co-fatores. Ao contrario das enzimas, as coenzimas podem catalisar uma grande

variedade de reacgoes.

A oxidagcdo biolégica que envolve a remocado de hidrogénio é também
chamada de desidrogenacao. Os aceptores de hidrogénio, em tais reagdes, sao os
cofatores dinucleotideo de nicotinamida adenina (NAD) ou dinucleotideo de
nicotinamida adenina fosfato (NADP) (Ganong, 1999).



A glicolise é a via metabdlica encontrada universalmente nos sistemas
biologicos. Esse processo consiste na conversao da glicose, por meio de uma série
de reacgdes, a duas moléculas de piruvato. Como resultado das reagdes, uma
pequena quantidade de ATP e NADH é produzida. A maioria da energia proveniente
da oxidagao da glicose aparece quando o piruvato entra no ciclo do acido citrico ou
na fosforilacdo oxidativa. Isso s6 acontece sob condicbes aerdbicas. Em condigcbes

de anaerobiose o piruvato € convertido em lactato (Mayes, 1998).

A glicdlise também é chamada de via de Embden-Meyerhof e acontece no

citoplasma das células (Ganong, 1999).

O ciclo de Krebs ou ciclo do acido tricarboxilico ou ciclo do acido citrico é a
via metabdlica celular mais importante. Esse processo também €& chamado de
fosforilagdo oxidativa, ocorrendo em condicdes de anaerobiose, apdés a
descarboxilagdo do piruvato até acetil-CoA, no final da glicdlise. O ciclo de Krebs
esta associado a uma cadeia respiratéria, isto €, um complexo de compostos
transportadores de protons (H+) e elétrons que consomem oxigénio, sintetizando
agua e gerando ATP. O processo acontece no interior das mitocéndrias (Ganong,
1999).

Em certos tecidos e células como o figado, tecido adiposo, glandula mamaria
ativa, cortex da supra-renal e eritrocitos, uma parte significativa da glicose € oxidada
na chamada via das pentoses-fosfato. Nessa via, também chamada de via do
fosfogliconato ou "shunt" da hexose-monofosfato, o agente oxidante ndo é o NAD+

(como na glicélise), mas o NADP+, formando o NADPH (Ganong, 1999).

Por meio da via das pentoses pode ocorrer a combustdo total da glicose
independente do ciclo de Krebs e obter-se pentoses para a sintese de acidos nucléicos.
Ha também a formagdo de NADPH extra-mitocondrial necessario para a sintese de

lipidios. Nessa via é possivel converter hexoses em pentoses (Ganong, 1999).

A produgdo de compostos de fosfato ricos em energia, durante o metabolismo
dos carboidratos até o piruvato, depende se o metabolismo ocorrer via Embden-
Meyerhof ou pelo shunt da hexose-monofosfato. Pela oxidagao ao nivel do substrato,
conversdao de 1mol de glicose fornece 2 moles de ATP, porém por meio da via

Embden-Meyerhof, 1 mol de glicose fornece 38 moles de ATP (Ganong, 1999).



1.2 Fontes de frutose

A frutose, também conhecida como levulose, além de ser encontrada sob a
forma isolada na natureza, é constituinte da sacarose (B-D-frutofuranosil-a-D-
glicopironosida) e de outros polimeros, denominados fructans ou inulina (Rumessem,
1992). A inulina esta presente na chicodria, batata-doce e alcachofra de Jerusalém. A
frutose € o monossacarideo predominante em varias frutas, incluindo macas, laranjas
e meldes. Os vegetais podem conter de 1% a 2% de seu peso na forma de frutose

livre e mais de 3% de frutose sob a forma de sacarose (Hallfrisch, 1990).

A frutose pode ser encontrada como rafinose, que € um trissacarideo, e
também como estaquiose, que € um tetrassacarideo, em algumas leguminosas
como a soja, lentilha, ervilha e feijdo. Essas formas ndo sao absorvidas pelo
intestino humano, sendo fermentadas pelas bactérias do intestino grosso gerando

gases que acompanham a digestao dessas leguminosas (Hallfrisch, 1990)

Na década de 70 a separagao da frutose e da glicose, a partir de solugdes
compostas por agucares invertidos, foi conseguida por meio da cromatografia de
troca iodnica. A utilizacdo desse método aumentou a producdo de frutose pura e
diminuiu drasticamente o seu pre¢co. Ao mesmo tempo, o isolamento de isomerases
capazes de transformar a D-glicose em D-frutose levou a introdugdo comercial de

xaropes derivados de amido, ricos em frutose (Wang & van Eys, 1981).

A frutose vem sendo empregada como adogante de bebidas e frutas
industrializadas, constituindo de 4 a 8% de seu peso, em decorréncia de algumas
caracteristicas como a maior solubilidade em solugdes aquosas e pelo fato de ser
mais doce, cerca de 1,7 vez mais, que a sacarose. Alimentos produzidos em
confeitarias tém, em meédia, 1 a 2% de frutose, porém se esses alimentos
apresentarem frutas em sua composicdo a quantidade de frutose pode aumentar
para cerca de 11%. O mel fornece a maior concentragao de frutose (42,2% do peso)

sendo considerado um adogante natural (Hallfrisch, 1990).

A frutose pode ainda ser produzida a partir do sorbitol. Isso ocorre quando
esse poliol é oxidado, através de uma reacdao mediada pela enzima sorbitol-

desidrogenase. O sorbitol esta presente em varias plantas, em particular na familia



das Rosaceas (magas, péras, cerejas, ameixas e abricds), geralmente associado a
frutose. Outras fontes de sorbitol sdo doces, balas, goma de mascar, alimentos e
sucos dietéticos (Rumessem, 1992). O quadro 1 apresenta uma quantidade de

agucares simples e sorbitol em alguns alimentos.

Alimento Frutose Glicose Sacarose Sorbitol
Frutas:

Maca 6-8 1-4 1-5 0,2-1
Suco de macga 6-8 1-4 4 0,3-1
Banana 2-4 3-6 6-14 ?
Cereja 5-7 5-7 0,2 1,4-2,1
Uva 5-7 5-7 0,5 0,2
Laranja 2-3 2-3 4-7 -
Suco de laranja 2-6 2-6 2-4 -
Péra 5-9 1-2 1-2 1,2-3,5
Suco de péra 5-9 1-2 1-2 1,1-2,6
Ameixa 1-4 2-5 1-5 0,3-2,8
Morango 1-3 1-3 1-2 <01
Melao 2-4 1-2 1-5 1-5
Tomate 1-1,5 1-1,5 <01 <01
Mel 41 34 2 -

Hortalicas e Vegetais:

Aspargos 1.4 1 0,3 -
Feijao 1-1,5 0,5-1 0,6 -
Repolho 1,6 1,7 0,4 -
Cenoura 1 1 4 -
Alho 1,5 1 1-1,5 -
Alface 0,6 0,5 0,1 -
Cebola 1 2 1 -
Ervilha <0,1 <0,1 1-5 -
Batata <0,1 <0,1 <01 -

Quadro 1. Ocorréncia de agucares simples e sorbitol em alguns itens alimenticios (em g/100g)
(Matthews, 1987).



1.3. Consumo de frutose e sorbitol

Na dieta humana ocidental os carboidratos correspondem de 200 a 300g ou a
cerca de 40-50% das calorias ingeridas. A ingestédo diaria de frutose livre (excluindo
a sacarose), nos EUA, é de aproximadamente 16g/dia, com percentil 90 de 31g/dia.
Caso haja ingestdo de xaropes de milho, ricos em frutose, o consumo pode atingir
60 a 100g/dia e até 150g/dia se somada a frutose proveniente da sacarose
(Rumessem, 1992).

A ingestdo de frutose no Brasil ndo esta bem estabelecida. Estima-se um
consumo médio de cerca de 4,34g/dia de frutose livre, originaria de frutas, doces,
hortalicas e outros vegetais. A quantidade de frutose, provinda da sacarose é de
aproximadamente 27,5g/dia. Essa estimativa foi baseada em dados estatisticos de
consumo de produtos alimentares fornecidos pelo IBGE, utilizando-se como fonte de
dados as pesquisas sobre orgcamentos familiares realizadas entre outubro de 1995 e
setembro de 1996 (IBGE, 1996).

Estudos mostram que a dieta do brasileiro vem sendo modificada, com uma
tendéncia para a redugcdo do consumo de leguminosas, hortalicas e frutas com
aumento do consumo de acucares simples e consequentemente de frutose,
principalmente a proveniente da sacarose (Monteiro et al., 2000). Essa mudancga de
habitos alimentares podera repercutir no metabolismo lipidico e ocasionar aumento

dos lipidios totais e triglicerideos na circulagao.

1.4. Absorgao Intestinal

A frutose é absorvida por meio de dois mecanismos distintos, sendo o
primeiro um transporte facilitado, independente da glicose, com baixa capacidade e,
o segundo um co-transporte, dependente da glicose e com alta capacidade
(Perman, 1996).



A difusao facilitada é mediada pela proteina GLUT, que no caso da frutose é a
GLUTS5. Esse transportador tem alta afinidade pela frutose e pouca afinidade pela
glicose. Seu papel é o de atuar no transporte da frutose da dieta e sua agdo néo

depende da estimulagao pela insulina (Buchs et al., 1998).

A absorgao da frutose aumenta quando é ingerida sob a forma de sacarose
ou quando misturada com a glicose, pois durante a absor¢cao da glicose ocorre a
abertura de pequenas jungdes, com movimento de fluido luminal por meio de vias
paracelulares. Através desse movimento, pequenos solutos, incluindo a frutose,
movem-se passivamente, aumentando em 29% a absor¢do da frutose quando

associada a solugdes com glicose (Shi et al., 1997).

O sorbitol € incompletamente absorvido e quando oferecido simultaneamente
com a frutose, compete com ela pelo sitio de absor¢gdo (Hoekstra & van den Aker,
1996).

ApoOs a absorgao a frutose sai do enterdcito pela membrana basolateral
atingindo o sangue da veia porta que ira transporta-la até o figado (Buchs et al.,
1998). Esse transporte é mediado pela GLUT2, que esta situada na membrana

basolateral do enterdcito.

1.5. Metabolismo da frutose

A frutose € primariamente metabolizada no figado, apesar de o intestino e os
rins possuirem enzimas necessarias para o seu catabolismo. Sua rapida entrada no
hepatocito € mediada pela GLUT2, ndo havendo gasto de energia ou necessidade

de estimulo pela insulina.

No hepatécito a frutose é rapidamente fosforilada no carbono 1, em uma
reagcao mediada pela frutoquinase ou cetoquinase, ou no carbono 6, em uma reagao
mediada pela hexoquinase. A maior parte da frutose € fosforilada no carbono 1 pois

a hexoquinase tem afinidade maior pela glicose (Hallfrisch, 1990).



A frutose-1-fosfato sera entdo cindida em duas trioses, diidroxiacetona e

gliceraldeido-fosfato, em uma reagao mediada pela aldolase B.

Essas duas trioses poderdao seguir trés caminhos distintos, com finalidades
diferentes: participarem da via glicolitica, fornecendo piruvato e liberando energia;
serem reduzidas até o glicerol, necessario para a sintese de triacilglicerdis,
fosfolipidios e outros lipidios, e finalmente serem condensadas até formarem a

frutose-1,-6- difosfato e a partir dessa formarem glicose ou glicogénio.

Dessa forma, a frutose podera dar origem ao piruvato, lipidios ou glicose. Na
figura 1 estdo representadas as vias metabdlicas da frutose e a inter-relagdo com o

metabolismo lipidico e glicidico.

O controle do metabolismo da frutose esta relacionado com um derivado
fosforilado da frutose. Trata-se da frutose-2,6-difosfato, descoberta em 1980 por
Hers e colaboradores e que esta presente em todos os tecidos de mamifero, exceto

nos eritrocitos maduros, sendo o mais importante efetor da fosfofrutoquinase.

A frutose-2,6-disfosfato desempenha importante papel na regulacdo da
glicélise em varios tipos de células e também controla a gliconeogénese nas células

que possuem essa habilidade (Van Schaftingen, 1988).

O controle da gliconeogénese por meio da frutose-2,6-difosfato acontece
quando ha aumento da concentragdo desta substancia e estimulo para a conversao
de frutose-6-fosfato em frutose-1,6-difosfato. Consequentemente o desdobramento
da glicose até piruvato estara aumentado. A diminuigdo dos niveis de frutose-2,6-
difosfato facilita a retirada do fosfato da frutose-1,6-difosfato e entdo a
gliconeogénese € estimulada. O glucagon diminui os niveis de frutose-2,6-difosfato
(Ganong, 1999).

A frutose pode ser produzida a partir do sorbitol, por meio da via do sorbitol,
que é composta por duas reagdes em que a forma nao fosforilada da glicose é
convertida em frutose, tendo como intermediario o sorbitol. A primeira reagao
necessita de aldolase-redutase e oxida NADPH, enquanto a segunda reagéo reduz
NAD+ e depende da sorbitol-desidrogenase (Hallfrisch, 1990).
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Figura 1. Vias metabdlicas da frutose (adaptado de Havel, 2005).



A frutose, pela via do sorbitol, € produzida na prostata e vesicula seminal, a
partir da glicose, tendo papel importante no suprimento de energia e mobilidade do
espermatozoide. A concentracdo seminal de frutose € um indicador do tamanho e da
capacidade secretora da vesicula seminal. O metabolismo da frutose é feito pela via
de Embden-Meyerhof (Wang & van Eys, 1981).

Em condicbes de normoglicemia a maior parte da glicose é fosforilada,
formando glicose-6-fosfato, em uma reacdo mediada pela hexoquinase. Pequena
parte da glicose que nao foi fosforilada entra na via do sorbitol, que é uma via

alternativa do metabolismo da glicose.

O passo limitador dessa via de poliol é a reducao da glicose ao sorbitol,
catalisada pela enzima aldolase-redutase. O sorbitol € subsequentemente convertido

em frutose por agao da sorbitol-desidrogenase (Yabe-Nishimura, 1998).

Em condicbes de normoglicemia, a via do sorbitol € responsavel pela
utilizacédo de 3% da glicose (Morrison et al., 1970). Em situagdes de hiperglicemia,
em decorréncia da saturacdo da hexoquinase pela glicose, ocorrera aumento do
fluxo de glicose pela via do sorbitol acrescentando até 1/3 do total do consumo de

glicose (Gonzalez et al., 1984).

O aumento da via do sorbitol tem como consequéncia o aumento dos
produtos da via do poliol, associado a deplegdo da nicotinamida dinucleotideo-
fosfato reduzida (NADPH) e da forma oxidada da nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD+), que sao co-fatores usados nessa via. A aceleracédo da via do sorbitol
desencadeia um desequilibrio metabdlico nos tecidos que tém a captacao da glicose
dependente da insulina. Tal desequilibrio provoca lesdo tecidual precoce nos
chamados "orgados-alvo" das complicagdes do diabetes, como, por exemplo, o
cristalino, a retina, nervos periféricos e os glomérulos (Kinoshita & Nishimura, 1988;
Pugliese et al., 1991).

Duas consequéncias bioquimicas distintas decorrentes do aumento do fluxo
da glicose pela via do sorbitol tém sido evocadas para explicar os efeitos deletérios a
curto e longo prazo da hiperglicemia nas fun¢des teciduais e estruturais do diabetes.
As consequéncias osmo-regulatérias do acumulo de sorbitol formam a chamada

hipétese osmatica e os efeitos da via do sorbitol na relagdo das duplas NADH/NAD+



e NADP+/NADPH ligadas a aldolase-redutase e sorbitol-desidrogenase,

respectivamente, formam a chamada hipétese 6xido-redutora (Thomas et al., 1994).

O edema celular € a principal caracteristica da hipotese osmdtica,
especialmente no caso do cristalino exposto a hiperglicemia e € decorrente do

acumulo de sorbitol intracelular (Kinoshita et al., 1981).

Na hipotese oOxido-redutora, o fluxo rapido através da aldolase-redutase e
sorbitol-desidrogenase determina oxidagado das duplas NADPH/NADP+ e redugéo
das duplas NADH/NAD+, consequentemente perturbando uma série de reacdes

ligadas a esses nucleotideos.

1.6 Efeitos metabodlicos da frutose em seres humanos

A frutose é o segundo monossacarideo mais comum na dieta. A taxa de
absorgédo da frutose € relativamente lenta quando comparada a da glicose, porém
compativel com a taxa de metabolizacdo hepatica, evitando a deplegcao de
nucleotideos. A administracdo de grandes quantidades de frutose, por via intravenosa,
resulta em queda abrupta na concentracdo de adenosina trifosfato hepatica (ATP) e
aumento da desaminacdo dos nucleotideos. Isso também pode acontecer apds a
ingestdo de grandes quantidades de frutose da dieta em pessoas com intolerancia a

frutose, em decorréncia da deficiéncia da frutose-1-fosfato (Nuttall et al., 2000)

Pouca quantidade de frutose ultrapassa o figado e atinge a circulagcéo geral,
sendo, portanto pouco disponivel para os tecidos muscular e adiposo (Hallfrisch,
1990). Em humanos sabe-se que a frutose é, na sua maior parte, captada pelo
figado e convertida em glicogénio hepatico. Empregando is6topos estaveis diluidos,
Nuttall e colaboradores (2000) observaram que, em individuos saudaveis, mesmo
com a ingestdo de grandes quantidades de frutose, o aumento na glicemia foi
pequeno. Observaram também que cerca de 20% da frutose ingerida seria
responsavel pela glicose circulante, sendo o restante armazenado como glicogénio
hepatico (Nuttall et al., 2000).



Os principais produtos do metabolismo da frutose no figado sédo a glicose, o
glicogénio e o lactato. Apenas pequena quantidade de frutose sera oxidada até
diéxido de carbono ou convertida a corpos cetbnicos e triacilgliceréis, porém isso
depende do estado metabdlico no momento da ingestdo. Quando ingerida por
individuos em estado alimentado, a frutose parece ser predominantemente
metabolizada até lactato e ndo convertida em glicose ou glicogénio.
Consequentemente a reposta insulinica contra-reguladora sera menor apos a
ingestdo de frutose quando comparada com a ingestdo de sacarose. Quando
ingerida em individuos em jejum, predominam a gliconeogénese e a produgcao de

glicose a partir da frutose (Treuth et al., 2003).

Ha uma nitida inter-relacéo entre o metabolismo da frutose e o da glicose. A
frutose administrada oralmente ou por via intravenosa é captada pelos hepatocitos
onde é convertida em glicose e principalmente em glicogénio. Apesar da estimulagéo
da gliconeogénese, a administracdo de frutose pura produz apenas pequenos

aumentos da glicemia (Dirlewanger et al., 2000)

A frutose, além de ser fonte de energia, em substituicdo a outros carboidratos
da dieta, apresenta também efeito catalitico, isto é, pode estimular a translocacéo da
glicoquinase para fora do nucleo do hepatécito. A glicoquinase translocada sera
responsavel pela fosforilagdo da glicose, uma etapa determinante do metabolismo
hepatico da glicose. Adultos normais apresentam aumento significativo na tolerancia
a glicose quando doses baixas (cataliticas) de frutose sdo adicionadas ao montante

de glicose durante teste de tolerancia a glicose (Moore et al., 2001).

A frutose, diferentemente da glicose, n&o estimula a secre¢cdo de insulina
pelas células B pancreaticas (Grant et al., 1980; Curry, 1989). A auséncia de
estimulacao das células B pancreaticas € provavelmente decorrente da auséncia da

proteina transportadora de frutose GLUT5 nessas células (Sato et al., 1996).

Quanto a producgao de lipidios a partir da frutose, estudos, tanto em animais
quanto em humanos, demonstraram aumento de triglicerideos apds a ingestao de
dietas contendo frutose quando comparadas com dietas com carboidratos mais
complexos ou outros agucares. Ha aumento da sintese de gordura em detrimento da

gliconeogénese e este aumento ocorre pela maior sintese hepatica de glicerol e



acidos graxos, cerca de 1,4 a 18,9 vezes mais quando comparada com a glicose. O
aumento da atividade das enzimas lipogénicas no figado resulta em maior sintese
de lipidios e tem como consequéncia niveis mais elevados de lipidios totais na

circulacéo e de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) (Hallfrisch, 1990).

Em seres humanos, alguns grupos sdo mais susceptiveis a apresentar
hipertrigliceridemia apdés a ingestdao de frutose, como mulheres pds-menopausa,
homens com niveis mais elevados de insulina e diabéticos tipo Il. Outro fator
importante é a acdo conjunta de gordura e frutose, levando a efeito sinérgico e

clareamento mais lento dos triglicerideos (Hallfrisch, 1990).

Em artigo de revisdo sobre os efeitos da frutose da dieta no metabolismo
lipidico, Hollenbeck concluiu que existem fortes evidéncias que a frutose ingerida, a
partir de 20% do total de energia, resulta em aumento no colesterol total e no LDL-
colesterol (Hollenbeck, 1993).

Bantle e colaboradores demonstraram que dieta contendo até 17% de frutose,
ofertada para grupos de homens e mulheres saudaveis, determinou nos homens
aumento significativo de 32% nas concentragdes plasmaticas de triacilglicerdis
(Bantle et al., 2000).

Outros aspectos do metabolismo da frutose foram revisados por Reiser e
colaboradores (1989), tendo sido relatado o aumento nos niveis de acido urico
plasmatico, apdés consumo de frutose presente na dieta, sendo mais propensos os
individuos com hipertensao arterial. A hiperuricemia observada €&, provavelmente,
decorrente de aumento do catabolismo dos nucleotideos ou aumento da sintese das
purinas. Evidéncias confirmam as duas hipoteses, pois biopsias hepaticas
mostraram diminui¢do no conteudo de nucleotideos apds a administracao de frutose
e também houve aumento na incorporagao de glicina radioativa no trato urinario,

indicando aumento na sintese de purinas (Reiser et al., 1989).

A frutose na dieta pode levar a aumentos significativos nos niveis de lactato,
devido ao incremento na atividade da frutoquinase, que supera a capacidade de
acgao da fosfofrutoquinase e desvia o metabolismo para a glicélise em detrimento da
gliconeogénese. Os niveis de lactato decorrentes da dieta, porém, sdo menores que

os encontrados apos a administragdo intravenosa de frutose (Hallfrisch, 1990).



1.7 Frutose e obesidade

Nos ultimos anos varios autores vém estudando o papel do consumo da
frutose no desenvolvimento da obesidade (Elliot et al., 2002; Bray et al., 2003;
James et al., 2004). De acordo com Bray e colaboradores trata-se de uma epidemia
que vem atingindo a sociedade ocidental, especialmente a norte-americana. As
causas do seu aparecimento ainda nio estdo esclarecidas. Dentre os possiveis
fatores causais podem ser citadas a ingestdo excessiva de alimentos altamente
gordurosos, aumento do tamanho das porc¢des e dietas com altas concentragdes de

acucares como a sacarose e a frutose (Elliot et al., 2002; Bray et al., 2003).

O aumento do consumo de frutose, especialmente sob a forma de xaropes de
milho ricos em frutose (XMRF) precedeu a epidemia e pode ser um fator importante
no seu surgimento (Bray et al., 2003). A suspeita recaiu sobre a frutose porque a
ingestado desse agucar ndo esta associada a liberagdo de insulina. A nao liberagao
de insulina pode estar associada a auséncia de GLUT5 nas células 3 do pancreas
(Curry et al., 1989; Sato et al., 1996).

A insulina € importante na modulagao da ingestao de alimentos e sua atuagao
acontece através de dois mecanismos. O primeiro esta associado ao poder inibitorio
das concentracbes de insulina no sistema nervoso central, com efeito direto na
inibicdo da ingestao de alimentos. O segundo mecanismo esta associado a liberagao
de leptina pela insulina (Bray et al. 2003). A insulina desempenha papel importante
na regulagao da producao e liberagao da leptina. A leptina € uma proteina produzida
pelos adipécitos e funciona como um sinal circulante das reservas de gordura para o
sistema nervoso central, onde atua no sentido de limitar a quantidade de gordura
armazenada através da inibicdo da ingestdo de alimentos e aumento no gasto

energético (Caro et al., 1996; Rohner-Jeanrenaud & Jeanrenaud, 1996).

Como a ingestéo de frutose esta associada a pouca ou nenhuma liberagéo de
insulina, acredita-se que a ingestao desse agucar esteja associada a uma tendéncia
a obesidade (Bray et al., 2003).



1.8 Utilizagao clinica da frutose

O uso de frutose na dieta de diabéticos foi preconizado desde 1983,
quando Minkowski observou a independéncia da frutose em relagdo a insulina
para a sua metabolizacao. Varios estudos posteriores reforcaram a idéia de que a
frutose, assim como o sorbitol, seriam benéficos na dieta de diabéticos (Sparks,
1992).

Existem alguns argumentos a favor da utilizacdo da frutose em diabéticos,
como a independéncia em relagao a insulina no transporte e distribuicéo de frutose e
sorbitol até a etapa inicial do metabolismo; a absorcdo mais lenta da frutose e
sorbitol em relagdo a glicose; aumentos minimos e transitérios na glicemia apés a
absorcao de frutose sorbitol; o fato de a sintese de glicogénio em humanos
diabéticos aconteca de maneira adequada apds a ingestdo de frutose e sorbitol,
independentemente do nivel de glicose sanguinea; e o fato de a frutose e o sorbitol

terem efeito anticetogénico (Wang & van Eys, 1981).

Nao existe consenso em relacdo ao uso desses acucares entre os
especialistas em diabetes. Os autores contrarios ao uso consideram que o emprego
controlado da frutose e do sorbitol resultaria em glicose em seu polimero, o
glicogénio e consequentemente, aumento na glicemia. A tendéncia atual & aceitar a
frutose e o sorbitol como adogantes uma vez que dietas com restricdo de
carboidratos ndo s&o bem aceitas pelos diabéticos. Portanto, pela pouca
interferéncia nos niveis de glicose sanguinea, torna-se uma alternativa para
diabéticos que apreciam alimentos doces. A frutose presente na dieta produz menor
aumento na glicemia quando comparada a quantidades isocaléricas de sacarose e
amido, sendo essa uma vantagem da frutose como adogante na dieta dos
diabéticos. Quando empregada em grande quantidade, o dobro do normal ou 20%
das calorias ingeridas, podem ocorrer efeitos colaterais como aumento nos niveis de
colesterol. O consumo de grandes quantidades de frutose deve ser evitado em
pessoas com dislipidemia, porém diabéticos podem consumir frutas e vegetais sem
restricdo e ingerir com moderacao alimentos contendo frutose como adogante (Franz
et al., 2002).



De acordo com consenso de 2002 da AACE (Associacao Norte-Americana de
Endocrinologia) o consumo de carboidratos recomendado para pacientes diabéticos
deve corresponder de 55 a 60% do total de calorias ingeridas e que o total de
carboidratos, mais do que a fonte, parece ser o fator critico que determina o efeito na
glicemia (AACE, 2002).

A frutose também foi utilizada na prevencéao e tratamento da hipoglicemia
neonatal. A justificativa para a sua utilizagdo decorreu do fato de ndo provocar
efeito rebote de hipoglicemia, ao contrario da terapia com glicose. O seu uso foi
desestimulado em decorréncia dos eventuais efeitos colaterais associados ao uso
da frutose, como o maior consumo de ATP, aumento do lactato e pela
possibilidade da crianga ser portadora de erro inato associado a frutose (McCann
et al., 1966).

A frutose também tem sido utilizada como constituinte de solugdes em
nutricdo parenteral, substituindo parcialmente ou totalmente a glicose. Ela é
considerada menos irritante para as veias e tem menor efeito na glicemia quando
comparada com a glicose, além de ser independente da insulina e apresentar efeito
anticetogénico (Wang & van Eys, 1981; Valero et al.,, 2001). A infusdo rapida,
porém, pode resultar em acumulo de frutose-1-fosfato no figado, rins e trato
gastrointestinal, com deplecédo intracelular de ATP, dos nucleotideos de adenina e
do fésforo inorganico. Essas mudancgas estéo diretamente relacionadas com a dose

e a velocidade de infusdo (Wang & van Eys, 1981).

Outros efeitos associados a infusdo venosa sdao a acidose lactica e a
hiperuricemia. Estudos estabeleceram que a elevacao plasmatica e urinaria de acido
urico em humanos ocorre devido a rapida degradagcdo do ATP hepatico usado na

reacao catalisada pela frutoquinase (Hallfrisch, 1990).

Estudos em homens saudaveis, usando frutose oral, demonstraram que a
concentragdo acido urico aumenta em aproximadamente 18% apds 2 horas apos
a ingestao da frutose e ha aumento em até 44% na irudina plasmatica, compativel
com a deplecédo de nucleotideos de pirimidina, induzida pela frutose (Davies et
al., 1998).



Estudo realizado por Donmoyer e colaboradores, com caes, recebendo
nutricdo parenteral prolongada, sugeriu que a frutose, por induzir uma maior entrada
de glicose nos hepatdcitos através da translocagéo da glicoquinase, seria importante
no controle da glicemia em pacientes hiperglicémicos sob nutricdo parenteral

(Donmoyer et al., 2002).

O emprego de solugdes de nutricdo parenteral contendo frutose pode ser Uutil
em situagbes em que a utilizagdo de glicose esta prejudicada como no pos-
operatério imediato e pés-trauma extenso. Estudo prospectivo e randomizado,
realizado por Adolph e colaboradores em 1995 com pacientes de unidades de
terapia intensiva, demonstrou efeito benéfico, com pouca repercussdo no
metabolismo da glicose e melhor oxidacéo de lipidios e mobilizacdo das reservas de
lipidios (Adolph et al., 1995).

Em pacientes com sindrome da resposta inflamatodria sistémica, nos quais
pode ocorrer hiperglicemia, solugdes contendo frutose também podem ser uteis. Em
estudo realizado por Lépez Martinez e colaboradores, em 1999, com 119 pacientes
internados em unidades de terapia intensiva, observou-se que mistura de
carboidratos, em especial frutose, glicose e xilitol (FGX), permitiu fornecer aporte
energético adequado, com valores glicémicos, de colesterol e triglicérides normais e
sem aparecimento de efeitos adversos com hiperuricemia ou acidose metabdlica
(Lépez Martinez et al., 1999).

O principal problema associado ao uso de frutose em nutricdo parenteral de
paciente pediatrico € o risco de complicagdes fatais em pacientes com erros inatos
relacionados ao metabolismo da frutose, sem diagndstico prévio. Isso levou a
interrupcao do uso de frutose e sorbitol nas preparacdes de nutricdo parenteral em
pediatria (Heine, 1991).

O uso de frutose foi sugerido no manuseio dietético da diarréia intratavel da
infancia, como fonte alternativa de carboidrato para criancas incapazes de tolerar os

polimeros de glicose (Clark et al., 1986).

A frutose foi também utilizada no tratamento da intoxicagdo alcodlica aguda.
Estudos indicaram que 500ml de frutose a 40% ofertados em um periodo de 30

minutos, aumentavam, em cerca de 25%, a taxa de declinio dos niveis de etanol



sanguineo. As doses recomendadas variaram de um a trés litros de solugao de frutose
a 10%. Contudo, observou-se a presenca de acidose lactica, potencialmente grave. A
falta de pesquisas controlada e de outras evidéncias convincentes contra-indicaram sua

utilizagdo, como rotina, na intoxicagao alcodlica aguda (Coarse & Cardoni, 1975).

Um derivado fosforilado da frutose vem sendo investigado como agente
neuroprotetor na encefalopatia hipéxico-isquémica. Trata-se da frutose-1,6-difosfato.
A administragdo desse composto, em ratos, reduz de forma significativa a les&o
histolitica cerebral. A atividade estabilizadora da frutose-1,6-difosfato acontece pela
menor deplecdo de ATP através do aumento da glicdlise, prevenindo a formagao de
radicais oxigénio-reativos e mantendo a concentragdo de Ca++ e Na+ em niveis
normais (Roig et al., 1997). Outras utilizagbes possiveis da frutose-1,6-difosfato
referem-se a melhora do desempenho cardiaco, apds cirurgia de colocagdo de
marcapasso, na insuficiéncia cardiaca, no choque séptico e na lesdo aguda

pulmonar (Sherman, 1998).

1.9 Concentragoes de frutose e sorbitol no sangue

Nao existe consenso na literatura em relacdo aos niveis sanguineos de
frutose considerados normais em seres humanos adultos. Os valores encontrados
variam de acordo dependendo, em grande parte, do método de determinagdo. O
mesmo pode ser dito em relagdo aos valores normais de sorbitol (Pitkdnen &
Kanninen, 1994).

Para o completo entendimento do papel da frutose e do sorbitol no organismo
humano, também para que a utilizagdo clinica desses compostos seja segura, €
necessario ter conhecimento dos niveis normais no ser humano. Portanto, ha a
necessidade de utilizagdo de métodos precisos e sensiveis. A dosagem desses
agucares nos fluidos organicos tem sido dificultada pelas baixas concentragdes nos
mesmos. Em métodos quantitativos de cromatografia gasosa, a analise é
prejudicada pelas altas concentragdes de D-glicose nas amostras. A concentragao
normal de frutose nos fluidos organicos ainda nado foi definida, o que pode ser

evidenciado pela grande variacdo de seus valores encontrada na literatura.



Séao citados valores de 18,3 + 7,6 umol/L a 101 + 92,1 umol/L, dependendo da

metodologia e também do fluido organico estudado (Pitkanen & Kanninen, 1994).

Em estudo tendo com o objetivo dosar a frutose sangliinea em pacientes com
diabetes, Kawasaki e colaboradores em 2002, usando a cromatografia
gasosal/espectrometria de massa obtiveram, no grupo controle, composto de 23

adultos saudaveis, a média de 8,1 £ 1,0 umol/L em soro (Kawasaki et al., 2002).

Em outra pesquisa usando a HPLC, Brusati e colaboradores, em 2005,
verificaram a presenca de polidis no plasma de maes na hora do parto e também em
amostras plasmaticas do cordao umbilical. Os valores encontrados para o sorbitol
foram de 2,9 + 0,53 umol/L nas amostras de plasma materno e de 12,2 + 0,86

umol/L nas amostras plasmaticas do corddo umbilical (Brusati et al., 2005).

1.10 Frutose e sorbitol no periodo fetal

O metabolismo da glicose no feto e no recém-nascido humano é bastante
estudado e conhecido ao contrario do que ocorre com outros carboidratos como a

frutose, a galactose e os polidis como o sorbitol.

O fornecimento materno de glicose para a circulagao fetal representa o
principal substrato energético para o crescimento e desenvolvimento do feto
(Harding & Johnston, 1995) e isso depende da presenga de proteinas
transportadoras, situadas tanto na face materna dos microvilos quanto na face fetal
da membrana basal dos trofoblastos (Hay Jr, 1994, 1995). A proteina transportadora
predominante encontrada na placenta, tanto na face materna quanto na fetal do
sinciotrofoblasto, € a GLUT1 (Takata et al., 1994; Hahn et al., 1998), que é

responsavel pelo transporte de glicose.

Quanto a frutose, os estudos na face fetal sdo principalmente experimentais,
usando como modelo a ovelha cateterizada intrauterinamente. O feto da ovelha, animal

ungulado, € um modelo adequado ao estudo da frutose, pois seus niveis sdo elevados



na fase fetal. Esses estudos podem fornecer indicagcdes sobre o transporte através da

placenta e também sobre o metabolismo da frutose no periodo intra-uterino.

A frutose é o principal carboidrato no sangue fetal de todos os ungulados e
cetaceos, sendo encontrada em altas concentragdes no sangue dos fetos. Apesar
da alta concentragdo o seu uso é considerado baixo em relagdo a glicose (Teng et
al., 2002).

Evidéncias bioquimicas mostraram que a frutose fetal em ungulados é
produzida na placenta a partir da glicose, através da via do sorbitol e sua
concentragdo no feto aumenta quando ha aumento dos niveis de glicose (Silver,
1984; Meznarich et al., 1987; McGowan et al., 1995).

Em estudo com infusdo de D-[U-14C]frutose em fetos de ovelhas, Meznarich
e colaboradores (1987) mostraram que o metabolismo fetal e o placentario sdo as
principais rotas de eliminacdo da frutose fetal, pois a absorcdo de frutose e a
excrecao renal fetal da frutose marcada sao responsaveis por apenas 1/10 da
quantidade infundida, havendo pequena saida de frutose marcada através da
superficie materna da placenta. Esse estudo mostrou uma troca rapida de moléculas
de frutose entre a placenta e o feto ovino, indicando que a placenta desempenha
papel duplo de produtora e consumidora em relagdo a frutose da circulagao fetal
(Meznarich et al., 1987).

O mesmo estudo mostrou que, em fetos de ovelhas bem nutridos, a
frutose fetal foi oxidada em um ritmo muito lento, apesar de sua alta
concentragcdo, em grande contraste com a glicose, que apresentava uma
concentragdo bem menor, porém com uma taxa de oxidagao cinco vezes maior
que a da frutose. Entretanto, a frutose foi rapidamente convertida em lactato,
tanto na placenta quanto no feto, sem haver uma converséo apreciavel a glicose
(Meznarich et al., 1987).

O balango fetal oxidativo esta fortemente ligado ao lactato que € produzido na
placenta a partir da glicose, frutose e também de aminoacidos. O lactato, produzido
em grandes quantidades pela placenta, em todas as espécies, penetra na circulagéo

materna e fetal e ndo é afetada por mudancgas fisiolégicas na concentragdo de



oxigénio do sangue materno ou fetal ou, ainda, do fluxo sanglineo uterino e
umbilical (Hay Jr, 1994).

As concentragdes de frutose nos fetos de ungulados variam de 3 a 8 mmol/L,

com pequenas quantidades no sangue materno (Silver, 1984).

Foi proposto por Jeffery e Jornvall, em 1983, que as altas concentragdes de
frutose no sangue fetal dos ungulados seria decorrente da sua pouca utilizagao.
Como a frutose ndo € uma fonte de energia, a sua produgdo a partir da glicose
desempenharia um papel osmo-regulador ou teria uma fungéo de transidrogenacéao.
Isso seria compativel com a baixa concentracio de frutose em outras espécies como
humanos e ratos, cujas placentas contém uma transidrogenase soluvel no estradiol,

n&do necessitando tanto da via do sorbitol (Jeffery & Jornvall, 1983).

Estudo "in vitro" feito por Shah e colaboradores em 1999, com células BeWo,
que sao derivadas do trofoblasto humano, evidenciou a presenga da proteina
GLUT5, que ¢é a proteina transportadora da frutose. Isso sugere que a frutose pode
atravessar a barreira placentaria e entrar na circulagdo fetal como Chinar e

colaboradores ja haviam sugerido em 1956 (Shah et al., 1999).

Utilizando tecidos do cordao umbilical humano, Brachet, em 1973, investigou
a presenca da via do sorbitol. O autor observou que glicose, sorbitol e frutose foram
detectados, de maneira constante, em tecidos do corddo umbilical humano. Como o
tecido do corddo umbilical é pouco oxigenado (suas paredes sao espessas, com
poucos capilares), seu metabolismo oxidativo € muito lento. Portanto, a regeneragao
dos nucleotideos de piridina oxidados tem que depender, principalmente, de reacdes
que nao envolvam oxigénio molecular. A re-sintese de NAD+ a partir do NADH
depende essencialmente da reducao do piruvato nesse tecido. A primeira reagao da
via do sorbitol pode entdo desempenhar um papel similar na regeneragcao do NADP+
a partir do NADPH (Brachet, 1973).

Estudo recente, realizado por Jauniaux e colaboradores (2005), utilizando
amostras de sangue materno, tecido intervilbnico, fluido coeldmico e amnidtico de
gestagcdes humanas de 5 a 12 semanas de duragdo, determinou a concentracao de
acucares livres e polidis. As concentracdes foram determinadas através de cromatografia

liquida de alta resolugdo (HPLC). Nesse estudo, as concentragbes de frutose e sorbitol



foram mais elevadas nos liquidos coeldmico e amnidtico, quando comparadas com o0s

valores maternos. Os valores de glicose tiveram relagéo inversa (Jauniaux et al., 2005).

Os autores concluiram que a via do sorbitol € altamente ativa no feto e teria
como principal funcdo a manutencao das concentracdes de ATP e o potencial 6xido-
redutivo, enquanto o embrido desenvolve-se em um ambiente com baixa

concentracao de oxigénio (Jauniaux et al., 2005).

O sorbitol € um poliol, isto €,um alcool formado pela redugao de aldose. Sua
producdo é favorecida por condi¢des de baixa oxigenagdo como a que ocorre no
periodo fetal, resultando em meio alternativo para a producéo de lactato e regulagao
do balango entre oxidagdo e reducdo de nucleotideos. Apresentam importante
funcdo osmotica, além de serem precursores de componentes de membranas

celulares (Jauniaux et al., 2005).

O estudo feito por Jauniaux mostra a importancia dos polidis e agucares como
a frutose em etapas embrionarias do desenvolvimento humano, restando no adulto
apenas vestigios das vias metabodlicas dos polidis. Essa importancia decorre do fato
que no inicio da vida o embrido recebe nutrientes através de vias diferentes das
existentes nas fases fetais mais avancadas, pois a circulacdo se estabelece mais
tardiamente. Esse periodo também acontece em ambiente com baixa oxigenagao e
portanto favoravel ao metabolismo dos polidis. Durante o primeiro trimestre da
gestagao, células trofoblasticas "invasoras" ocluem as artérias espiralares maternas
determinando pouco fluxo sanglineo placentario, estando os espacgos intervilosos
preenchidos com liquido claro. Consequentemente, o suprimento de oxigénio nessa
fase fetoplacentaria € muito baixo. As concentracdes elevadas de sorbitol e miositol no
estudo feito por Jauniaux e colaboradores sugerem que os tecidos plancentarios e

fetais sao as principais fontes desses alcool-agucares (Jauniaux et al., 2005).

1.11 Carboidratos no leite materno

O leite materno € uma secrecao evolutiva em sua composigao e varia intra e

inter, individualmente, em fungcdo da duragdo da lactancia, hora do dia e inicio ou



final da mamada. O regime alimentar materno influencia na composicdo do leite
(Gudiel-Urbano & Goiii, 2001).

Os hidratos de carbono sao importantes componentes do leite materno, pois
fornecem entre 40-50% das necessidades energéticas do lactente (Gudiel-Urbano &
Goni, 2001). O carboidrato predominante no leite materno humano é a lactose. O
conteudo de lactose no leite humano maduro tem sido relatado entre 6,8g/dL e
7,4g/dl (Kien, 1996). A lactose do leite humano é desdobrada no intestino delgado

em dois componentes importantes: a glicose e a galactose.

A glicose é a mais importante, sendo a unica, fonte de energia metabdlica
durante o estado alimentado, para o cérebro e outros tecidos nervosos, glébulos
vermelhos, medula renal e para a retina. As elevadas proporgdes de energia
proveniente dos carboidratos do leite humano (41%) contrastam com a contribuigao
bem menor dos carboidratos do leite de outras espécies, como ratos, caes, porcos e

coelhos, onde a proporgao é de 5 a 15% (Kien, 1996).

A galactose, correspondendo a 50% da lactose, exerce fungdo metabdlica
destacada, sendo rapidamente incorporada em glicogénio hepatico, constituindo-se

em reserva importante de glicose.

Na composicao do leite materno encontramos mono, di e oligossacarideos.
Os oligossacarideos sao o terceiro maior componente, atras somente da lactose e
lipidios. Os oligossacarideos representam aproximadamente 16% dos hidratos de
carbono totais do leite materno. Mais de 130 compostos diferentes foram isolados e
identificados. O significado biolégico de tais compostos foi, em grande parte,
desconsiderado, em decorréncia da pouca importancia nutricional e por tais
compostos serem considerados meramente residuos das reagdes envolvendo as

enzimas glicosil-tranferases, importantes na via sintética do leite.

Os oligossacarideos sao compostos por uma combinagido variavel de D-
glicose, D-galactose, acido sialico (N-acetilneuraminico), L-fucose e N-
acetilglicosamina, com uma grande variedade de associagédo entre eles. A maioria
dos oligossacarideos é composta por uma unidade de lactose na extremidade

redutora, enquanto a fucose e o acido sialico sao os restos mais freqlientemente



situados na extremidade n&o-redutora. As cadeias de oligossacarideos tém uma

extensdo de 3 a 11 residuos de monossacarideos (Gudiel-Urbano & Goni, 2001).

Os oligossacarideos sdo o componente mais variavel do leite humano. A sua
sintese depende da heranga genética materna, do periodo da lactagdo e do
momento do dia, porém nao é influenciada pela dieta materna. Os niveis de
oligossacarideos sao mais elevados nos colostro em relagdo ao leite maduro, Ha
aumento nos primeiros 5 dias e depois decréscimo nos trés meses seguintes (La
Ferla et al., 2002).

Mais recentemente a importancia dos oligossacarideos do leite materno tem sido
demonstrada. Eles inibem a adesao bacteriana a superficie das células epiteliais, que é
considerada uma etapa inicial crucial para o processo infeccioso. A funcao
antiinfecciosa também é feita através da inibicdo da colonizacdo e crescimento dos
patégenos e também através do efeito pré-bidtico, favorecendo o crescimento de
bactérias benéficas. A pequena porgdo que € absorvida esta associada a fungao de

sintetizar glicolipidios presentes nos neurdnios (Gudiel-Urbano & Goii, 2001).

A composigdo de carboidratos do leite materno é variavel ao longo da
amamentagao. Coppa e colaboradores (1993), estudando amostras de leite materno
no 4°, 10°, 30°, 60° 90° e 120° dia pds-parto através de HPLC, observaram essa
variagdo. Lactose, fucose, glicose e galactose foram determinadas. O estudo
envolveu coleta de amostras de 46 mulheres. Nesse estudo a glicose e a fucose
representavam 12% do total de carboidratos do colostro e diminuiram
gradativamente até o 120° dia. Em contraste, a lactose, que representava 70% dos
carboidratos no 4° dia, aumentou gradativamente até o 60° dia, quando passou a
83% do total. A maior concentragdo de oligossacarideos foi observada no colostro,
quando representava 27% do total de carboidratos e foi diminuindo gradativamente

até representar 15 a 16% do total no 60° dia (Coppa et al., 1993).

Os valores de lactose no colostro foram de 56,0(+6,06)g/dL. Os
monossacarideos fucose, galactose e glicose somavam 0,94(+0,34)g/dL e os
oligossacarideos 20,9(+4,81)g/dL nas amostras de leite materno do 4° dia, no estudo

realizado por Coppa e colaboradores (Coppa et al., 1993).



A quantidade de lactose no leite materno aumenta gradativamente. Em artigo
usando a HPLC para dosagem de carboidratos no leite materno, Foda e colaboradores

observaram valores de 7,1 a 7,3g/100ml no leite maduro (Foda et al., 2004).

Os possiveis fatores associados a mudanca na composi¢cao do leite materno
sdo a raga, paridade, idade, dieta, diferengas entre as duas glandulas, estagios da
lactacdo (inicio-meio e final da mamada), variagcdo diuturna e estagio da
amamentagao (colostro, leite de transigdo, leite maduro). De todos os fatores os

mais importantes s&o os trés ultimos (Jenness, 1979).

Considerando a importancia dos carboidratos para o metabolismo do feto e
recém-nascido e a inter-relagao existente entre a frutose e a glicose e tendo em vista
a quase inexisténcia de pesquisas sobre frutose e sorbitol em recém-nascidos,
iniciamos estas investigagdes, no sentido de oferecer valores de normalidade, que

possam ser utilizados em pesquisas futuras.






2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Avaliar o comportamento da frutose, glicose e sorbitol na unidade feto-
materna e no recém-nascido de termo, com peso adequado para a idade

gestacional, com 48 horas de vida.

2.2 Objetivos especificos:

2.2.1 Determinar as concentragdes sanguineas de frutose, glicose e sorbitol em
maes, no momento do parto, no corddo umbilical e em recém-nascido a
termo, com peso adequado para a idade gestacional, em aleitamento materno

exclusivo, com 48 horas de vida.

2.2.2 Relacionar e comparar os niveis de frutose, glicose e sorbitol, determinados

em sangue de mae no momento do parto com os do cordao umbilical.

2.2.3 Relacionar e comparar os niveis de frutose, de glicose e sorbitol,
determinados no sangue de corddo com os niveis encontrados nos recém-
nascidos a termo com peso adequado para a idade gestacional e em

aleitamento materno exclusivo com 48 horas de vida.






3. CASUISTICA E METODOS

3.1 Delineamento do estudo

Trata-se de estudo prospectivo, longitudinal, realizado apds a aprovagao do
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu - Universidade
Estadual Paulista - UNESP (anexo 1), no periodo de julho de 1999 a margo de 2000.

Parte desta pesquisa, isto €, a montagem do método de determinagdo da
frutose por cromatografia liquida de alta resolugcéo e a determinagao de frutose em
amostras de recém-nascidos com 48 horas de vida foram apresentadas como

dissertacdo de Mestrado.

Juntamente com a frutose foram determinados os niveis de galactose, que

resultaram em tese de Doutorado, ja apresentada por Bossolan (2004).

3.2 Selecao da casuistica

Foram selecionadas 26 gestantes em trabalho de parto, com gestagao a
termo e parto normal, internadas na maternidade do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP e na Maternidade do Hospital
Sorocabanos, de Botucatu.

Apos esclarecimento verbal as parturientes na sala de parto, obteve-se
inicialmente o consentimento livre e esclarecido (anexo 2) das mesmas por escrito,
coletando-se os dados maternos em um protocolo, conforme modelo previamente

estabelecido (anexo 3).

Os recém-nascidos e suas respectivas maes foram selecionados no momento
do nascimento, apds avaliacdo das informagdes fornecidas pela méae e pelo obstetra

na sala de parto. Se essas informagdes fossem conflitantes com os dados do recém-



nascido, quanto a idade gestacional, doengas maternas e do recém-nascido apos o

parto, o binbmio mae e recém-nascido era excluido.

Foram selecionados 26 recém-nascidos a termo, ou seja, com idade
gestacional entre 37 e 41 semanas e 6 dias, segundo critérios descritos pela
Organizagdo Mundial de Saude (1961), baseada na informacdo materna sobre a
data da ultima menstruacao (regra de Naegele) (Delascio & Guariento, 1994) e
confirmada pelo método de Capurro et al.(1978), e com pesos adequados para a
idade gestacional, isto é, peso de nascimento situado entre os percentis 10 e 90 da

curva de crescimento de Alexander et al. (1996)

O calculo do tamanho da amostra foi realizado apds estudo piloto com 15
binbmios materno-fetais, quando foi verificada a média e os desvios-padrées das
variaveis bioquimicas estudadas. O poder do teste foi estabelecido em 20% e o erro
atribuido foi de 0,05. O tamanho sugerido foi de 24 para a frutose e de 12 para o

sorbitol.

3.2 1 Critérios de Inclusao

1. A selecdo das gestantes nos centros obstétricos e unidades de pré-parto
dos referidos hospitais foi realizada por meio de visitas diarias dos
pesquisadores aos hospitais e tendo como base informacbes dos
obstetras e das gestantes em trabalho de parto. Levou-se em
consideragao se essas gestantes houvessem realizado controle pré-natal,
com numero de consultas superior a quatro e tendo certeza da data da

ultima menstruacgao.

2. As maes nao deveriam apresentar qualquer doenga e/ou complicagcéo ou

receber medicamentos que interferissem nos niveis de glicose.

3. Todas as maes deveriam assinar o termo de consentimento livre e

esclarecido.

4. O parto deveria ser vaginal, sem uso de forceps e com apresentagcéo

cefalica, sem sinais de sofrimento fetal.



5. Os recém-nascidos foram selecionados quando apresentaram boletim de

Apgar de 1° minuto maior ou igual a sete.

6. Os recém-nascidos deveriam ser de termo com pesos adequados para a

idade gestacional.

7. Os recém-nascidos deveriam apresentar exame fisico normal ao
nascimento e serem encaminhados ao alojamento conjunto com suas

respectivas maes.

8. As maes deveriam apresentar sorologia negativa para sifilis, toxoplasmose
e HIV.

3.2.2 Critérios de exclusao

1. Os recém-nascidos que apresentassem qualquer tipo de doenca ou

complicacdo nos periodos perinatal ou pds-natal.
2. Os recém-nascidos que apresentassem mal-formagdes congénitas.

3. Os recém-nascidos que recebessem outro tipo de aleitamento que nao o

materno exclusivo nas primeiras 48 horas de vida.
4. Os recém-nascidos que tivessem alta antes de 48 horas.

5. Quando as coletas das amostras nédo estivessem completas, isto é, da
mae, logo apds o parto, do cordao umbilical, apds a retirada da placenta e
por fim, do respectivo recém-nascido com 48 horas, 30 minutos apos a

mamada.



3.2.3 Amostras excluidas

Foram excluidas trés maes e seus respectivos recém-nascidos, pois essas
maes receberam solugdo glicosada no periodo antes do parto nas seguintes

quantidades 25g, 87,5g e 20g, restando 27 binbmios materno-fetal.

Considerou-se que essas quantidades poderiam interferir nos niveis de

glicose materna e fetal (N6rdstrom et al., 1995).

Foram incluidas seis maes e seus respectivos recém-nascidos que receberam
pequena quantidade de glicose empregada como via de medicagao. As quantidades
totais variaram de 0,6 a 5,4g, valor considerado abaixo do nivel que interfere na
glicemia materna e fetal e considerado por Nordstrom et al (1995) como sendo igual
ou superior a 9,0g de glicose por hora (Lawrence et al., 1982; Loong et al., 1987;
Nordstrom et al., 1995).

Para confirmar a n&o-interferéncia dessa glicose intravenosa ante-natal
realizou-se o teste de Mann-Whitney, comparando-se as médias de glicose, frutose e
sorbitol das 6 maes e seus respectivos recém-nascidos com as 21 maes e recém-
nascidos que nao receberam qualquer quantidade de glicose antes do parto. Como
nao houvesse diferengas significantes entre os grupos, as 6 gestantes foram incluidas

na casuistica. As analises encontram-se no capitulo de resultados (tabela 15).

3.4 Procedimentos com os recém-nascidos

Os recém-nascidos foram pesados imediatamente apdés o nascimento. A
medida do peso foi realizada na primeira hora de vida, apés o banho, em balanga

eletrénica Filizola, modelo BIP Baby, graduada com divisdes de 5g.

O comprimento dos recém-nascidos, apés o nascimento, foi medido com
antropdmetro de madeira, calibrado em mm, tendo uma parte fixa, acoplada no polo

cefalico e outra movel, nos pés.



Foi ainda determinado o perimetro cefalico de cada recém-nascido. A medida

foi realizada passando-se a fita métrica, posteriormente, na altura do processo mais

proeminente da regido occiptal, lateral e bilateralmente na regido situada logo acima

dos pavilhdes auriculares, e frontalmente pela glabela. Utilizou-se fita métrica n&o

elastica, com 1,0 cm de largura, calibrada em mm. Feita aproximagédo para o0 mm

superior encontrado (Sharma et al., 1990). Ap6s a tomada das medidas foi realizado

exame fisico de todos os recém-nascidos na sala de parto.

3.5 Coleta das amostras

3.5.1 Momentos e procedimentos

A) Sangue

1.

Coleta da mae imediatamente apos o parto por pungao venosa periférica.
O sangue foi gotejado em um tubo seco contendo uma gota de heparina.

O volume aproximado foi de 5 ml.

Coleta do cordao, imediatamente apdés a retirada da placenta, por
puncdo da veia umbilical, aproximadamente a 2 cm da placenta, e
colocado em um tubo seco contendo uma gota de heparina. O volume

aproximado foi de 5 ml.

Coleta do recém-nascido por pung¢ao venosa periférica, apresentando 48
horas de vida, mais ou menos 5 horas. Esse sangue foi coletado
juntamente com o exame de sorologia (toxoplasmose e sifilis) realizado
de rotina no servico. O volume aproximado foi de 3ml. A amostra foi

coletada aproximadamente 30 minutos apos o inicio da mamada.

Os recém-nascidos foram amamentados exclusivamente ao seio materno
e pesados com roupa, antes e apdés a mamada, para a estimativa do

volume ingerido.



B) Leite

Com a finalidade de afastar a ingestdao de frutose como determinante dos
niveis sanguineos de frutose nos recém-nascidos, procurou-se determinar a
presenca ou auséncia desse carboidrato no leite das maes dos recém-

nascidos.

1. Em uma amostra aleatéria de 10 méaes foi efetuada coleta de leite materno
logo apdés a pungdo venosa do recém-nascido, isto €, apos

aproximadamente 48 horas apds o parto, mais ou menos 5 horas.

2. O leite foi coletado por gotejamento, em tubo seco, aproximadamente 2

mil.

3.5.2 Técnica de preparo das amostras apos a coleta
A) Sangue:

Para a determinagao da frutose, glicose e sorbitol, nas amostras de sangue

1. As amostras foram preparadas no local da coleta colocando-se parte da
amostra imediatamente em solucdo preparada para desproteiniza-la e
interromper a glicélise. A solugao desproteinizante continha 100ul de agua
gelada deionizada e destilada e processada no Milli-Q, 50ul de padrao
interno da amostra (manitol a 4mg/ml), 50ul de solugdo de hidréxido de
sédio (0,5N), 1ml de acetona pura e 200ul de solugao de sulfato de zinco
(10% wl/v), segundo técnica descrita por Hu et al. (1995) e modificada por
Bossolan (2000).

2. 400pl da amostra inicial foram retirados e transferidos para um tubo
mantido em gelo, previamente preparado com solugcdo desproteinizante,
sendo processada e armazenada em freezer a -80°C para posteriormente
ser analisada por cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC). As

amostras foram armazenadas em triplicata, dentro dos padrbées da HPLC.



B) Leite:
Para a determinacéo de carboidratos nas amostras de leite

1. A analise foi efetuada em leite total de acordo com a Varian Application
Note, number 4 (Joseph M, 1998). As amostras foram preparadas por
precipitagdo das proteinas do leite com isopropanol e agua e
centrifugacéo. O sobrenadante foi filtrado através de filtro de 0,45um e as
amostras diluidas em agua. Para tanto 1ml de leite materno foi
precipitado com 1ml de isopropanol PA (Merck). Apos a adicao de
isopropanol, as amostras foram agitadas durante 20 minutos, a
temperatura ambiente e centrifugadas por 4 minutos a 10000 rpm. O
sobrenadante foi retirado com cuidado para nao ser coletado préximo do
botdo de proteinas. Logo a seguir, o sobrenadante coletado foi diluido
1:10, em agua ultra-pura e filtrado duas vezes em unidade filtrante HV

millex, em poliestireno em membrana durapore de 0,45 micras (Millipore).

C) Recuperagao da amostra (no sangue):

1. Utilizou-se o manitol como padréo interno da amostra, para quantificar
a recuperagcao da amostra durante a extracdo. A recuperagao
correspondeu a 87,82% da amostra injetada, o que pode ser
considerada uma boa recuperacdo para esse procedimento
(Tanumihardjo & Penniston, 2002).

3.6 Determinagoes bioquimicas

A determinacdo dos carboidratos no sangue e no leite foi efetuada por
cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC) empregando os mesmos parametros

do aparelho.

Nas amostras de sangue das maes no momento do parto, do cordao umbilical
e do recém-nascido com 48 horas de vida foram determinadas as concentracdes de

frutose, glicose e sorbitol.



Nas amostras de leite materno foram determinadas as concentragdes de

lactose, glicose, fucose e galactose.
Parametros da HPLC utilizados:

Foi utilizado o aparelho de HPLC da marca Varian. O sistema HPLC é
composto de um maodulo, o Varian 9012, no qual se encontra a bomba de injegao,
que sera responsavel por manter um fluxo continuo do solvente através da coluna.
Acoplado a esse sistema ha um transdutor de pressdo, que tem a funcdo de
monitorar a pressao do sistema até a coluna e um sistema de injecdo da amostra,

necessario para a introducdao da amostra no sistema.

Apos a amostra ser injetada, a fase mével circula pelo sistema até a coluna

onde ocorre a separacao do soluto.

A fase movel utilizada foi a agua, que é um solvente polar. A agua foi
previamente preparada, através de destilacdo, deionizagdo e posterior purificacdo

através do sistema Milli-Q Pluss (sistema de agua ultra-pura da Millipore)

A coluna utilizada para a separagdo dos carboidratos foi a coluna da marca
Varian, composta de resina de troca catiénica na forma de calcio ibnico (Ca++). Seu
didmetro € de 0,65cm e o comprimento é de 30cm, sendo especialmente designada
para a separacdo de polissacaridios, monossacaridios e agucares alcodlicos. A
pressao maxima utilizada foi de 55atm e o fluxo de 0,5ml/minuto. A temperatura da

coluna foi mantida constante a 90°C.

Para a deteccao da eluicdo dos solutos foi utilizado o detector de indice de

refracdo 9040(RI) a uma temperatura de 35°C.

Para processar esses resultados foram utilizados amplificadores e controles
eletrénicos que transformam a resposta do detector em sinal de saida para o
integrador e o registrador de dados. Para realizar essa conversao, foi utilizado o

programa L.C.Star Workstation, previamente preparado pela Varian.

A determinagéo das substancias foi efetuada empregando-se padréo externo

com uma curva de calibragao, r2 = 0,98.



Os reativos empregados para a curva padrao foram grau HPLC da Sigma

Chemical Company®©.

Na determinagdo dos carboidratos do leite materno, observou-se a auséncia
de frutose e a presencga de fucose. Para comprovar a presenca de fucose, trés
amostras de leite foram analisadas, empregando-se coluna de chumbo, que separa
adequadamente os padrbes de frutose e fucose. Nessas amostras confirmou-se a

auséncia de frutose e a presenca de fucose.

A realizacado das determinagdes bioquimicas foi executada no Laboratério de
Pesquisa do Departamento de Pediatria da Faculdade de Medicina de Botucatu,
UNESP, pelos pesquisadores com auxilio de docentes do Departamento e a

participacdo de uma auxiliar académica do Laboratério.

3.7.Método estatistico

Para a analise dos resultados foram utilizados testes paramétricos e nao

parametricos, levando-se em consideragao a variabilidade das medidas realizadas.

A descricdo da casuistica foi efetuada por meio de medidas de tendéncia
central (média) e de dispersdo (desvio-padrdo), bem como mediana, quartis e

porcentagem.

Foram aplicados os seguintes testes:

1. Analise de variancia por postos de Friedman (Siegel, 1988), com o objetivo
de comparar as parturientes, o cordao umbilical, no momento do parto e
recém-nascido, com 48 horas de vida em relagdo aos valores da glicose,

frutose e sorbitol.

2. Coeficiente de correlagdo de Spearman (Siegel, 1988) com a finalidade de
estudar as relagdes entre frutose, sorbitol e glicose em cada grupo e entre
0s grupos (mée no momento do parto), corddo umbilical e recém-nascido
com 48 horas de vida. O mesmo coeficiente foi aplicado para estudar as
relagbes entre os valores de frutose, glicose e sorbitol no sangue do

recém-nascido com 48 horas de vida e o respectivo leite materno. No caso



da glicose, em virtude da distribuicdo normal, foi possivel utilizar o

coeficiente de correlagao de Pearson (Siegel, 1988).

3. Método de Mann-Whitney para a comparacgao entre as médias de glicose,
frutose e sorbitol em maes que receberam glicose em quantidade total
menor que 5,5g durante o trabalho de parto e as maes que nao receberam
glicose (Norman & Streiner, 1994).

Apesar de ter sido utilizada analise ndo paramétrica, nas tabelas foram
arrolados os valores das médias e dos desvios-padrdo, apenas para se ter

uma idéia acerca da variabilidade das medidas.

Em todos os testes fixou-se em 0,05 ou 5% o nivel de significancia,

assinalando-se com um asterisco os valores significantes.

A analise estatistica foi executada empregando-se o programa BioEstat
2.0.



4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas descritivas

4.1.1 Maes

Foram estudadas 26 gestantes com gestagdo a termo, idade média de
23,3 + 6,75 anos, com limites extremos de 15 a 39 anos. A média de ganho
ponderal durante a gestacao foi de 12,9 + 5,57 Kg, com limites extremos de 4 a
24 Kg. A média do numero de gestagdes foi 2,5 gestagbes por mae, com limites
extremos de 1 a 14 gestacbes. Na tabela 1 observam-se os dados das

caracteristicas maternas.

Tabela 1 - Maes segundo as caracteristicas descritivas estudadas (dados basicos

na tabela A1 do anexo).

26 maes Média DP MD CV (%) Max. Min.
Idade (anos) 23,30 21,00 28,97 39 15
N° de gestagoes 2,50 2,00 111,57 14 1

Ganho de peso (Kg) 12, 90 557 11,50 43,14 24 4

4.1.2 Recém-nascidos

Foram estudados 26 recém-nascidos a termo com pesos adequados para a
idade gestacional, nascidos de parto normal, sendo 11 (42,3%) do sexo masculino e

15 (57,7%) do sexo feminino.



Na tabela 2 estdo as principais caracteristicas dos 26 recém-nascidos. A
média de idade gestacional foi 277,6 + 8 dias, com os limites extremos: minimo de
266 e maximo de 293 dias. O boletim de Apgar de 1° minuto foi, em média, 8,76 +
0,65, com limites extremos de 7 a 10. O boletim de Apgar de 5° minuto foi, em

média, 9,88 + 0,32, com limites extremos de 9 a 10.

A média do peso ao nascimento foi 3.271 + 318,6 g, com limites extremos de
2630 g e 3805 g. A média do perimetro cefalico (PC) foi 34,19 + 0,89, com limites
extremos de 32 e 35,5 cm. O perimetro toracico (PT) foi, em média, 33,4 + 1,48 cm,
com limites extremos de 31,5 e 38 cm. A média do comprimento (C) foi 48,5 + 1,88
cm, com limites extremos de 45 e 53 cm. A variagao do peso, medida antes e apds
as mamadas, foi 14,23 + 3,06 g o que foi considerado como o equivalente ao volume

de leite ingerido.

Tabela 2 - Recém-nascidos a termo com peso adequado para a idade gestacional,
segundo as caracteristicas descritivas estudadas (dados basicos na

tabela A4 do anexo).

Média DP Md CV (%) Valor Min. Valor Max.

IG (dias) 2776 8 276 2,88 266 293
Apgar 1 min 8,76 0,65 9 7,43 7 10
Apgar 5 min 9,88 0,32 10 3,30 9 10
Peso (g) 3271 318 3277,5 9,74 2630 3805
PC (cm) 34,19 0,89 34 262 32 35,5
PT (cm) 33,42 1,48 33,5 443 31,5 38
C (cm) 48,55 1,88 48 3,88 45 53

Variagcao de peso (g) 14,23 3,06 15 21,53 10 20




4.2.Resultados Bioquimicos

4.2.1 Maes no momento do parto

A média dos niveis sanglineos de glicose foi 4,82 + 0,81 mmol/L, com limites
extremos de 3,49 mmol/L e 7,28 mmol/L. A média dos niveis sanguineos de frutose nas
maes, no momento do parto, foi 56,04 + 21,81 umol/L, com limites extremos de 13,3
umol/L e 95,46 umol/L. A média dos niveis de sorbitol foi 43,19 + 17,81umol/L, com
valores extremos de 11,09 umol/L e 74,22 umol/ L. Na tabela 3 estdo exibidos os

valores.

Tabela 3 - Concentracdes de glicose (mmol/L), frutose(umol/L) e sorbitol (umol/L)
em maes de recém-nascidos de termo com pesos adequados para a
idade gestacional no momento do parto (n=26) (Dados basicos na tabela

A2 do anexo)

Mediana 1°Q 3°Q Meédia DP Valor min. Valor max.

Glicose 4,74 442 522 482 0,81 3,49 7,28
Frutose 56,61 43,98 71,03 56,04 21,81 13,3 95,46
Sorbitol 41,01 32,36 56,08 43,19 17,81 11,09 74,22

4.2.2 Recém-nascidos (cordao umbilical) no momento do parto

Na tabela 4 encontram-se os valores bioquimicos encontrados no sangue do
corddo umbilical (veia umbilical), referentes aos recém-nascidos no momento do
parto. A média dos niveis sanglineos de glicose no corddo foi de 3,57 + 0,72
mmol/L, com limites extremos de 2,21 mmol/L e 4,88 mmol/L. Os valores
encontrados de frutose no corddo umbilical foram, em média, de 77,24 + 35,3
umol/L, com valores extremos de 22,75 umol/L e 136,5 umol/L. Em relagdo ao
sorbitol, a média dos valores, no corddo umbilical, foi de 71,12 £ 29,66 umol/L, com

valores extremos de 21,92 umol/L e 125 umol/L.



Tabela 4 - Concentragdes de glicose (mmol/L), frutose(umol/L) e sorbitol (umol/L)
em cordao umbilical de recém-nascidos de termo com pesos adeaudos
para a idade gestacional no momento do parto ( n=26) (dados basicos

na tabela A3 do anexo).

Mediana 1°Q 3°Q Média DP V. Min V. Max

Glicose 3,54 3,09 4,03 3,57 0,72 2,21 4,88
Frutose 74,64 51,19 105,8 77,24 35,3 22,75 136,5
Sorbitol 73,16 53,48 91,66 71,12 29,66 21,92 125

4.2.3 Resultados no recém-nascido com 48 horas de vida

Os niveis de glicose foram, em média, 3,04 + 0,56 mmol/L, nas amostras de
sangue dos recém-nascidos sob aleitamento materno exclusivo. Os valores
extremos de glicose foram de 2,04 mmol/L e 4,44 mmol/L. Em relagdo aos niveis de
frutose, a média foi de 105,1 + 43,8 umol/L, com extremos de 10,5 e 208,6 umol/L. A
média dos valores de sorbitol foi 42,67 + 22,2 umol/L, com valores extremos de 8,37

umol/L e 104,3 umol/L. Na tabela 5 estdo apresentados os resultados.

Tabela 5 - Concentragdes de glicose (mmol/L), frutose (umol/L) e sorbitol (umol/L)
em recém-nascidos com pesos adequados para a idade gestacional com

48 horas de vida (n=26) (dados basicos nos anexos, na tabela A5 )

Mediana 1°Q 3°Q Média DP V. min V. max

Glicose 3,07 2,65 3,37 3,04 0,56 2,04 4,44
Frutose 109,5 80,27 132,6 105,1 43,8 10,5 208,6

Sorbitol 41,49 25,37 56,20 42,67 22,20 8,37 104,3

4.2.4. Resultados referentes ao leite materno



Na tabela 6 encontram-se os resultados dos carboidratos identificados nas
amostras de leite materno. A média dos niveis de lactose no leite materno foi de
120,27 + 16,09 mmol/L, com valores minimos de 92,82 mmol/L e maximo de 146,63
mmol/L. Os niveis de glicose encontrados nas amostras de leite materno foram, em
média, de 0,18 + 0,21 mmol/L, sendo que a glicose n&o foi encontrada em 5 das 10
amostras de leite. O valor maximo encontrado foi de 0,61 mmol/L. Em relacdo a
galactose a média foi de 0,20 + 0,33 mmol/L, n&o tendo sido encontrada em 7 das
10 amostras de leite. O valor maximo de galactose encontrado foi de 0,76 mmol/L. A
média de fucose encontrada nas 10 amostras de leite foi de 3,53 + 1,28 mmol/L, com
valor minimo de 1,41 mmol/L e maximo de 5,50 mmol/L. A frutose n&o foi encontrada

em qualquer das amostras de leite estudadas.

Tabela 6 - Leite materno, segundo os valores bioquimicos de lactose, glicose,

galactose e fucose em mmol/L (dados basicos nos anexos, na tabela A7).

n Mediana 1°Q 3°Q Meédia DP V.Min. V.Max.

Lactose 10 121,50 112,44 129,99 120,27 16,09 92,82 146,63

Glicose 10 0,11 0 0,34 0,18 0,21 0 0,61
Galactose 10 0 0 0,45 0,20 0,33 0 0,76

Fucose 10 3,80 2,45 4,40 3,53 1,28 1,41 5,50

4.3 Resultados das correlagcoes

4.3.1 Maternas

Houve correlagao significante entre os niveis de glicose e sorbitol no sangue
materno (rs=0,60; p < 0,001).
Tabela 7 - Correlagao entre as variaveis bioquimicas no sangue materno no

momento do parto.



Glicose x Frutose Glicose x Sorbitol Frutose x Sorbitol

Mae rs =-0,0029 rs = 0,60* rs=-0,1652
p =0,9888 p = 0,001 p =0,4200
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Figura 2 - Correlagado entre os niveis sangliineos de sorbitol e glicose de maes no
momento do parto.

4.3.2 Recém-nascido no momento do parto (cordao umbilical)

Nao foram observadas correlagdes significantes entre os niveis de glicose,

frutose e sorbitol no sangue de corddo umbilical (tabela 8)

Tabela 8 - Correlagao entre as variaveis bioquimicas do sangue do corddo umbilical

Glicose x Frutose Glicose x Sorbitol Frutose x Sorbitol

Cordao Umbilical rs =-0,0841 rs =0,1733 rs = 0,2538
p = 0,6828 p =0,3971 p=0,2109




4.3.3 Recém-nascidos com 48 horas de vida

Observou-se correlagdo significante entre os niveis sanguineos de frutose e
sorbitol no sangue de recém-nascido com 48 horas de vida (rs=0,56; p< 0,05).
Tabela 9 - Correlagdo entre as variaveis bioquimicas das amostras de sangue dos

recém-nascidos com 48 horas de vida, sob aleitamento materno exclusivo.

Glicose x Frutose Glicose x Sorbitol Frutose x Sorbitol

RN com 48h rs =-0,1339 rs =0,2152 rs = 0,56*
p=0,5142 p =0,2910 p =0,0027
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Figura 3 - Correlagéo entre os niveis sanguineos de sorbitol e frutose nas amostras
de sangue dos recém-nascidos com 48 horas de vida.



4.3.4 Correlagao entre os niveis sangiiineos das variaveis bioquimicas entre
mae, cordao umbilical e recém-nascido com 48 horas de vida.

4.3.4.1 Glicose

Observou-se correlagao significante entre niveis sangliineos de glicose da
mé&e e do corddo umbilical (Tabela 10 e figura 4).

Tabela 10 - Correlagao entre os niveis sanguineos de glicose materna no momento do

parto, cordao umbilical e recém-nascido de termo com 48 horas de vida.

Variavel r p
Mae parto vs cordao umbilical 0,74 0,0001
Mae parto vs RN 48h -0,11056 0,5738
Cordao umbilical vs RN 48h -0,0756 0,7136
n=26
[—
[ o o
i ]
i
= 4T A
e i
o
£ & %o &
£ G S 04
€ o O
o o &
S o
= e
S
[<}]
[72]
o
L
O 1+
0 | | | | I
3 4 5 B 7 8

Glicose Mae em mmol/L

Figura 4 - Correlagao entre os niveis sanguineos de glicose entre méde no momento
do parto e cordao umbilical.

4.3.4.2 Frutose



Nao foi observada correlagao significante entre os niveis de frutose das maes,

corddes umbilicais e nos recém-nascidos com 48 horas de vidas (Tabela 11).

Tabela 11 - Correlagao entre os niveis de frutose materna no momento do parto,

cordao umbilical e recém-nascido de termo com 48 horas de vida.

variavel rs p
Mae parto vs corddo umbilical 0,3145 0,1175
Mae parto vs RN 48h -0,1710 0,4036
Cordao umbilical vs RN 48h 0,1648 0,4209
n=26;p<0,05

4.3.4.3 Sorbitol

Nao foram observadas correlagdes significantes entre os niveis de sorbitol
das maes, corddes umbilicais e dos recém-nascidos com 48 horas de vida (Tabela
12).

Tabela 12 - Correlagéo entre os niveis sanguineos de sorbitol de maes no momento

do parto, cordao umbilical e recém-nascido com 48 horas.

variavel rs p
Mae parto vs corddo umbilical 0,2903 0,1503
Mae parto vs RN 48h -0,1919 0,3477
Cordao umbilical vs RN 48h -0,0315 0,8787
n=26;p< 0,05

4.3.5 Leite materno

Nas variaveis bioquimicas do leite materno houve correlagcdo significante

entre os valores de glicose e lactose. Nao houve correlagédo entre os outros valores.

Tabela 13 - Correlacio entre os valores bioquimicos do leite materno

Lactose x Glicose rs =0,84 p = 0,002



Lactose x Galactose rs =0,29 p=0,41

Lactose x Fucose rs =-0,28 p =0,41
Glicose x Galactose rs = 0,37 p=0,28
Glicose x Fucose rs=- 0,51 p=0,13
Galactose x Fucose rs=-0,27 p=0,43

4.4 Resultado das comparagoes

Na tabela 14 comparamos os niveis sanguineos de glicose, frutose e sorbitol
encontrados no sangue materno no momento do parto, no corddao umbilical e no
sangue do recém-nascido a termo com 48 horas de vida em aleitamento materno
exclusivo. Os niveis maternos de glicose foram significantemente maiores nas maes
em relacdo aos corddes umbilicais e recém-nascidos com 48 horas de vida e estes
apresentaram valores significantemente menores que os observados nos corddes

umbilicais.

Na comparagdo entre os valores de frutose observamos que os niveis de
frutose foram significantemente menores nas maes quando comparados com o0s

niveis do cordao e estes menores que os do recém-nascido com 48 horas de vida.

Na comparagdo entre os valores de sorbitol observamos que os niveis do

cordao foram significantemente superiores aos da mée e do recém-nascido.

Tabela 14 - Comparagao entre os niveis sanguineos de glicose, frutose e sorbitol
em mae, no momento do parto, corddo umbilical e recém-nascido a

termo com 48 horas de vida (média e desvio padrao).

Glicose (mmol/L) Frutose (umol/L) Sorbitol (umol/L)
Mae 4,82 + 0,81 *t 56,04 + 21,81 43,19 + 17,81
Cordao 3,567 +0,72% 77,24 + 35,33* 71,12 £ 29,66 *

RN 48H 3,04 £ 0,56 105,1 £43,8t1F 42,67 + 22,20




Glicose
Mae vs cordao * p= 0,001
Mae vs recém-nascido com 48h' p=0,0001

Cord3o vs recém-nascido com 48h# p=0,0001

Frutose
Mae vs cordao *p = 0,001
Cord&o vs recém-nascido com 48h' p =0,0004

Recém-nascido com 48h vs mae * ip =0,0004

Sorbitol
Mae vs cordao * p=0,001
Cordao vs recém-nascido * p = 0,01

Mae vs recém-nascido com 48h p = 0,69

*
o Méae > Cordéao * p = 0,001
T Mae >RN T p=0,0001
Cordao > RN¥ p = 0,0001
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Figura 5 - Comparagéo entre os niveis sanguineos de glicose em maes no momento
do parto, cordao umbilical e recém-nascido com 48 horas de vida.
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Figura 6 - Comparagao entre os niveis sanguineos de frutose em mae, cordao
umbilical e recém-nascido com 48 horas de vida.
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Figura 7 - Comparagao entre os niveis sanguineos de sorbitol em maes no momento
do parto, corddo umbilical e recém-nascido com 48 horas de vida.



4.5 Comparagao entre o grupo com soro glicosado e o grupo sem soro

glicosado durante o trabalho de parto

Na tabela 15 encontram-se os resultados de glicose, frutose e sorbitol
referente a comparacao entre o grupo de maes que nao receberam soro glicosado
durante o trabalho de parto (n = 20) e o grupo de mé&es que receberam soro
glicosado (total de glicose em média de 2,7g) durante o trabalho de parto (n = 6). O

método utilizado foi o de Mann-Whitney que ndo mostrou diferengas significantes

entre os dois grupos, considerando-se o0 grupo de 26 maes como homogéneo.

Tabela 15 - Comparagédo entre os valores sangiiineos (média e DP) de glicose, frutose e sorbitol em méaes que ndo
receberam soro glicosado (n = 20) e que receberam (n = 6).
Variavel Mae Cordao RN 48HV
sem com sem com sem com
Glicose 489+087 458+054 357+0,75 361+£066 293+£0,51 3,41+0,60
(mmol/L) p=0,48 p=0,95 p=0,13
Frutose 545+199 61,03+28,7 791+35  6103+287 102,6+44 113,1+46,1
(wmoliL) p=0,52 p=0,78 p = 0,60
Sorbitol 42,8+18,9 442+145 699+31,3 75,06+2503 40,11+238 51,2+13,6
(umol/L) p=0,90 p=0,80 p=0,18







5. Discussao

5.1 Selecao das maes e dos recém-nascidos

1. As maes selecionadas foram atendidas em duas instituicbes. Como a
Maternidade do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu- UNESP é centro de referéncia para gestantes de alto risco foi
necessario incluir outro servigo. O escolhido foi o Hospital Sorocabanos,
que atua em parceria com o servigo de Obstetricia. Trata-se de hospital
para atendimento em nivel secundario e, portanto, com maior contingente
de gestantes saudaveis e maior ocorréncia de parto normal e menor
possibilidade de receberem medicacgdes e solugdes glicosadas. As maes
selecionadas fizeram controle ambulatorial pré-natal adequado e
desenvolveram trabalho de parto normal, sem complicagdes. Os
respectivos recém-nascidos foram de termo, com idade gestacional entre
37 e 41 semanas e 6 dias, de acordo com os critérios determinados pela
Organizagdo Mundial da Saude (1961), baseada na informagédo materna
sobre a data da ultima menstruacdo (regra de Naegele) (Delascio &
Guariento, 1994), com confirmagao através do método de Capurro et al.
(1978). Os recém-nascidos apresentaram peso adequado para a idade
gestacional, de acordo com a curva de crescimento fetal de Alexander et
al. (1996). Todos os recém-nascidos foram alimentados exclusivamente

por meio do aleitamento materno.

O ganho de peso materno, durante a gestacgéo, foi de 12,9 + 5,57 Kg, o que
se encontra dentro dos padrées de normalidade de acordo com Ehrenberg et al.
(2003).

2. Como critério de exclusdao as maes nao deveriam receber medicamentos

que pudessem interferir nos niveis sanguineos de carboidratos.



Entretanto no Hospital das Clinicas de Botucatu quase todas as maes
recebem ocitocina em soro glicosado, o que dificultou em muito a selecdo da

casuistica.

No hospital Sorocabanos a conduta ndo é tdo uniforme, mas parte das mées

também recebem soro glicosado.

Apos selecionarmos 30 parturientes, em 9 houve infusdo de glicose no
periodo final do trabalho de parto. Para que a casuistica ndo se reduzisse a 20
recém-nascidos avaliamos em todos os casos o total de glicose ministrada excluindo
somente trés casos nos quais as maes receberam quantidades de glicose superior a

5,5 g. Nesses casos a glicose infundida correspondeu a 8,3g,29ge 6 g.

Restaram seis casos, nos quais a quantidade de glicose foi pequena, no total,
em meédia 2,7 g, com os limites de 0,6 a 5,4 g, recebidos de 1 a 3 horas antes do
parto, valores que segundo a literatura (Lawrence et al., 1982; Mendiola et al., 1982;
Loong et al., 1987; Piquard et al., 1989; Nordstrom et al., 1995) encontram-se muito
abaixo dos niveis que podem interferir nos niveis de glicose fetal. Nordstrom et al.
(1995) consideraram que os niveis inferiores a 9 g de glicose por hora nao interferem

nos niveis de glicose materna e fetal.

Os seis casos foram analisados a parte e incluidos no estudo final, pois ndo
se encontrou interferéncia nos niveis de glicose, frutose ou sorbitol nas mées, nos

corddoes umbilicais ou nos recém-nascidos com 48 horas de vida.



5.2.Método de determinacao dos carboidratos

O método escolhido para a determinagao dos carboidratos foi a cromatografia
liglida de alta resolugdo (HPLC). Trata-se de um método sensivel e preciso, que
necessita de pequena quantidade de amostra. O método utilizado foi o descrito por
Hu et al. (1995), modificado. A modificacdo consistiu na utilizagdo de apenas um
tubo preparado previamente, evitando-se com isso perda de material. O manitol foi

escolhido como padrao interno, com 87% de recuperagao.

Na analise das amostras de leite também foi utilizada a metodologia da
cromatografia liquida de alta resolugdo. Para comprovar a existéncia da fucose
excluir a presengca da frutose, j@ que ambas apresentam, tempos de retencéo
bastante préximos, empregamos, em trés amostras, colunas para a determinagéo de
carboidratos, com chumbo, que diferentemente da coluna catidbnica com calcio,
permite fazer a distincdo entre os dois carboidratos por apresentar tempo de
retencdo bastante diferentes entre ambos. Desta forma foi possivel comprovar a
existéncia, nas dez amostras, apenas de fucose e a inexisténcia de frutose. Esses
achados sao confirmados pela literatura, na qual é relatada a inexisténcia de frutose
no leite materno e referida apenas a presenca de fucose e outros carboidratos
(Jenness, 1979; Coppa et al., 1993; Kien, 1996)



5.3 Resultados das investigagoes laboratoriais

5.3.1 Niveis de glicose na mae, no cordao umbilical e no recém-nascido com 48
horas de vida

A (glicose é um dos principais substratos energéticos do metabolismo,
especialmente para o metabolismo cerebral. A glicose atravessa a barreira
placentaria por meio de difusao facilitada com um gradiente de concentracéo entre o
plasma materno e o fetal. O transporte de glicose é muito complexo e mediado pelas
proteinas transportadoras da familia GLUT. O GLUT 1 e o GLUT3 estao associados
com o transporte de glicose placentario (Das et al., 1994, Ericsson et al., 2004). As
concentracdes normais de glicose no sangue apresentam pequena variagdo, com
valores muito proximos quando comparadas com outros combustiveis metabdlicos,

variando apenas duas a trés vezes os valores normais (Williams et al., 1997)

A média dos niveis sanguineos maternos de glicose foi de 4,80 + 0,81
mmol/L, com limites extremos de 3,49 mmol/L e 7,28 mmol/L. A mediana foi de 4,74
mmol/L. Observa-se que os valores encontram-se préximos aos niveis encontrados
na literatura (Hawdon et al., 1992). Alguns valores baixos, como 3,49 mmol/L, podem
ser atribuidos ao fato de que essas maes nao receberam glicose durante o trabalho

de parto ou se receberam foram em quantidade insignificante.

A média dos niveis de sanguineos de glicose no cordao foi de 3,57 + 0,72
mmol/L, com limites extremos de 2,21 mmol/L e 4,88 mmol/L. A mediana foi de 3,54
mmol/L. Estudos mostram que a concentragédo plasmatica de glicose corresponde a
cerca de 70 a 80% da concentracdo plasmatica materna de glicose (Kalhan &
Parimi, 2002). Em estudo feito por Hoseth e colaboradores, tendo como amostras
sangue do corddo umbilical de recém-nascidos a termo, adequados para a idade
gestacional, o valor médio de glicose foi de 4,9 mmol/L, com limites extremos 1,9
mmol/L e 7,4 mmol/L (Hoseth et al., 2000). Na comparagao entre os valores de
glicose materna e do corddo umbilical, encontramos valores nas unidades feto-
placentarias cerca de 74%, em meédia, dos valores maternos e, portanto,

concordantes com a literatura.



Nos recém-nascidos com 48 horas de vida sob aleitamento materno
exclusivo, os niveis de glicose foram, em média, de 3,04 mmol/L, com valores
extremos de 2,04 mmol/L e 4,44 mmol/L. Apds o nascimento, o recém-nascido deve
mudar abruptamente de um estado de captacdo franca de glicose e sintese de
glicogénio, para outro, de produgao independente de glicose. A manutencédo da
normoglicemia depende das reservas de glicogénio, da maturidade das vias
glicogendlicas e gliconeogénicas e de resposta enddcrina adequada. Os eventos
enddécrinos que estdo envolvidos com a liberagdo da glicose e a mobilizagdo da
gordura das reservas periféricas sdo o aumento da secregdao da adrenalina e a
queda rapida dos niveis de insulina (Ktorza et al., 1985). Os recém-nascidos
alimentados com leite materno apresentam niveis mais baixos de glicemia e niveis
mais elevados de corpos cetbnicos, quando comparados com recém-nascidos

alimentados com férmulas lacteas (Williams et al., 1997).

Os valores de glicose em recém-nascidos com 48 horas de vida, sob
aleitamento materno exclusivo, estdo de acordo com os valores de glicemia
considerados normais pela literatura e que correspondem a valores superiores a
2,49 mmol/L, a partir de 24 horas de vida (Cornblath et al.2000, Williams et al.,
2000). No estudo realizado por Hoseth e colaboradores, o valor médio de glicose
para recém-nascidos a termo, com peso adequado para a idade gestacional apos 24
horas de vida e sob aleitamento materno exclusivo, foi de 3,4 mmol/L, com valores
extremos de 2,1 mmol/L e 5,3 mmol/L (Hoseth et al., 2000).

Os valores de glicose definidos como normais em recém-nascidos ainda sao
controversos. Os autores definem niveis a partir dos quais o recém-nascido é
considerado em hipoglicemia. Para Srinivasan e colaboradores, o recém-nascido a
termo em aleitamento materno ou formula deve apresentar niveis plasmaticos de

glicose a partir de 24 horas de vida superiores a 2,49 mmol/L (Srinivasan, 1986).

Estudo feito por Diwakar e Sasidhar (2002), dosando a glicose plasmatica em
200 recém-nascidos a termo, com pesos adequados para a idade gestacional e sob
aleitamento materno exclusivo, mostraram valores de 2,89 + 0,79 mmol/L, com
mediana de 2,9 mmol/L e valores minimos de 1,3 mmol/L e maximo de 7,6 mmol/L
com 24 horas de vida. O mesmo estudo, dosando a glicose plasmatica em recém-

nascidos com 72 horas de vida mostrou a média de 3 mmol/L, com mediana de 2,8



mmol/L e valor minimo de 1,4 mmol/L e maximo de 7,1 mmol/L (Diwakar, Sasidhar,
2002).

Os valores encontrados nesta pesquisa, com média de 3,04 + 0,56 mmol/L e
mediana de 3,04 mmol/L e valor minimo de 2,04 mmol/L e maximo de 4,44 mmol/L

sao compativeis com o estudo feito pelos autores acima citados.

5.3.2. Niveis de frutose nas amostras das maes, cordoes umbilicais e recém-

nascidos com 48 horas de vida.

A média dos niveis sanguineos de frutose nas méaes, no momento do parto,
foi de 56,04 + 21,81 umol/L, com limites extremos de 13,3 umol/L e 95,46 umol/L.
Nao existe consenso em relacdo aos valores considerados normais de frutose em
seres humanos adultos. Os valores encontrados nas amostras das maes estédo
proximos aos descritos por Q-liu e colaboradores, que foi de 86 + 44 umol/L, em
estudo envolvendo 15 adultos saudaveis, utilizando-se do método enzimatico (Q-liu
et al., 1989). Em estudo com 23 adultos saudaveis, realizado por Kawazaki e
colaboradores (2002), mostraram valores, em média de 8,1 + 1,0umol/L. A
metodologia utilizada foi a cromatografia liqlida, porém o método de coleta e

conservacao foi diferente do utilizado na presente pesquisa (Kawazaki et al., 2002).

Os valores de frutose encontrados no corddo umbilical foram, em média, de
77,24 £ 35,3 umol/L, com valores extremos de 22,75 umol/L e 136,5 umol/L. A
mediana foi de 74,64 umol/L. Nao existem valores de referéncia para os niveis de

frutose no sangue de cordao umbilical.

Em relagédo aos valores de frutose encontrados nas amostras de sangue dos
recém-nascidos com 48 horas de vida, sob aleitamento materno exclusivo, a média
foi 105,1 + 43,8 umol/L, com extremos de 10,5 umol/L e 208,6 umol/L. A mediana foi
109,5 umol/L. Na literatura os valores de normalidade de frutose para recém-
nascidos normais ainda ndo foram estabelecidos. Estima-se que sejam por volta de
166,5 umol/L (Sparks, 1982).



5.3.3 Niveis de sorbitol nas amostras das maes, cordao umbilical e recém-
nascidos com 48 horas de vida

A média dos niveis de sorbitol nas amostras de sangue materno foi de 43,19
+ 17,81 umol/L com valores extremos de 11,09 umol/L e 74,22 umol/L e com
mediana de 41,01 umol/L. Nas amostras do sangue de corddo umbilical a média foi
de 71,1 £ 29,6 umol/L e os valores extremos foram de 21,92 umol/L e 125 umol/L e
mediana de 73,16 umol/L. Nas amostras de sangue dos recém-nascidos com 48
horas, a média dos valores de sorbitol foi de 42,67 + 22,2 umol/L, com valores

extremos de 8,37 umol/L e 104,3 umol/L e mediana de 41,49 umol/L.

Estudo recente, realizado por Brusati e colaboradores (2005), mostrou valores
de sorbitol de 2,9 + 0,53 umol/L nas amostras de sangue materno e de 12,23 + 0,86
umol/L as amostras de sangue da veia umbilical. Foram coletadas 50 amostras de
sangue materno na hora do parto e de corddao umbilical nesse estudo e a
metodologia empregada foi a HPLC. Os valores apresentados por esse estudo estao
bem abaixo dos encontrados nesta pesquisa, porém a relagcdo entre os valores

maternos e os do cordao sao semelhantes (Brusati et al., 2005).

5.3.4 Consideragdes sobre os niveis de frutose e sorbitol encontrados na
literatura

Os valores de frutose e sorbitol encontrados na literatura apresentam grande
variagao. Essa variagdo acontece em grande parte pela técnica da determinagao.
Como séao substancias que se apresentam em pequena quantidade na maior parte
das vezes, a técnica de determinacdo deve ser muito sensivel. Outro fator
importante é a interferéncia que a glicose, que é encontrada em quantidade muito
maior, pode fazer na determinagao bioquimica. A glicose apresenta uma composi¢ao

quimica muito semelhante a da frutose e do sorbitol.

Em decorréncia dessas dificuldades existem poucos trabalhos a respeito da
determinagdo de valores “normais” de frutose e sorbitol em humanos. Apds uma
ampla revisao na literatura, pode-se observar que a maioria dos trabalhos cientificos

sobre o assunto foi realizada com amostragem pequena e as técnicas diferiram



muito entre os diversos trabalhos, além de que muitos desses trabalhos cientificos

envolviam pacientes com algum tipo de alteragdo metabdlica e/ou doencga.

No quadro 2 pode-se observar os valores encontrados em varios trabalhos

envolvendo a determinacdo de frutose e sorbitol

Método Frutose (umol/L) Sorbitol(umol/L) Amostragem Referéncia
Cromatografia 48,28 + 15,5 13,39 + 0,55 8 homens saudaveis  Jolley et al., 1970
Cromatografia liquida/gasosa 31,08 + 0,55 32 adultos saudaveis Aloia, 1973
Cromatografia gasosa/liglida 12+ 7 112 amostras de Servo et al., 1977.

plasma de pacientes
com diversas
patologias
Enzimatico 33,3 9 adultos saudaveis Macdonald et al.,
1978
Enzimatico 41+04 9 adultos saudaveis Malaisse et al.,
1981.
Cromatografia 0,9+0,6 33 amostras de Roboz et al., 1984
gasosalespectrometria de massa individuos normais
Cromatografia gasosa 26,1+ 10,5 11 adultos saudaveis Yoshioka et al., 1984
Cromatografia gasosa 101,1£92,1 10 homens e 4 Kusmierz et al.,
mulheres saudaveis 1989
Enzimatico (fluorimétrico) 86 + 44 15 individuos normais Liu et al., 1989
Cromatografia liquida 89+23 6 adultos normais Niwa et al., 1993
Cromatografia 18,3+7,6 6 mulheres normais PitKanen e
gasosalespectrometria de massa Kanninen, 1994
HPLC 8,1+1,0 23 adultos normais Kawasaki et al.,
2002
HPLC 29+0,53 50 mulheres Brusati et al., 2005

Quadro 2 - relagdo de trabalhos cientificos envolvendo a dosagem de frutose e

sorbitol

5.3.5 Niveis de carboidratos nas amostras de leite materno coletadas apos 48

horas do parto

A média dos niveis de lactose no leite materno foi de 120,27 mmol/L, com
valores minimos de 92,8 mmol/L e maximos de 146,63 mmol/L. Os niveis
encontrados de glicose no leite materno foram em média de 0,18 mmol/L para n=5,
sendo que a glicose nao foi encontrada em 5 amostras das 10 amostras de leite
materno. O valor maximo foi de 0,61 mmol/L. Em relag&o a galactose, a média foi de
0,20 + 0,33 mmol/L (n=3), ndo tendo sido encontrada em 7 das 10 amostras. O valor
maximo de galactose encontrado foi de 0,76 mmol/L. A média de fucose encontrada
nas amostras de leite foi de 3,53 + 1,28 mmol/L, com valores minimos de 1,41

mmol/L e maximos de 5,50 mmol/L.



O pequeno numero de amostras contendo glicose e/ou galactose devem
ocorrer por hidrélise espontanea do leite, uma vez que ambos s&o componentes da
lactose. O interesse, na presente pesquisa, foi determinar a presenca ou nao de
frutose, a fim de excluir a interferéncia de eventual ingestdo de frutose nos niveis
sanguineos de frutose nos recém-nascidos com 48 horas de vida, sob aleitamento

materno exclusivo.

Os valores de carboidratos nas amostras do colostro das maes correspondem
aos valores encontrados na literatura (Coppa et al., 1993; Cavalli et al. 2006).
Chama a atencdo o contraste entre as quantidades de lactose e os demais
componentes do leite humano, representado por trinta ou mais oligossacarideos,
que podem corresponder a 10 g/L no leite maduro e 25g/L no colostro. Alguns
desses oligossacarideos podem atuar no controle da flora bacteriana por sua
capacidade em promover o crescimento de certas cepas de “lactobacilli” (Jeness,
1979).

5.3.6 Relagoes entre glicose, frutose e sorbitol

5.3.6.1 Resultado das comparagoes

Quando comparados os niveis médios dos carboidratos nas maes, corddes
umbilicais e recém-nascidos, observa-se queda nos valores de glicose do recém-
nascido em relacdo ao corddo umbilical e deste em relagdo aos niveis maternos. A
glicose atravessa a placenta através de difusdo facilitada, via GLUT, a favor do
gradiente de concentracdo. As concentragdes plasmaticas de glicose no feto
correspondem a 70-80% das concentragbes maternas. O consumo de glicose fetal
esta na dependéncia do fornecimento, sendo em média de 5mg/kg/min (Williams,
1997). A analise dos valores médios de glicose do corddo umbilical, quando
comparados com os valores maternos, mostra que estes corresponderam a cerca de

74% dos valores maternos.



A comparacao dos valores de glicose no recém-nascido com 48 horas de vida
sob aleitamento materno exclusivo com os valores do corddao umbilical mostraram

também queda de cerca de 15%.

O organismo do recém-nascido, apds o nascimento, deve ter a habilidade
para manter os niveis glicémicos dentro dos valores de normalidade. A manutengao
desses niveis de glicemia € atingida por meio do balango entre a utilizagdo de
glicose e a produgédo enddgena de glicose. O figado € o principal local de produgéo
endoégena de glicose e a glicose é produzida a partir da quebra do glicogénio ou
sintetizada a partir do glicerol, lactato, piruvato e de aminoacidos precursores de

glicose, sendo a alanina o mais importante, quantitativamente.

Ao nascimento, o recém-nascido deve mudar abruptamente de um estado de
absorvedor de glicose e sintetizador de glicogénio para outro, de produtor

independente de glicose.

Essa mudanca do metabolismo, aliada a menor oferta de carboidratos que
acontece no periodo poés-natal imediato, faz com que os niveis médios de glicose
sejam mais baixos comparativamente com os valores maternos e com os do cordao

umbilical.

Quanto a frutose, quando se compara o valor médio de frutose nas maes, nos
corddes umbilicais e nos recém-nascidos com 48 horas de vida sob aleitamento
materno exclusivo, observa-se que as concentracoes de frutose na mae sao

significativamente menores que no cordao e no recém-nascido.

A frutose encontrada no corddao umbilical provavelmente é o resultado da
transferéncia materna e também resultado de producdo placentaria. Estudos
mostram a existéncia das proteinas GLUT5 na placenta (Shah et al.,, 1999),
responsaveis pelo transporte de frutose da méae para o recém-nascido. No cordao
umbilical também foi comprovada a existéncia da via do sorbitol, responsavel pela
transformacao da glicose em frutose, tendo o sorbitol como intermediario (Brachet,
1973). A producdo de frutose pela placenta esta bem evidenciada em pesquisas
tendo animais ungulados como modelo (Silver, 1984; Meznarich et al., 1987;
McGowan et al., 1995). A producéao de frutose talvez esteja relacionada a funcao de

desidrogenase, desempenhando papel na regulagdo Oxido-redutora, que seria



importante sob condigdes de baixa oxigenacao (Jauniaux et al., 2005), como ocorre

na fase fetal.

Em ungulados, a frutose € encontrada em altas concentragbes no plasma
fetal chegando a duzentos e noventa vezes ao valor observado no plasma materno.
Também é encontrada em concentragcdes cinco vezes mais elevadas em relacédo as
concentragbes de glicose. Muitos polidis, principalmente o sorbitol, apresentam
concentragdes maiores no tecido placentario que no plasma fetal (Teng et al., 2002;
Brusati et al., 2005).

A frutose encontrada no recém-nascido com 48 horas de vida e sob
aleitamento materno exclusivo certamente reflete produgcdo enddgena, pois o leite
materno nao contém frutose (Jenness, 1979; Wang & van Eys., 1981; Coppa et al.,

1993), como demonstrado nesta pesquisa.

A questado que surge é o porqué da sua producdo. A frutose é uma hexose,
muito semelhante a glicose. O que as diferencia € a posicdo do grupamento
carbonila. Isso implicara que a frutose, quando hidrolisada, fornega cetona, sendo
importante precursora do metabolismo lipidico. Além disso, na sua produgao, que
envolve a redugao da glicose e posterior oxidagao do sorbitol, ocorre a produgao de
importantes nucleotideos de piridina (Wang & van Eys, 1981), produzindo NADP" e
NADH. Esses co-fatores ou co-enzimas atuam como aceptores de hidrogénio, sendo
importantes em varias reagdes no citosol (Ganong, 1997). Também o catabolismo da

glicose se relaciona com o metabolismo dos nucleotideos de piridina.

Na comparacao dos valores de sorbitol observamos que os valores do cordao
foram superiores aos da mae e do recém-nascido, sendo que, em média, a
quantidade de sorbitol na mée foi de 43,19 + 17,8 umol/L, no cordao foi de 71,1 £
29,6 umol/L e no recém-nascido com 48 horas de vida foi de 42,67 + 22,2 umol/L. O
sorbitol € um poliol, isto €, alcool proveniente de agucar que € formado pela redugao
da glicose. A sua producédo é estimulada por condi¢bes de baixa concentragdo do
oxigénio, pois a reagao de redugdo pode ser uma alternativa para producédo de
lactato e ajudar na regulagdo do balango 6xido-redutor dos nucleotideos de piridina
(Jauniaux et al., 2005).



A via do sorbitol estd em alta atividade na unidade feto-placentaria. Em
ungulados ha liberacdo de sorbitol da placenta tanto para a circulagao fetal quanto
para materna (Teng et al., 2002). Brusati e colaboradores, comparando os niveis de
sorbitol em sangue de artéria e veia umbilical de recém-nascidos de termo
concluem, por meio da diferenga artério-venosa de sorbitol no corddo umbilical, que
a placenta produz sorbitol. Isto ja foi sugerido por trabalho preliminar (Bossolan et
al., 2000).

A re-oxidacdo dos nucleotideos de piridina sob baixas concentragdes de
oxigénio € provavelmente uma das principais fungdes associadas a via do sorbitol
intra-utero. Para que a glicélise continue e forneca o ATP é necessaria a
regeneragdo constante de NAD" a partir do NADH. Sob condigdes aerdbicas isso
acontece através do transporte de elétrons por meio das enzimas da cadeia
mitocondrial, porém, na auséncia do oxigénio, essa via estad bloqueada. A curto
prazo €& possivel fermentar o piruvato até lactato, porém, por periodos mais
prolongados isso pode levar a niveis inaceitaveis de acidose. A concentragdo de
lactato vai aumentando durante as primeiras semanas de gestacao, porém, a partir
da maior atividade da via do sorbitol inicia-se a maior regeneracdo do NAD" e o

aumento da acidose € interrompido (Jauniaux et al., 2005).

Provavelmente, no final da gestacdo e durante a adaptagdo pds-natal, a via
do sorbitol ainda se encontra em atividade o que pode ser observado pelos niveis
mais elevados de sorbitol nas amostras de sangue do corddo e também pelos niveis
mais elevados de frutose que sao observados nas amostras de sangue do cordao e

dos recém-nascidos com 48 horas sob aleitamento materno exclusivo.

Jauniaux e colaboradores (Jauniaux et al., 2005) efetuaram interessante
pesquisa na qual avaliam em embrides humanos de 5 a 12 semanas de gestacao,
agucares e polidis de liquidos obtidos da cavidade celémica (entre o embrido e a
cavidade uterina), cavidade amnidtica, espago interviloso da placenta e soro
materno. Os autores observaram que nessa fase embrionaria as concentracbes de
frutose, sorbitol e outros polidis eram significativamente mais elevadas nos liquidos
celdbmicos e amnidtico do que no soro materno, ao contrario do que foi observado
com a glicose e o glicerol. Também, no espaco interviloso a concentragao de sorbitol

era mais elevada do que a materna.



Os autores concluiram que a via dos polidis é extremamente importante em
etapas precoces da gestacao, quando o embrido nao dispde de oxigenagao eficiente
por meio da circulacdo. Essas vias seriam importantes para a produgao de ATP e
manutencido do potencial de éxido-reducdo enquanto o embrido se desenvolve em

ambiente com baixa saturagado de oxigénio.

Finalmente, Jauniaux e colaboradores concluiram que a via reflete uma
relacdo com vias metabdlicas filogeneticamente mais antigas; que essas vias sao
importantes para a reoxidacdo de nucleotideos de piridina sob condi¢gdes de baixa
oxigenagao; os polidis teriam importancia na homeostase do concepto em etpas
precoces, regulando o equilibrio de liquidos, drenando agua e nutrientes através da

placenta, antes que se estabeleca uma adequada circulacao fetal.

A pesquisa ora apresentada, de certa forma, acompanha os resultados
descritos por Jauniaux e colaboradores (2005), mostrando que essas vias séo
observadas no feto e no recém-nascido com 48 horas de vida, pois o sangue do
cordao e do recém-nascido com 48 horas de vida sob aleitamento materno exclusivo
apresentam niveis mais elevados de frutose e sorbitol em relagcdo ao sangue

materno.

Também, Brusati et al. (2005) concluem que as concentragdes de polidis
estdo significativamente mais elevadas em sangue fetal, estabelecendo amplo
gradiente de concentracao fetal-materno para polidis como inositol, sorbitol e eritritol
sugerindo que o trofoblasto placentario seria impermeavel a esses compostos. Os
autores concluiram que o papel dos polidis, em seres em desenvolvimento, € ainda

pouco estudado.

5.4 Consideragoes finais

As pesquisas sobre agucares diferentes da glicose bem como sobre os polidis
véem crescendo recentemente, mostrando a sua importancia no metabolismo
placentario e fetal. Esta pesquisa mostrou a presenga de frutose e de sorbitol na
unidade feto placentaria e no recém-nascido, sugerindo a importancia desses

carboidratos em etapas precoces da vida intrauterina quando o embrido e o feto



encontram-se em ambiente com baixa concentragdo de oxigénio, tornando-se
importante via alternativa para o metabolismo oxidativo da glicose. Portanto vias
alternativas no metabolismo de carboidratos como a via do sorbitol, que nao é
dependente de oxigénio para a sua consecugao e da qual resultam nucleotideos de
pirimidina regenerados, importantes para o equilibrio éxido-redutivo fetal assume

importancia no periodo de transigao para a vida pds-natal.






6. CONCLUSOES

1.

O comportamento da glicose foi o esperado com concentragbes mais
elevadas em maes (4,82 = 0,81 mmol/L) em relacdo ao cordao (3,57 +
0,72 mmol/L) e no recém-nascido com 48 horas de vida (3,04 + 0,56

mmol/L) em aleitamento materno exclusivo.

. As concentragdes de frutose no sangue de cordao (veia umbilical) (77,24 +

35,3 umol/L) e do recém-nascido (105,1 £ 43,8 umol/L) com 48 horas de
vida sdo mais elevadas do que as concentra¢gdes maternas (56,04 + 21,8
umol/L), sugerindo que a producdo de frutose a partir da glicose é

importante mecanismo na fase fetal-placentaria e neonatal precoce.

As concentragdes de sorbitol no corddo umbilical (71,1 £ 29,6 umol/L) sdo
mais elevadas do que na mée (43,19 + 17,8 umol/L) e no recém-nascido
com 48 horas de vida (42,67 £ 22,2 umol/L), sugerindo que as vias de

producao do sorbitol estejam ativas na unidade feto-placentaria.

As concentragdes mais elevadas de frutose e sorbitol em sangue do
cordao (veia umbilical) podem ser resultantes do elevado metabolismo dos
polidis, na gestacdo, importantes na re-oxidagdo dos nucleotideos de

pirimidina, em condi¢des de baixa oxigenagao.
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Anexo 1 - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa - UNESP

UNESP - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

FACULDADE DE MEDICINA DE BOTUCATU
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Botucatu, 06 de abril de 1.998 OF. 063/98-CEP
MVCR/ asc.

Prezado Senhor,

O Projeto de pesquisa intitulade “Avaliagio bioguimica da
frutose, glicose, frutose-6, fosfato e frutose- 1,6, di-fosfate no sangue do
bindinio materno fetal ¢ no recém-nascido”, recebeu do relator parecer
favordwvel, , aprovado em reunido do CEF de 06 de abril de 1.998.

Sendo 86 para 0 momento, aproveito 0 ensejo para renovar os
protestos de elevada estima e distinta consicderagao.

Prof* r* Marilza Vietra Cunha Rudge
Presidente do CEP

Thustrissimo Senhor:

Dr. Rodrigo Crespo Barreiros
Departamento de Pediatria
Faculdade de Medicina de Botucatu .



Anexo 3- Protocolo de Pesquisa

PROTOCOLO

AMOSTRA HPLC DATA

ENDERECO

HOSPITAL

NOME

DATA NASCIMENTO / /2000 HORA SEXO F( ) M( )
HOSPITAL

HISTORIA MATERNA

IDADE ESTADO CIVIL ( ) CASADA ( )UNIAO ESTAVEL ( )SOLTEIRA
( ) OUTRO - QUAL
GRAU DE INSTRUGAO  ( )NENHUM  ( )PRIMARIO ( )SECUNDARIO ( )UNIVERSITARIO
( ) COMPLETO ( ) INCOMPLETO
PESO MATERNO - GESTACAO  ANTES DEPOIS
ESTATURA MEDICAGAO

ONDIGAO SOCIO — ECONOMICA
PESSOAS QUE TRABALHAM PROFISSAO OCUPAGAO GANHO / SALARIO M.

PESSOAS / CASA E SAO SUSTENTADAS PELA FAMILIA

RENDA PER CAPITA POR PESSOA CLASS. / EMPREGO
TIPODE CASA  ( )ALVENARIA ( ) TABUA ( ) OUTRA
cOMODOS PESSOAS / CASA AGUAENCANADA () S ( )N

ESGOTO ( ) S ( )N CASAPROPRIA ( ) S ( )N GELADEIRA ()  FOGAO ( )




ALIMENTAGAO - DIETA DIARIA NORMAL

CAFE DA MANHA COPO DE LEITE PAO CAFE YOGURTE
MANTEIGA FRUTA
REQUEIJAO QUENO
SUCO ( )S( )N QUAL
ALMOGCO ARROZ FEIJAO CARNE
VERDURA
FRUTA
suco REFRIGERANTE
DOCE QUEIO
MASSAS
JANTAR ARROZ FEIJAO CARNE
VERDURA
FRUTA
suco REFRIGERANTE
DOCE QUEIO
MASSAS
NOITE LEITE E DERIVADOS
sucos
GESTAGAO ATUAL
PRE —NATAL ( )S ( )N LOCAL CONSULTAS /N
PATOLOGIAS MATERNAS
ANTECEDENTES OBSTETRICOS G( ) P( ) C( ) A( )
SOROLOGIA MATERNA - TOXO SIFILIS
USO DE ANTICONCEPCIONAL ALCOOL __ DROGA
OBS
PARTO ( ) INDUCAO ( )CONDUGAO MEDICAMENTO
SORO GLICOSADO
M. AMNIOTICA ( )INTEGRA HORAS
LIQUIDO AMNIOTICO () CLARO SANGUINOLENTO () MECONIO
APRESENTACAO () CEFALICA FORCEPS () CESARIA
EPSIOTOMIA ()S ()N
ANESTESIA MEDICAGAO




NASCIMENTO
APGAR / / PESO PC PT PA DUM

CAPURRO / BALARD DBW

EXAME FiSICO +

COLETA MAE-PARTO ( )  CORDAO ( )

RN C/ 48 Hs DE VIDA

PESO ANTES DA MAMADA PESO APOS A MAMADA
TEMPO DE MAMADA LEITENAN-RECEBEU ( ) S ( ) N
QUANTAS MAMADAS HORAS ANTES DA COLETA

COLETA - HORA
EXAME FiSICO +

MAE C/ 48 Hs. - ALIMENTAGAO

CAFE DA MANHA COPO DE LEITE PAO CAFE YOGURTE
MANTEIGA FRUTA
REQUEIJAO QUEIJO

SUCO ( )S ()N QUAL

ALMOCO ARROZ FEIJAO CARNE
VERDURA

FRUTA

Suco REFRIGERANTE

DOCE QUEIJO

MASSAS

JANTAR ARROZ FEIJAO CARNE
VERDURA

FRUTA

Suco REFRIGERANTE

DOCE QUEIJO

MASSAS

NOITE LEITE E DERIVADOS

SUCOS




Anexo 2 - Termo de consentimento

UNESP - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA DE BOTUCATU

CONSENTIMENTO PARA PARTICIPACAO EM ESTUDO CLINICO

Tendo sido satisfatoriamente informado sobre o assunto estudo dos
agucares no recém-nascido realizado sob a responsabilidade do Dr. Rodrigo Crespo
Barreiros, concordo em participar do mesmo. Estou também ciente que o Dr.
Rodrigo Crespo Barreiros estara disponivel para responder a quaisquer perguntas
e de que posso retirar este meu consentimento a qualquer tempo, sem prejuizo de
cuidados médicos; caso ndo me sinta atendido, poderei entrar em contato com
o Chefe do Departamento de Pediatria ou com o Diretor do Hospital das Clinicas de

Botucatu.

Botucatu, de de 2000.

Assinatura do paciente ou responsavel



Cromatograma de um recém-nascido.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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