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RESUMO

Recém nascidos prematuros de muito baixo peso alimentados com leite humano
necessitam acréscimo a este leite de proteinas, calorias e eletrdlitos para
crescimento e desenvolvimento adequado. Os suplementos protéicos de origem
homéloga sdo preferidos, porém de alto custo. Este estudo teve como objetivo
manipular o leite humano para produzir um suplemento de origem homologa e
verificar a tolerdncia gastrintestinal, bioquimica e crescimento de RNMBP
alimentados com leite humano acrescido desse suplemento. Foi retirada a gordura e
a lactose do leite humano e ap6s foi liofilizado. 5,499 do pd resultante desse
processo foram acrescentados a 100 ml de pool de leite humano. A analise
quantitativa de hidratos de carbono, proteina, lipidios, calcio, fésforo, sédio, potassio,
ferro, manganés, zinco, cobre, osmolalidade e contetdo cal6rico de 20 amostras,
comparada com 100 ml desse mesmo pool acrescido de FM85® (Nestlé), foram
respectivamente: hidratos de carbono 7,25 e 10,06 g/dl (p=0,003); proteinas 2,38 e
1,96 g/dl (p=0,0001); lipideos 3,75 e 3,73 g/dl (p=0,96); célcio 44,74 e 79,37 mg/dI
(p= 0,001); fésforo 23,28 e 55,97 mg/dl (p=0,0001); sédio 14,37 e 20,33 mEg/l
(p=0,001); potéssio 15,1 e 16,1 mEqg/l (p=0,03); ferro 0,18 e 0,20 mg/dl (p=0,75);
manganés 0,002 e 0,002 mg/dl (p=0,75) ; zinco 0,21 e 0,63 mg/dl (p=0,0001); cobre
0,16 e 0,05 mg/dl (p=0,0008); osmolalidade 412,47 e 431,00 mosm/kgH20
(p=0,02) e calorias 72,27 e 81,65 kcal/dl (p=0,0001). Os resultados evidenciaram
que o leite humano liofilizado apds desnate e retirada da lactose pode ser usado
como suplemento de origem homologa. Nove recém nascidos de muito baixo peso
receberam leite humano acrescido de suplemento homélo%o na concentracao de
5,49 g% e dez receberam leite humano acrescido de FM85™ na concentracao de 5
g% e foram acompanhados por 15 dias apds o inicio da nutricdo enteral exclusiva.
Os recém-nascidos de muito baixo peso dos dois grupos ndo apresentaram sinais
de intolerancia gastrintestinal. A andlise do perfil bioquimico do grupo alimentado
com SH mostrou que ha necessidade de ajustes de calcio e fosforo no suplemento
proposto e a avaliacdo do crescimento mostrou que 0s recém-nascidos que recebeu
SH e do que recebeu FM85® ganharam em peso 14,87 e 12,87 kg/kg/dia (p=0,56), e
comprimento 0,91 e 0,89 cm/sem (p=0,92) respectivamente, de maneira semelhante,
e em perimetro cefalico o que recebeu SH apresentou maior crescimento que o
alimentado com FM85® 0,81 e 0,58 cm/sem respectivamente (p=0,04).

Palavras — chave: Nutricdo neonatal, recém-nascido de muito baixo peso,
suplemento do leite humano, leite humano, leite humano de banco, proteina do leite
humano



ABSTRACT

Infants with very low birth weight fed with human Milk need to add protein, calories
and electrolytes to this milk. The homologous supplement is preferred but more
expensive. The goal of this study was to prepare a fortifier, derived of the human milk
itself, thus with nutrients of homologous origin. Fat, lactose was removed and 70 ml
of mature human milk pool was lyophilized, which resulted in 5.49 g of powder that
was used as fortifier for 100 ml of human milk pool. The quantitative analysis of
carbohydrates, protein, fat, calcium, phosphorus, sodium, potassium, iron,
manganese, zinc, cooper, osmolality and caloric content of 20 samples of this
enriched milk pool compared to 100 ml of that pool, added with commercial fortifier
milk (FM85®, Nestlé) were respectively: carbohydrates 7.25 and 10.069% (p=0.003),
proteins 2.38 and 1.96 (p<0.001), fat 3.75 and 3.73 g% (p=0.96), calcium 44.74 and
79.73 mg% (p<0.001), phosphorus 23.28 and 55.97 mg% (p<0.0001), sodium 14.37
and 20.33 mEg/l (p<0.01), potassium 15.1 and 16.1 (p=0.03) mEqg/l, iron 0.18 and
0.20 mg% (p=0.75), manganese 0.002 and 0.002 mg% (p=0.75), zinc 0.21 and 0.63
mg% (p=0.0001), cooper 0.16 and 0.05 mg/% (p=0.0008), osmolality 412.47 and 431
(p<0.02) mosm/kgH,0 and calories 72.27 and 81.65 Kcal/dl (p<0.0001). The results
showed that after you take off the lactose and fat of lyophilized human milk, it can be
used as homologous supplement in a concentration of 5.49 g. Nine very low birth
weight was locate to received breast milk plus homologous fortifier in concentration
5.49 g% and Ten received breast milk plus FM85® in concentration of 59% and were
accompanied for 15 days after the beginning of exclusively enteral nutrition. No one
presents clinics of gastrointestinal intolerance. The biochemical profile of the group
received homologous fortifier showed that it needs adjustments of calcium and
phosphorus in this supplement. The growth study showed that very low birth weight
infants of homologous fortifier and FM85® grow in weight 14.87 and 12.87 g/kg/day
(p=0.56), and length 0.91 and 0.89 cm/week (p=0.92) similarly. Grow in cephalic
perimeter in the group received homologous fortifier was 0.81 and in group of FM85®
was 0.58 cm/week. Gl had bigger growth (p=0.04).

Keywords: Neonatal nutrition, Very low birth weight, Breast milk, Human milk
fortifier, Donor human milk, Human milk protein.
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1 INTRODUCAO

A nutricdo neonatal vem sendo alvo de estudos nas Ultimas décadas em
decorréncia, principalmente, da maior sobrevivéncia de recém nascidos pré-termo
(RNPT) cada vez menores (WEGMAN, 2001). Fazer com que esses recém-—
nascidos, de muito baixo peso (RNMBP), crescam e se desenvolvam como se
estivessem ainda no ambiente intra-Gtero, € um constante desafio a equipe
multidisciplinar que atende esta populacdo. O conhecimento da fisiologia do ultimo
trimestre gestacional e os aspectos nutricionais necessarios para promoc¢ao do

crescimento nesse periodo sdo imprescindiveis para o tratamento desta populacéo.

Os RNPT perdem uma parte ou todo ultimo trimestre gestacional e as
aquisicbes anatdbmicas e de desenvolvimento de determinadas vias metabdlicas e
estoque tecidual de determinados nutrientes que deveriam ocorrer neste periodo,
intra-Utero, encontram-se prejudicadas interferindo nas necessidades nutricionais e
na forma de supri-las. Quanto maior a prematuridade e menor o peso, maiores sao
as dificuldades enfrentadas para a sobrevivéncia fora do espaco intra-uterino em
decorréncia das limitagdes morfofuncionais (HAY et al., 1999; MARTINEZ; CAMELO
Jr, 2001).

Antes do nascimento o feto recebe seus nutrientes por transferéncia
placentaria e por assimilacao enteral da proteina e de outros componentes do liquido
amniético, depois do nascimento, o recém-nascido (RN) necessita ser
metabolicamente independente para manter a homeostase, e para isso ha
necessidade de adaptacdo a nutricdo enteral, com ingresso intermitente do alimento,
leite, no intestino (HAY et al., 1999; MARTINEZ; CAMELO Jr, 2001).

Ha comprometimento da maturidade do sistema gastrintestinal, a succ¢ao
inicia-se a partir da 282 semana pds-concepc¢do e a coordenacao succao- degluticéo
e respiragdo ocorrem a partir da 322 até a 342 ; o fechamento do esfincter esofagico
inferior é débil, o que predispde ao refluxo gastro-esofagico; a capacidade gastrica é
limitada e o esvaziamento gastrico € demorado, em decorréncia do lento

peristaltismo; a motilidade intestinal ndo € coordenada e as respostas hormonais as



refeicbes é lenta (EDMOND; RAJIV, 2006). Estas alteracbes fazem com que na
primeira semana a oferta de nutrientes seja por via parenteral; e até que a via oral
seja possivel, inicia-se a alimentacao por via enteral com limitacdo de volume, e da
quantidade de nutrientes e comprometimento da frequéncia das dietas, com
consequente interferéncia na oferta calérica (EDMOND; RAJIV, 2006).

A imaturidade do sistema renal e hepatico também se relaciona com a
nutricdo. O sistema hepatico produz quantidade insuficiente de sais biliares que
somados ao comprometimento da circulagcdo éntero-hepatica contribuem para a
dificuldade de absorc¢édo de lipidios via intestinal. No sistema renal, a taxa de filtracéo
glomerular e a capacidade de concentragdo urinaria dos RNPT estéo limitadas com
consequente diminuicdo da absorcdo de sodio, glicose e aminoacidos e excregao
urinaria aumentada de bicarbonato, predispondo os RNPT a distUrbios hidricos,
hiperosmolaridade e a acidose metabdlica (EDMOND; RAJIV, 2006).

A maturacdo das funcdes bioquimicas acontece bem precocemente na vida
intra-uterina, o que permite a digestdo de gordura, proteinas e hidrato de carbonos,
mesmo em RNMBP, porém, com certa limitacdo por deficiéncias enzimaticas
(GAULL et al., 1977; RASSIN et al., 1977; MACLEAN; FINK, 1980; NEWELL, 2000;
FARRAG; COWETT, 2000; PUTET, 2000; KALHAN; IBEN, 2000). A alimentacgéo por
via enteral deve respeitar a capacidade digestiva dos macronutrientes, discutidas a

sequir.

Por volta de 28 semanas poés-concepcdo, 0s niveis de atividades das
dissacaridases sdo iguais ao dos recém-nascidos de termo (RNT), exceto da
lactase, que entre 28 e 30 semanas poés-concepcdo apresenta somente 30% da
atividade encontrada nos RNT. Com o inicio da alimentacdo enteral minima, a
atividade da lactase aumenta rapidamente, e mesmo 0s recém-nascidos de extremo
baixo peso (RNEBP) toleram bem a quantidade de lactose contida no leite humano
(LH) (NEWELL, 2000; FARRAG; COWETT, 2000 ).

Os RNPT tém restrita producdo de acido cloridrico por conter menor niumero
de células parietais e receptores de gastrina, e em consequéncia ha prejuizo da
acao da pepsina. Estes fatores ndo comprometem o processo digestivo de proteinas

porque varias proteases e peptidases estéo disponiveis como a gastrica, pancreatica



e intestinal. Ha elevacéo significativa dos niveis de tripsinogénio e tripsina a partir da
262 semana pos-concepcdo e de proteases pancredtica a partir da 282 semana pos-
concepcgao (KALHAN; IBEN, 2000).

As lipases, lingual, gastrica, e a lipase presente no LH ajudam a absorver os
lipidios por via enteral, porém o excesso na oferta de gordura por esta via podera
ocasionar esteatorreia em decorréncia da imaturidade do sistema hepético (PUTET,
2000).

A imaturidade das enzimas envolvidas na metabolizacdo das proteinas pode
acarretar acumulo ou caréncia de certos aminoacidos e a dificuldade de alongar os
acidos graxos pode predispor a deficiéncia de acidos graxos poliinsaturados de
cadeia longa (AGPICL), em funcao da dieta recebida (KALHAN; IBEN, 2000).

Somado a todos estes fatores, esta a dinamica do crescimento do RNPT que
€ peculiar, e tem influencia direta nos aspectos nutricionais desta populacdo. Tem
como caracteristicas diferentes periodos: periodo de perda de peso (fase inicial que
se relaciona as modificacdes na distribuicdo de agua e eletrélitos corpéreos, a perda
de peso nesta fase é inversamente proporcional ao peso de nascimento); periodo de
minimo crescimento (fase transitoria, em que se espera que as alteracdes clinicas ja
tenham sido controladas e que uma oferta cal6rica mais adequada seja atingida,
quanto menor o recém-nascido maior a duracdo); periodo de maior crescimento
(fase de crescimento acelerado, desde que seja mantido um adequado suporte
nutricional que é inversamente proporcional ao peso de nascimento e ocorre até a
recuperacdo do ritmo de crescimento individual) e periodo de normalizagdo do
crescimento (fase de crescimento normal, quando o recém-nascido cresce de acordo
com o seu canal de crescimento, dentro de suas potencialidades genéticas)
(ANCHIETA; XAVIER; COLOSIMO, 2002; ANCHIETA; XAVIER; COLOSIMO, 2004;
XAVIER; ANCHIETA; ORNELAS, 2004; BERTINO et al, 2006).

As peculiaridades morfofuncionais e de crescimento descritas demandam
acOes nutricionais especificas principalmente logo apds o nascimento, e esses
aspectos contribuem para os achados dos requerimentos nutricionais vigentes
norteando as maneiras de ofertar alimentos e os tipos de alimentos para promover

crescimento e desenvolvimento considerado adequados, ou seja, proXimo ao



encontrado, se os RNPT estivessem ainda em ambiente intra-uterino (AAP-CON,
1985).

1.1Necessidades Nutricionais

Os mesmos requerimentos nutricionais para o crescimento e desenvolvimento
do feto intra-Utero devem ser mantidos imediatamente ap0s 0 nascimento; a maioria
das necessidades nutricionais ndo € alterada pelo nascimento. Os RNPT necessitam
da mesma quantidade de aminoacidos para aumentar a estrutura corporal, o seu
cérebro necessita da mesma taxa de glicose para o metabolismo energético e as
necessidades de lipidios devem ser supridas para o crescimento dos componentes
estruturais celulares. Essas necessidades sdo modificadas por influéncia das
condicBes extra-uterinas e dependem do grau da imaturidade fisiologica (AAP-CON,
1985; ESPGAN-CON, 1987; CPS-CON, 1995; PEREIRA, 2008).

As recomendacdes de aporte de nutrientes, especialmente para os RNMBP e
RNEBP, ndo sdo padronizadas, assim a administracdo de nutrientes a estes deve
ser individualizada (ZIEGLER, 1994; MORLEY; LUCAS, 1997; MORO; MINOLI,
1998).

Tsang et al. (1993) compararam as recomendacdes nutricionais dos comités
de nutricdo da Academia Americana de Pediatria (AAP-CON) e da Sociedade
Europeia de Gastroenterologia Pediatrica (ESPGAN-CON) e chegaram a um
consenso para as necessidades nutricionais de RNMBP e RNEBP expostos na
tabela 1.

Alguns aspectos de determinados nutrientes devem ser abordados porque

sao bastante discutidos na literatura, a sua relagdo com o crescimento de RNPT.

1.1.1 Necessidades hidricas

As necessidades hidricas variam inversamente com a idade gestacional, pois
as perdas insensiveis de agua sdo maiores quanto menor for o recém-nascido.
Variam também com seu estado metabdlico e com a presenca ou ndo de
determinadas condic¢des clinicas e ambientais (PEREIRA; BARBOSA, 1986; RIGO;
SENTERRE, 2006, GONCALVES et al., 2007).



Tabela 1 — Recomendacdes nutricionais para o crescimento de recém-nascidos pré-

termo de acordo com as recomendagdes dos comités de nutrigdo.

Nutrientes AAP-CONit ESPGAN-CON % Recomendacéo Consenso
por 100 Kcalt

<1000g >1000g
Agua, ml 115-154 125-167
Energia, Kcal 100 100 100
Proteina, g 2,9-3,3 2,25-3,1 3,0-3,16 2,5-3,0
Hidrato de carbono, g 9-13 7-14
Lactose, g 3,16-9,5 3,18-9,8
Oligossacarideos, g 0-7,0
Gordura, g 4,5-6,0 3,6-7
Acido linoléico, g 0,4 0,5-1,4 0,44-1,7
Acido linolénico, g >0,055 0,11-0,44
C18:2/C18:3 >5
Vitamina A USP unidade 75-225 270-450 583-1250
Vitamina D USP unidade 270 800-1600 125.333
Vitamina E USP unidade >1.1 0,6-10
Vitamina K, ug 4 4-15 6,66-8,33
Ascorbato, mg 35 7-40 15-20
Tiamina, g >40 20-250 150-200
Riboflavina, pug >60 60-600 200-300
Piridoxina, Hg >35 35-250 125-175
Niacina, mg >0,25 0,8-5,0 3-4
Pantoténico, mg >0,3 >0,3 1-15
Biotina, ug >1,5 >1,5 3-5
Folato, ug 33 >60 21-42
Vitamina B12, ug >0,15 >0,15 0,25
Saodio, mEq 2,08-2,9 23-53 1,65-2,52
Potassio, mEq 1,69-1,74 2,3-3,89 1,66-2,56
Cloro, mg 57-89 59-89
Célcio, mg 175 70-140 100-192
Fésforo, mg 91,5 50-87 50-117
Magnésio, mg 6-12 6,6-12,5
Ferro, mg 1,7-2,5 15 1,67
Zinco, mg >0,500 0,55-1,1 0,833
Cobre, mg 0,09 0,09-0,12 0,1-0,125
Selénio, ug 1,08-2,5
Manganés, ug >5 1,5-7,5 6,3
lodo, pg 5 10-45 25-50
Taurina, mg 3,75-7,5
Carnitina, mg >1,2 2,4
Inositol, mg 27-67,5
Colina, mg 12-23,4

Fonte:Tsang, Lucas A, Uauy R, Zlotkin S, Eds. Nutritional needs of The Preterm Infants: Scientific and
Pratical Gudielines. Baltimore, Willians & Wilkins; 1993:296.1120kcal/kg/d conversao de
recomendagéao por kg; £ AAP-CON: American Academy of Pediatrics, Committee on Nutrition;
ESPGAN-CON: European Society of Pediatric Gastroenterology and Nutrition, Committee on Nutrition

of the Preterm Infant.

Os RNMBP devem receber no primeiro dia 60 a 80 ml/kg de liquido, este

volume deve ser aumentado para 90 ml/kg no segundo dia, e 120 ml/kg no terceiro

dia de vida, e mesmo assim, as necessidades podem ser individualizadas. Sob calor



radiante pode ser necessario 0 acréscimo de 25% ou mais ao volume prescrito. A
partir do terceiro dia pode ser necessario acréscimo para manter o paciente
hidratado. Podendo-se atingir um volume diério de 150 a 180 ml/kg/dia. O balanco
hidrico deve ser realizado a cada 6 horas para individualizar as necessidades
hidricas (PEREIRA; BARBOSA, 1986; RIGO; SENTERRE, 2006; GONCALVES et
al., 2007).

Um grande problema enfrentado pelos neonatologistas € o fato de que
determinadas circunstancias clinicas, limitam a oferta hidrica dos RNMBP limitando
também a oferta caldrica, dificultando atingir os requerimentos nutricionais para o

crescimento adequado.

1.1.2 Necessidades de macronutrientes

Os RNPT tém estoque de nutrientes reduzido, principalmente glicogénio
hepatico, e consequentemente nao toleram privacdo, sobretudo se estdo sobre
estresse. Deve-se entdo comecar o suporte nutricional nas primeiras horas de vida
por via parenteral e a nutricdo enteral deve ser iniciada assim que possivel
(FARRAG; COWETT, 2000). Estes pacientes necessitam de quantidade suficiente
de calorias para suprir a taxa metabdlica basal, a necessidade de sintese de novos

tecidos e a formacéao do estoque de energia.

A taxa metabdlica de RNPT, na primeira semana de vida, € menor que a dos
RNT, variando de 50 a 100 kcal/lkg/dia. Apds esse periodo, usualmente as
necessidades aumentam de 110 a 150 kcal/kg/dia, devido ao aumento na velocidade
de crescimento. O comité de nutricdo da AAP recomenda a oferta de 120 kcal/kg/dia,
porém este comité reconhece que pode haver necessidade maior em RNPT que nao
estejam crescendo satisfatoriamente (AAP-CON, 1985).

Os RNPT devem receber macronutrientes para suprir as necessidades
energéticas na proporcdo de 25 a 50% de hidratos de carbono, 10% a 15% de
proteinas e 40 a 50% de gorduras em concordancia com sua capacidade de
digestédo, absorcao e metabolizagdo (CPS-CON, 1995).

Os RNPT necessitam de fonte continua de glicose desde o primeiro dia de

vida para prevenir hipoglicemia, evitar catabolismo muscular e suprir as



necessidades cerebrais (ESPGAN-CON, 1987; TSANG et al.,, 1993; CPS-CON,
1995; FARRAG; COWETT, 2000; MARTINEZ; CAMELO Jr, 2001). Quando a via
enteral estiver apta, inicia-se a nutricdo enteral minima com uso de leite humano. A
lactose do leite humano aos poucos substitui a glicose oferecida pela nutricao
parenteral e passa a ser a fonte de hidratos de carbono. O fornecimento de lactose
deve estar em torno de 3 a 11 g/dl, preferencialmente ndo ultrapassando 8 g/dl, pois
guantidades maiores estdo relacionadas a aumento da osmolalidade no trato
gastrintestinal e intolerancia a lactose e consequente diarreia. (PEREIRA;
BARBOSA, 1986; MACLEAN; FINK, 1980; DE CURTIS et al., 1999; EDMOND;
RAJIV, 2006).

Estudos tém demonstrado que para manter o balanco nitrogenado zero ou
positivo ha necessidade de infusdo de proteinas desde o primeiro dia de vida. O
oferecimento de aminoacidos, mesmo com baixo contetdo de energia, economiza a
proteina endoégena por aumentar a sintese protéica (ZIEGLER, 1994; THUREEN et
al., 2003). Durante o periodo de crescimento estavel os RNMBP necessitam 3,5 a 4
g/kg/dia para prover a quantidade de proteina préxima a que ocorreria se estivesse
intra-Utero. Para manter o balanco adequado de proteinas, é necessaria a oferta,
também, de quantidade suficiente de todos os aminoacidos ndo essenciais, porque
se néo estiverem em quantidade suficiente, os essenciais serdo desviados para a
producdo de ndo essenciais, e, assim, diminuird a sintese protéica. Portanto, ndo so
a quantidade, mas a qualidade dos aminoacidos € importante para o crescimento
adequado (RAIHA et al., 1976; GAULL et al., 1977; RASSIN et al., 1977; PEREIRA;
BARBOSA, 1986; POLBERG et al., 1990; PALHARES et al., 1990; KALHAN ; IBEN,
2000; PEREIRA, 2008). Os aminoéacidos essenciais ou condicionalmente essenciais
que ndo devem faltar na nutricdo de RNPT sdo: tirosina, cisteina, taurina, histidina,
glicina, glutamina e arginina (EDMOND; RAJIV, 2006).

Os lipidios sdo necessarios ao desenvolvimento cerebral, da retina e para
formacdo das membranas celulares, além de representarem a forma mais
concentrada de energia para os RNPT. A oxidac&o da gordura fornece energia para
as funcdes metabdlicas basais e para suprir a energia necessaria para a sintese

tecidual (PUTET, 2000). Devera ser ofertado a quantidade minima de, 1% a 4% da



energia ingerida na forma de acido linoléico e 1% como alfa linoléico. (PUTET, 2000;
MENA, 2008; MARTINEZ; CAMELO Jr., 2001).

O controle da quantidade de lipidios a ser administrado por via parenteral e
enteral deve ser baseado na quantidade de triglicerideo sanguineo, niveis
plasméticos maiores que 200mg/dl indicam a suspenséo da infusdo da emulsdo de
lipidios por via parenteral e diminuicdo da quantidade de lipidios por via enteral
(CPS-CON, 1995).

Durante o periodo de crescimento estavel, o total de lipidios recomendados é
baseado no contetdo de lipidio do LH, podendo variar de 3,8 a 11,6 g/kg/dia, sendo
gue a proximidade do valor maximo em uma dieta podera ocasionar esteatorreia
(CPS-CON, 1995; EDMOND; RAJIV, 2006).

1.1.3 Necessidades de minerais e elementos traco

Dois tercos do contetdo mineral do corpo do RN sdo depositados nos ultimos
trés meses de gestacao, portanto para manter o crescimento pos-natal de RNMBP e
balanco eletrolitico, esses RNPT necessitam de quantidades mais elevadas de
minerais (CPS-CON, 1995; CAMELO Jr; MARTINEZ, 2005).

Os RNPT apresentam, no nascimento, menor contetdo mineral 6sseo do que
0s RNT, e estando o crescimento 6sseo diretamente relacionado ao suprimento
energético e protéico e a oferta de célcio e fésforo, ha necessidade da oferta
adequada destes nutrientes para a sintese da matriz do colageno e mineralizagao
0ssea. Como o suprimento dessas substancias por via enteral esta limitado pela
imaturidade, os RNPT séo suscetiveis a osteopenia da prematuridade e a doenca
metabodlica 6ssea (BISHOP, 1989; BRONNER, 1998; MATALOUN; CATACHE;
LEONE, 2008).

O célcio é absorvido no intestino por meio de transporte ativo e passivo,
dependente de vitamina D. Nos RNPT, o transporte passivo contribui para o
transporte da maior parte do calcio administrado na dieta. A sua absorcdo sofre
influéncia do tipo de sal utilizado, o gluconato e o glicerofosfato tém sido sugeridos
como de melhor absor¢cdo quando comparados com o fosfato de calcio. A qualidade
de gordura pode interferir na absor¢do do célcio. O palmitato, produto da



degradacédo de triglicerideos, se liga ao célcio formando sabfes, impedindo a
absorcdo deste mineral. A taxa média de absorcéo de célcio do leite humano é de
60% (ALLEN, 1982; MATALOUN; CATACHE; LEONE, 2008).

O fésforo € um importante constituinte do esqueleto e componente essencial
de processos metabdlicos intracelulares. O fésforo € absorvido no intestino por meio
de transporte ativo ou passivo. Nos RNPT em aleitamento materno, 90% do fosforo
€ absorvido. Os fatores que podem interferir nesse processo sao: sal de calcio pouco
absorvivel e relacdo calcio/fésforo diferente de 2:1 (BISHOP, 1989; MATALOUN;
CATACHE; LEONE, 2008).

As necessidades diarias de calcio e fosforo por quilograma de peso corpéreo
sdo baseadas nas taxas de incorporacgao intra-uterina e na avaliacdo da absorcéo,

perda urinaria e tecidual e retencdo do que é oferecido por via enteral (KLEIN, 2002).

A quantidade de calcio e fésforo que deve ser administrada aos RNPT,
sugerida pelos comités, varia. O comité de nutricio da ESPGAN sugere a
quantidade de 70 a 140 mg/kg/dia de calcio e 50 a 90 mg/kg/dia de fésforo, e o da
AAP, 200 a 250 mg/kg/dia de calcio e 110 a 125 mg/kg/dia de fésforo para suprimir
0s requerimentos nutricionais do RNPT (AAP-CON, 1985; ESPGAN-CON, 1987,
CPS-CON, 1995).

O sodio é essencial para regulacdo do volume extracelular, além de estar
relacionado com a absorcédo de aminoacidos, peptideos e monossacarideos (KLEIN,
2002).

O balanc¢o positivo de sodio é pré-requisito para o crescimento de RNPT e a
perda renal de sédio é comum em RN menor de 32 semanas em decorréncia da
diminuicdo da reabsorcdo deste mineral nos tubulos renais, proximal e distal (AL
DAHHAN et al., 1983; MODI, 1993).

Ofertar sédio em quantidade aumentada desde o nascimento nao é
necessario. A suplementacdo deve iniciar quando ocorrer diminuicdo de
aproximadamente 7% do peso de nascimento. A ndo suplementacdo de sodio a
partir desta fase esté relacionada a crescimento e desenvolvimento deficiente (AL
DAHHAN et al., 1984; AL DAHHAN; JANNOUN; HAYCOCK, 2002).



A quantidade de sodio ofertada na alimentacdo de RNMBP deve variar de 3 a
4 mEg/kg/dia por 2 a 4 semanas, e a partir de entdo o aporte podera ser diminuido
em decorréncia do desenvolvimento dos sistemas de absorgédo gastrintestinal,
excrecdo e retencao de sodio renal (AAP-CON, 1985; ESPGAN-CON, 1987; CPS-
CON, 1995; TSANG et al., 1993).

O ferro € fundamental para o crescimento, desenvolvimento e o
funcionamento de todos os sistemas organicos, especialmente o hematopoiético e o
cerebral. Sua incorporacdo a hemoproteinas envolvidas na divisdo celular,
transferéncias de elétrons e de oxigenacdo do organismo o faz ser um dos nutrientes
de grande importancia na nutricdo de qualquer individuo e principalmente em RNPT,
devido as necessidades aumentadas para suprir a velocidade de crescimento e a
alta taxa metabdlica em que se encontram (EHRENKRANZ, 1994; GEORGIEFF,
2008).

Processos fundamentais do desenvolvimento dependem do ferro. A
deficiéncia de ferro no inicio da vida, antes da idade de trés anos, causa uma
disfuncdo persistente de 6rgdos, especialmente do cérebro, apesar da reposi¢ao
desse elemento (GEORGIEFF, 2008).

Nos primeiros dois meses de vida, a deficiéncia de ferro ndo é a causa mais
provavel de anemia em RNPT, a ndo ser em decorréncia de sangramento ao
nascimento ou resultante de coletas de sangue para exames laboratoriais. Assim,
nas primeiras semanas nao ha necessidade de suplementacdo de ferro. Apés 6 a 8
semanas, os RNMBP devem receber suporte diario de 2 a 3 mg/kg de ferro por dia
ou receberem formula contendo 1 a 2 mg/dl de ferro. RNEBP necessitam de 3 a 4
mg/kg/dia, que deve ser mantido até a idade de 12 meses corrigida (EHRENKRANZ,
1994; KLEIN, 2002).

O baixo estoque ao nascimento, o crescimento pds-natal rapido e a baixa
quantidade da oferta alimentar, podem ocasionar deficiéncia também de manganés,

zinco e cobre.

O manganés apresenta funcbes em vérias areas do metabolismo; é ativador
de enzimas neoglicogénicas; atua na protecdo de membranas mitocondriais por

meio da superéxido dismutase que contém manganés; ativa a glicosiltransferase e



mucopolissacaridases necessarias para incorporacdo de mucopolissacarideos na
cartilagem, no 0sso e em outros tecidos conectivos (AGGET, 2000). Deficiéncia de
manganés prejudica desenvolvimento do esqueleto, impedindo o crescimento

adequado em RNT, além de provocar quadros de ataxia (KLEIN, 2002).

A absorcéo de manganés via intestinal em RNPT é maior que a de RNT, por
outro lado, os RNPT tem maior perda devido a excrecdo biliar de manganés por
limitacdo da circulacdo entero-hepatica (KLEIN, 2002). Durante o periodo de
transicdo, estabilidade e crescimento dos RNPT, o manganés requerido por estes
varia de 0,002 mg/dl a 0,006 mg/dl (ESPGAN-CON, 1987; TSANG et al., 1993; CPS-
CON, 1995; KLEIN, 2002).

O zinco esta envolvido em um grande nimero de processos enzimaticos; atua
no metabolismo dos hidratos de carbono, lipidios, proteinas e &cidos nucléicos,
sendo importante para o crescimento e diferenciagao celular. Tem papel na estrutura
hormonal e em fatores de transcricdo genética e atua como antioxidante por ser
componente da enzima cobre-zinco superoxido-dismutase, atuando na estabilizacéo
das membranas celulares, protegendo-as (GILES; DOYLE, 2007; KLEIN, 2002).

Por sua vasta atuacdo, sinais de deficiéncia de zinco podem ocorrer em
RNPT e assemelham-se aos da deficiéncia de outros componentes da dieta (GILES;
DOYLE, 2007).

A homeostase do zinco e utilizacdo deste para formacao de tecido novo, nos
RNPT, depende da redistribuicdo das reservas hepéticas e 0ssea, da quantidade e
da biodisponibilidade do zinco da dieta e de fatores que interferem na sua absorcao,
bem como da excrecéo fecal do zinco por meio de secre¢Oes pancreaticas e bile e
das células de descamacdo da mucosa intestinal (TRINDADE, 2007; GILES;
DOYLE, 2007).

Os RNPT apresentam trato gastrintestinal imaturo, resultando em perda de
zinco nas primeiras semanas. Podem absorver de 25 a 40% do zinco da dieta,
sendo que a caseina diminui a biodisponibilidade desse elemento, assim como o alto
teor de ferro (GILES; DOYLE, 2007).



O crescimento € o principal fator para determinar as necessidades de zinco
para pré-termos. Ha necessidade da oferta de aproximadamente 0,5 a 0,8 mg/kg/dia
nas primeiras duas semanas pos natal e aumento para 1 mg/kg/dia, quando o
crescimento estabelecer-se (KLEIN, 2002; TRINDADE, 2007).

O cobre atua como intermediario na transferéncia de elétrons nas reagfes de
oxireducdo e €é constituinte de varias enzimas, como citocromo-c oxidase (cadeia de
transporte de elétrons); ceruloplasmina (libera o ferro dos depodsitos e da
transferrina); aminoxidases e cobre-zinco superoxido dismutase (protegem as

membranas celulares contra danos oxidantes) (LONNERDAL, 1996).

A prematuridade é fator predisponente da deficiéncia de cobre no periodo
neonatal e sintomas como anemia resistente a terapéutica com ferro, pode ser sinal
de deficiéncia desse elemento trago. (LONNERDAL, 1996; KLEIN, 2002).

A absorcéo do cobre no intestino delgado é afetada pela ligacdo a proteinas.
A ligacdo com a caseina dificulta a absorgcdo do cobre, zinco e ferro, e interfere na
captacao intestinal. A biodisponibilidade do cobre varia conforme o tipo de alimento.
Ha absorcdo de 57% do cobre quando o alimento for LH acrescido de suplemento de
origem heterdloga e 27% quando for férmula. (KLEIN, 2002; TRINDADE, 2007,
LONNERDAL, 1996).

Altas concentracdes de zinco na dieta reduzem as concentracdes séricas de
cobre e de ceruloplasmina em decorréncia da semelhanca fisico-quimica entre estes
elementos (TRINDADE, 2007; KLEIN, 2002). A relacdo de 20:1 entre zinco e cobre
na dieta é considerado a ideal (KLEIN, 2002). Considerando que 0s requerimentos
sao dificeis de serem avaliados e que RNPT alimentados com leite da propria mée
estariam protegidos de deficiéncias, a ingestao equivalente ao conteudo do LH pode
ser recomendada. A recomendacdo varia de 0,12 a 0,15 mg/kg/dia (AAP-CON,
1985; ESPGAN-CON, 1987; TSANG et al., 1993; CPS-CON, 1995).

Para suprir os requerimentos nutricionais devemos conhecer as qualidades e

limitacdes dos alimentos habitualmente utilizados na alimentacdo dos RNPT.

1.2Leite humano



O LH é um fluido que fornece nutrientes e componentes bioativos, que
facilitam as modificagbes adaptativas e funcionais, necessérias a transicdo para a
vida extra-uterina (AAP, 1997; AAP, 2005), além de seus componentes facilitarem o
estabelecimento da microbiota necessaria para ativacdo do sistema imune intestinal

e protegerem o lactente da acao de germes patogénicos (SCHANLER, 1995).

E composto por proteinas, hidratos de carbono, lipidios, minerais, vitaminas e
por uma mistura de substancias altamente complexas, entre elas: fatores bioativos,
como imunoglobulina A (IgA) secretéria, oligossacarideos, acidos graxos e
lactoferrina; enzimas digestivas; varios horménios ndo peptideos, peptideos e
fatores de crescimento e peptideos reguladores gastrointestinais. Essa composicao
sofre modificacBes acentuadas durante o processo de lactacdo, adequando-se as
necessidades dos diferentes periodos de vida do lactente. A lactoferrina, a lizosima e
a IgA secretdria sdo proteinas especificas do soro lacteo humano envolvidas na
defesa do hospedeiro (NEVILLE et al., 1984; SCHANLER, 1995;).

A presenca de fatores bifidogénicos e oligossacarideos sdo importantes para
o desenvolvimento da microbiota intestinal que ira a curto e longo prazo estimular o
crescimento celular intestinal, balanco de células imunolégicas e prevenir doencas
(NEVILLE et al., 1984; SCHANLER, 1995;).

A composicao do LH varia de uma mae para outra, de um periodo de lactacéo
para outro e durante as horas do dia. As variacdes de mae para méae sao afetadas
por variaveis como idade materna, paridade, saude e classe social, bem como idade
gestacional (IG). Varia também de acordo com o estagio de lactacdo, podendo ser

chamado de colostro, leite de transi¢éo e leite maduro (SCHANLER, 1995).

O colostro é secretado nos primeiros cinco dias ap6s o parto, € espesso e
amarelado pela alta quantidade de beta-caroteno. Seu volume é suficiente para
satisfazer as necessidades do RN nesse periodo. Produzido por maes de RNT,
fornece em média 54 kcal/dl e contém 2,9 g/dl de lipidios, 5,7 g/dl de lactose e 2,3
g/dl de proteina. Tem elevada concentracdo de IgA secretora e lactoferrina, linfocitos
e macrofagos. O conteldo de minerais também € alto sendo mais rico em sédio,
potassio e cloretos do que o leite maduro (NEVILLE et al., 1984; SCHANLER, 1995).



O leite de transicdo é aquele produzido entre o 5° e 15° dia de vida. Nesta
fase o conteudo de leite vai sofrendo modificagBes na sua concentragdo até atingir
os valores médios do leite maduro (NEVILLE et al. 1984; SCHANLER, 1995).

O leite maduro tem volume e composicdo estaveis e fornece em média 70
kcal/dl, contém 2,9 a 3,4 g/dl de lipidios, 6,4 a 7,1 g/dl de lactose e 1,3 a 1,8 g/dl de
proteinas. A quantidade de lipidios varia conforme o leite do inicio e final da
mamada. O leite do final da mamada contém de uma e meia a trés vezes maior
quantidade de lipidios que o do inicio (NEVILLE et al., 1984; SCHANLER, 1995).

As proteinas estruturais ou bioativas existentes no LH s&o espécies
especificas. (NEVILLE et al., 1984; SCHANLER, 1995). A qualidade da proteina
(proporcéo caseina e soro) do LH é particularmente ajustada para o RNMBP. O LH
contém 30% de caseina e 70% de soro, o que propicia melhor digestibilidade e
esvaziamento gastrico mais rapido. A principal proteina do LH é uma alfa-

lactalbumina.

Quanto a composicdo dos aminoacidos, o LH fornece menor quantidade de
fenilalanina e tirosina, quando comparado com o fornecido pelo leite de origem
bovina (LV). Os RNPT tém dificuldade em metaboliza-los e grande guantidade
destes aminoacidos pode levar a letargia. Fornece também, quantidade maior de
taurina que é importante para o desenvolvimento da retina e da estabilidade das
membranas e tem uma boa relagdo entre cistina e metionina, importante porque 0s
RNPT tém diminuicdo da agdo da cistationase, e contém carnitina na quantidade
recomendada para RNPT (GAULL et al.,, 1977; RASSIN; GAULL; RAIHA, 1977,
WHARTON et al., 2004).

O conteudo de lipidios do LH fornece aproximadamente 50% de calorias. A
digestdo e a absorcdo dos lipidios sdo facilitadas pela complexa organizagdo do
glébulo de gordura, pelo tipo de acidos graxos e pela presenca de lipase estimulada
por sais biliares (NEVILLE et al., 1984; SCHANLER, 1995).

Os AGPICL, acido araquidbnico (AA) e &acido docosahexaendico (DHA),

derivados dos acidos linoléico e linolénico, respectivamente, sdo encontrados no LH



e estdo relacionados ao desenvolvimento cognitivo, visdo e ao crescimento (MENA,
2008).

Os hidratos de carbono presentes no LH séo lactose e oligossacarideos. A
lactose além de prover energia esta relacionada a formacédo de flora bacteriana
menos patogénica e a melhor absor¢cdo dos minerais. Os oligossacarideos séo
importantes para a defesa do hospedeiro, porque sua estrutura imita a dos

receptores antigénicos bacterianos especificos (SCHANLER, 1995).
1.3Leite humano pré-termo

O leite produzido pela mée de RNPT apresenta composicao diferenciada em
termos de aporte protéico energético e de constituintes imunoldgicos nas primeiras
semanas de producdo, quando comparados com o leite maduro. Nas primeiras
quatro semanas o leite humano da mae do pré-termo (LHPr) contém maior
concentracdo de nitrogénio, proteina com funcao imunoldgica, lipidios totais, acidos
graxos de cadeia média, vitaminas, calcio, sodio e energia que os de maes de RNT
(SCHANLER; OH 1980; LEPAGE et al., 1984; CONTRERAS; FLORES; CISNEROS,
1992).

O leite, quando proveniente da prépria mae do RN, oferece também protecao
contra os patdgenos do ambiente (SCHANLER; OH 1980). Em virtude das
dificuldades morfofuncionais, os RNPT deverao receber o leite por sonda enteral, e
para que todos os beneficios desse alimento sejam oferecidos aos RNPT, o leite
deve ser de preferéncia cru, logo apés a ordenha. Se nao for oferecido em seguida,
o leite devera ser mantido sob refrigeracdo, em geladeira, entre 5 e 7 °C, por no
maximo 12 horas. ApO0s esse tempo, os volumes nao utilizados deverdo ser
congelados e enviados ao banco de leite para serem submetidos a pasteurizagéo ou
descarte (NOVAK, 2002; HECK, 2007).

Todas essas medidas sdo necessarias para prevenir infec¢des, e demonstram
a dificuldade, juntamente com o0 estresse materno, em se manter o aleitamento
exclusivo in natura da mée para seu filho, necessitando de utilizacdo na maioria das

vezes de leite de doadoras proveniente do banco de leite.

1.4Leite humano de banco



O banco de leite humano é um centro especializado responsavel pela
promogao, protecao e apoio ao aleitamento materno e execugao de atividades de
coleta, do processamento e do controle de qualidade para posterior distribuigc&o.

Para o controle sanitario do leite ordenhado ha necessidade de pasteurizacéo

e congelamento do leite o que interfere no conteddo nutricional.

Ocorre a perda de 89% da viabilidade celular com perda progressiva da
atividade bacteriostatica com o congelamento a — 20 °C. Imunoglobulinas A (IgA), G
(1gG) e M (IgM), lactoferrina, lisozima, componentes do complemento C3 e C4,
aminoacidos e &cidos graxos sdo preservados ou muito pouco afetados por esse
processo (GONCALVES et al, 2007).

A pasteurizagcdo convencional por aquecimento altera significativamente os
componentes antimicrobianos do leite. Durante o processo, esta descrito uma perda
de até 47% dos niveis de IgA, mais de 88% de perda de IgG, 41% a 47% de perda
de lactoferrina e a-1-antitripsina, bem como a desnaturacdo de algumas proteinas e
destruicdo da IgM. Ha perda total dos componentes celulares do leite e também
inativacao da lipase estimulada por sais biliares. A destruicdo dessa enzima causa
uma diminui¢do de 33% na absorcéo de lipidios do LH, diminuindo a quantidade de
calorias ofertada pela dieta e predispondo a esteatorreia, quando elevadas
quantidades de gordura sdo administradas. A lisozima e a lactoferrina parecem ser
estaveis a esse tratamento (LIEBHAER et al., 1977; WARDELL et al., 1978; CLARK
et al., 1984; ALMEIDA; NOVAK, 1999; RECHTMA; LEE; BERG, 2006; CAMELO JR;
MARTINEZ, 2008).

Toda manipulagdo que o LH sofre até que seja oferecido aos RNPT também
torna a gordura instavel em solugdo. A gordura torna-se mais aderente aos
recipientes como, vidros de armazenamento, seringas ou frascos e a sonda. Estudos
demonstram que as perdas de gordura podem atingir niveis proximos de 50% e para
diminuir as perdas, o LH deve ser pré-homogeneizado antes de fazer parte da dieta
de RNPT. N&o h& perdas de minerais que comprometam a utilizagdo do leite
humano de banco (LHB) (LIEBHAER et al., 1977; WARDELL et al., 1978; CLARK et
al., 1984; THOMAZ; GONCALVES; MARTINEZ, 1999; ALMEIDA; NOVAK, 1999).



Quando ndo had LH ou o seu suprimento é inadequado, a alimentacdo de

escolha é a féormula para RNPT.
1.5F6rmulas

As formulas sdo baseadas no contetudo do LH e preparadas de maneira a
atender as necessidades nutricionais requeridas pelo pré-termo estipuladas pelos
comités de nutricdo. Devem conter 2,25 a 3,3 g de proteina para cada 100 kcal,
derivadas do leite de vaca, com uma relacdo entre proteinas do soro e caseina,
entre 70:30 ou 60:40 e uma mistura de acidos graxos de cadeia longa e média, com
suplementacdo de AGPICL, DHA e AA. Em relagcdo aos minerais, devem conter
maior quantidade de calcio, fésforo, zinco do que o contido no LH para atender aos
requerimentos desta populacdo (AAP-CON, 1985; ESPGAN-CON, 1987; 1989; CPS-
CON, 1995; KLEIN, 2002; EDMOND; RAJIV, 2006).

Algumas consideracfes sobre a utilizacdo de LHPr, LHB e férmulas devem
ser feitas para entendermos as recomendacdes atuais da melhor maneira de se

atender os requerimentos nutricionais dos RNMB.

Estudos sobre a utilizacdo de LHPr, LHB e férmulas vém sendo realizados
desde do inicio do Século XX. Greer, em 2001, revisou 0s principais estudos em
nutricdo de RNPT realizados neste século. Os principais autores cujos estudos
provocaram mudancas nas condutas de neonatologistas e as décadas em que esses

aconteceram, merecem ser lembrados e estdo expostos na tabela 2.

A nutricdo de RNPT tem sido estudada intensivamente desde a década de
1940, quando houve evidéncias de que nutrientes poderiam provocar alteracdes
metabdlicas no organismo dos recém-nascidos; a partir de entdo, surgiram muitas
controvérsias sobre as necessidades de macro e micronutrientes e também
divergéncias quanto ao aproveitamento do que € ofertado , principalmente quando
sdao RNMBP ou RNEBP.



Tabela 2 — Linha do tempo: Nutricdo de Recém-nascido Pré-termo durante o século

XX t.

1900

1920

1940

1950

1960

1970

1980

1990

Conferéncias sobre cuidados com os “frageis”; alimentacdo precoce com leite
humano; popularizagédo da alimentagdo por sonda gastrica (BERTHOD, 1887;
BUDIN 1907).

Estabelecimento de unidades para prematuro Hospital Michael Reese, Chicago
(HESS, 1922).

Publicacdo do primeiro livro destinado a tratamento RNPT. Defesa do uso do
leite humano desde os primeiros dias por sonda gastrica (HESS, 1922).

Estudos do metabolismo respiratério permitram a confirmacdo dos
requerimentos energéticos de 120 kcal/kg/dia para o crescimento de RNPT
(GORDON et al., 1940).

A alimentagdo para RNPT e a administracdo de fluidos deve ser evitada até
96h de vida (HESS; LUNDEEN, 1941).

Leite humano mesmo com a adi¢do de vitamina D ndo prové bom crescimento
esquelético em RNPT (BENJAMIN et al., 1943).

RNPT crescem mais rapidamente quando alimentados com férmulas derivadas
do leite de vaca semi-desnatadas em comparagdo com leite humano
(GORDON et al., 1947).

Promoc¢&do do uso de férmula pelos beneficios em relacdo ao crescimento
(LUNDEE; KUNSTADTER, 1958).

Nutricdo Parenteral total usada pela primeira vez em RNPT (DUDRICK et al.,
1968).

Atribuicdo do ganho de peso, com o uso de férmulas derivadas do leite de
vaca, a retencdo de agua secundéria a retencdo de eletrolitos (BABSON;
BRAMHALL 1969, KAGAN et al.,1972).

Importancia da qualidade de proteina, come¢o do novo interesse pelo
aleitamento materno em RNPT (RAIHA et al., 1976).

AAP define com 6timo suporte nutricional aquele que promove crescimento
semelhante ao intra-uterino no terceiro trimestre de gestacdo (AAP,1977).
Adiar a alimentacdo leva a alteragBes no desenvolvimento neuroldgico;
preocupagdo com hipoglicemia, hipernatremia, hiperbilirrubinemia, e severa
perda de peso em decorréncia do adiamento da introducéo de fluidos e
nutrientes. Prevencdo com administracdo precoce de fluidos/alimento
(DAVIES, 1978).

Alimentar RNPT com o leite da prépria mée promove crescimento melhor que o
leite maduro (GROSS, 1983).

Desenvolvimento de formulas especiais (acréscimo de proteina, minerais,
vitaminas, triglicerideos de cadeia média) para RNMBP (COOPER et al., 1984,
SCHANLER ; OH, 1985, GREER ; MC CORMICK, 1988).

Desenvolvimento de suplementos para o leite humano, porém formulas
continuam a promover melhor ganho de peso (ATKINSON et al., 1981,
SCHANLER; GARZA, 1987).

Nutricdo parenteral precoce torna-se padrdo nos cuidados do RNMBP (AAP,
1998)

Enfase no uso de leite humano da prépria mée; instituicdo da nutricdo enteral
minima (SCHANLER et al., 1999)

Fonte: Greer, FR. Feeding for premature infants in the 20" century. 2001.J Nutr 2001; 131:426-430.



O LH desde o inicio foi o preconizado para nutrir os RNPT, mas os achados
de Gordon et al. (1940), de que estes necessitavam maior aporte calorico que RNT,
e que o contetudo do leite ndo supria as necessidades requeridas, fez com que
acréscimos ao LH ou modificagdes do LV e utilizacdo de férmulas com proteina

derivada do LV fossem estudados desde essa década.

A utilizacdo de formulas lacteas com maior densidade protéico-calérica
demonstra até a atualidade que proporciona crescimento mais rapido e tem
diminuido a incidéncia de doenca metabdlica 6ssea por oferecer quantidade maior
de célcio e fosforo (QUIGLEY et al., 2009).

O achado de Babson; Bramhall (1969), Kagan et al. (1972) citados por Greer
(2001), de que o ganho de peso mais rapido com a utilizacdo de férmulas estava
relacionado a retencdo hidrica por aumento do conteddo de eletrélitos foi pelos
primeiros autores descartado ao controlar o teor de mineral contido nas dietas,
mostrando a direta correlacdo do crescimento com a quantidade de proteina da
formula (BABSON; BRAMHALL, 1969).

No entanto, as evidéncias de que distarbios metabdlicos estavam
relacionados a maior quantidade de proteina com predominio de caseina, fizeram
com que o estudo de Raiha et al. (1976) se tornasse o marco para a valorizacdo da

qualidade de nutrientes, em especial as proteinas.

Atualmente, ja esta bem estabelecido que a quantidade e a qualidade protéica
sdo imprescindiveis para o crescimento e desenvolvimento de RNMBP
(ARSLANOGLU; MORO; ZIEGLER, 2006).

As proteinas suprem o neonato com aminoacidos essenciais, ndo essenciais
e condicionalmente essenciais. Mesmo RNMBP estaveis clinicamente, recebendo
grande quantidade de proteinas, estdo suscetiveis a desenvolver alta concentracao
plasmatica de fenilalanina, tirosina e metionina, em decorréncia da imaturidade da
atividade das enzimas cistationase e hidrolase (PALHARES et al.,1990; EDMOND;
RAJIV, 2006). Para RNPT, a oferta quantitativa e qualitativa precisa respeitar a
imaturidade enziméatica das vias de metabolizacdo dos aminoacidos e da amonia,

para se evitar a deficiéncia ou o excesso, considerando que concentracdes



prejudiciais de um ou mais aminoacidos no sangue de uma crianca pré-termo podem
ocorrer sem qualquer evidéncia clinica (GAULL et al.,, 1977). O perfil dos
aminoacidos depende da qualidade da proteina ofertada que esta relacionada ao
desenvolvimento neuroldgico em curto e longo prazo (RAIHA et al., 1976; RASSIN et
al., 1977; GAULL et al., 1977; POLBERG; AXELSON; RAIHA, 1990; PALHARES et
al., 1990; LUCAS et al., 1992; LIEN, 2003; ARSLANOGLU; MORO; ZIEGLER; 2006;
SANTOS et al., 2007).

Os estudos de Lucas et al. (1992); Lucas et al. (1996); Morley, Lucas (1997)
contribuiram para a afirmacdo de que determinados nutrientes oferecidos em
determinados momentos da vida de um individuo estdo relacionados com a
programacao das células para um determinado fenétipo futuro, fazendo com que a
atencao voltasse ainda mais para a qualidade dos nutrientes ofertados e priorizasse
o LH, também na alimentacdo de RNPT; tornando-o padrédo ouro para a qualidade

dos nutrientes para esta populacao.

O final da década de 90 e o inicio deste novo século vém sendo marcados por
pesquisas voltadas para avaliacdo detalhada dos nutrientes ofertados pelo LH,
qualidade dos lipidios, conformacdo das proteinas e fatores interferentes da
absorcdo e metabolismo. Tem-se evidenciado que mesmo com a adicdo de
determinados nutrientes a formula, o LH ainda promove melhores resultados no
aspecto do desenvolvimento (LUCAS et al., 1992; LUCAS et al., 1996; MORLEY;
LUCAS, 1997; MENA, 2008; QUIGLEY et al., 2009).

A AAP periodicamente reavalia os estudos em nutricdo e emite sua opinido a
respeito dos fatores estudados, e em 1997 enfatizou que o manejo nutricional
utilizando LH traz beneficios para RNPT e essa posi¢do foi reafirmada em 2005
(AAP, 1997; AAP, 2005).

Os beneficios do LH séo ainda mais valorizados quando ofertados ao RNPT,
principalmente em decorréncia das propriedades imunoldgicas e anti-infecciosas,
diminuicdo da incidéncia de enterocolite necrotizante e a menor gravidade desta; e
quando o leite € da prépria mée do pré-termo ha a vantagem da passagem de
anticorpos contra patdgenos especificos do ambiente em que ele se encontra
(SCHANLER, 1995; OLIVEIRA; MYASHI, 2005).



Importantes vantagens quanto aos aspectos nutricionais do LH, além das
expostas acima, sdo: a proteina é de melhor qualidade biolégica, fornecendo
aminoacidos na qualidade desejada e é de melhor digestibilidade; a gordura tem a
sua digestdo e absorcdo facilitada devido a complexa organizacdo dos seus
glébulos, predominio de AGPICL, derivados do acido linoléico e linolénico e também
por conter lipase estimuladora dos sais biliares (SCHANLER, 1995; CAMELO Jr ;
MARTINEZ, 2005; SCHANLER, 2007).

A melhora no desenvolvimento e a de melhor desempenho visual, mesmo
quando comparado com formulas enriquecidas com AGPICL, AA e DHA, evidenciam
a superioridade dos nutrientes ofertados pelo leite humano (UAUY; BIRCH; BIRCH,
1990; LUCAS et al., 1992; LUCAS et al., 1996; MORLEY; LUCAS, 1997; MORO;
MINOLI, 1998; MENA, 2008).

O problema na utilizacdo do LH para alimentar RNPT é que a quantidade de
nutrientes oferecidas pelo leite humano maduro, ndo supre 0s requerimentos
nutricionais de RNMBP e o LHPr s6 oferece quantidade de nutrientes suficientes
para o crescimento destes nas primeiras 4 semanas de vida, havendo necessidade

de seu enriquecimento (tabela 3).

Segundo Schanler (2007), o LH néo enriquecido pode ndo suprir quantidades
suficientes de nutrientes por diversas razbes: 1. As concentragbes de diversos
nutrientes, principalmente proteina e sodio, caem com a lactacdo; 2. As
necessidades nutricionais ndo diminuem até que eles alcancem o termo, segundo a
idade p6s-menstrual; 3. O teor de determinados nutrientes (calcio e fosforo) é muito
baixo para atender as grandes necessidades do lactente pré-termo; 4. Motivos
técnicos relacionados a coleta, conservacdo e distribuicdo do leite ao lactente
também contribuem para menor quantidade de nutrientes disponiveis (gordura,
vitamina C, vitamina A, riboflavina); 5. O lactente é alimentado por sonda, o que
torna a alimentacdo ad libidum pouco provavel; 6. Frequentemente ha restricdo de
fluido para tratamento clinico; e 7. Evidéncia de que a alimentacdo de RNPT, com
leite humano de banco de leite (LHB) ou de LHPr, ap6s a 4% semana, quando
comparado com o uso de férmulas, promove menor crescimento linear e menor

mineralizacado 6ssea em RNPT.



Todas essas razbes enfatizam o uso de suplementos compostos de

multinutrientes, proteinas, minerais, vitaminas e elementos trago.

Tabela 3 — Comparacdo do conteudo nutricional do Leite humano maduro de banco
de leite e leite humano da mae prematuro com os requerimentos nutricionais

estabelecidos pelo consenso estabelecido em 1993.

Nutrientes LMt LHPrt Consensot
Por 100 ml Por 100 ml Por 100 Kcal
Energia (kcal) 70,2-73,6 73,0 -76 120-165
Proteina (g) 1,3-1,8 15-2,1 2,5-3,16
Gordura (g) 2,9-3,4 3,2-3,6 3,6-7
Hidratos de carbono (g) 6,4-7,1 6,3-7,2 7-14
Saédio (mEQ) 0,67-0,95 0,95-1,7 1,65-2,52
Potéssio (mEQ) 1,3-1,68 1,37-1,72 1,66-2,56
Célcio (mg) 26,7-29,3 26,6-31,4 100-192
Fosforo (mg) 13,8-16,9 12,9-13,8 50-117
Manganés (ug) 1,4-2,8* - 1,5-7,5
Cobre (ug) 57-73 63-83 100-125
Ferro (mg) 0,81-1,11 0,90-1,1 1,7-25
Zinco (mg) 0,26-5,35 0,39-0,53 0,55-1,1

1 Pereira GR, Barbosa NMM. Controversies in neonatal nutrition. Pediatr Clin North AM. 1986; 33
(1):65-89; LM — leite humano maduro, LHPr — leite humano pré-termo; £ Tsang RC, Lucas A, Uauy R,
Zlotkin S, Eds. Nutritional needs of The Preterm Infants: Scientific and Pratical Gudielines. Baltimore,
Willians & Wilkins; 1993:296. * KLEIN CJ. Nutrient requirements for preterm infant formula. J Nutr
2002; 132: 1395 — 1577.

Os suplementos de LH vém sendo estudados mais intensivamente a partir de
1977 e desde entdo se notou beneficios por fornecerem quantidades de nutrientes
mais préoximos do necessario, sem alterar as propriedades do LH (KASHIAP;
SCHULZE; FORSYTH; 1990). A analise de estudos utilizando suplemento em pé ou
em liquido e utilizando minerais, como calcio e fésforo, isoladamente ou em conjunto
com proteinas e 0s que utillizaram somente proteinas, evidenciou que ha

necessidade de enriquecimento de proteinas e de alguns minerais como calcio,



fésforo, sodio, ferro, cobre e zinco (FOMON; ZIEGLER, 1977; SCHANLER; OH,
1985; RONNHOLM; PERHEENTUPPA; SIIMES, 1986). A quantidade desses
minerais e a relacdo entre eles deve ser aquela que supra as necessidades para
velocidade de crescimento com utlizacdo de formulagbes que melhor sejam
absorvidas, conforme as necessidades nutricionais de RNPT (BHATIA; RASSIN,
1988; KUSCHEL; HARDING, 2006).

A preocupacao com injarias a curta ou em longo prazo, fez com que a
utilizacdo de um suplemento que ofereca qualidade de aminoacidos e de acidos
graxos mais adequados, como os derivados do proprio LH, estejam sendo
estudadas (MORO et al, 1991; BOEHM et al., 1993). Considerando as dificuldades
praticas de se obter proteina homologa, a proteina do LV € a frequentemente
utilizada para o enriquecimento do LH, e vem promovendo o crescimento de RNMBP
e RNEBP, proximo ao esperado (LIEN, 2003; SANDSTROM et al., 2008).

Suplementos derivados do LH e, portanto, com proteina homdloga, tém sido
estudados desde 1980. Lucas et al. (1980) produziu um suplemento do leite
humano utilizando creme obtido por centrifugacdo do leite humano acrescido de
proteina obtida por técnica de didlise e liofilizacdo. Permitindo assim a utilizacao de
fracGes de leite homologo como suplemento. A partir deste estudo, outros autores
passaram a utilizar destas técnicas para separacdo dos componentes do leite e
a utlizd-los liofiizados ou na forma liguida como suplemento do LH
(HAGELBER et al., 1982; MORO et al., 1989; RASCHKO et al., 1989; POLBERG,
AXELSON; RAIHA; 1990).

Mediante técnicas de lactoengenharia, esta sendo fabricado um suplemento
derivado do LH (Prolact +4, +6, +8, +10 e NeoPro® - Prolacta® Bioscence, EUA).
Neste, as proteinas e a gordura do LH sdo concentradas em volumes, com menor
quantidade de lactose, com adi¢do de célcio e fosforo e outros minerais. O produto
liguido é adicionado ao LH conforme o conteudo calorico desejado, 1 ml de
Prolacta® fornece 0,7 calorias, 0,042 g de lipideos, 0,012 g de proteina e
0,068 g de hidrato de carbono (YOUNG, 2009).

Mudancas na qualidade das proteinas derivadas do LV e acréscimos de

aminoacidos aos suplementos demonstraram promover qualidade de aminoacidos



plasmaticos semelhantes a encontrada quando se oferece LH enriquecido com
proteinas derivadas do proprio LH, porém encarecem o produto e a aquisicdo dos
suplementos com a qualidade das proteinas do LH ou suplemento de origem
homologa torna-se inviavel para os estabelecimentos publicos (BOEHM et al, 1987;
MORO; MINOLI, 1998; LIEN, 2003; SANDSTROM et al., 2008; YOUNG, 2009).

A evaporagdo a vacuo do LHB permite a concentracdo e aumento do
conteudo nutricional do LH. A evaporacdo de 30% do volume inicial do LH leva ao
aumento de 38% na concentracdo de sodio, potassio, fésforo, céalcio, magnésio,
proteina, gordura, lactose e reducdo média de 45% na concentracdo de IgA, sem
alteracdes significativas da osmolaridade em relagcdo ao leite sem processamento,
permitindo o uso do leite concentrado como alimento para RNPT (SANTOS et al.,
2007; BRAGA; PALHARES, 2007).

Evaporacdo de 75% do LHB, maduro, levara ao aumento de 3 a 4 vezes do
teor de sddio, célcio, fésforo, proteina, lactose e gordura e podera ser utilizado como
alimento ou suplemento do LH se diluido 1:1 com agua e retirado a lactose por meio
de precipitacao a frio (SANTOS; MARTINEZ, 1996).

Outro método utilizado para concentrar o leite humano é a liofilizacéo.
Segundo Nail et al (2002) a liofilizacdo do leite humano permite 6tima preservacao
de nutrientes, e a concentragcdo permite que este possa ser utilizado como
suplemento como proposto por Boehm et al. (1985), porém, o acréscimo de 6g de
leite humano liofilizado em 100 ml de leite humano estudado por estes autores,
provocou colestase em RNMBP, por sobrecarga do sistema hepético pelo provavel

excesso na oferta de lipidios.

Estes estudos mostram que a concentragdo do LH pode ser uma maneira de
fornecer um suplemento homdélogo, assim, analisando estas técnicas, houve a
orientacdo para o desenvolvimento da metodologia para o preparo do suplemento
derivado do leite humano proposta neste estudo.

Esta metodologia esta baseada na pergunta: Pode a modificagcdo do LH por

meio da retirada de gordura, evaporacao, retirada da lactose e liofilizacao,



gquando utilizado como suplemento do leite humano, satisfazer as

necessidades nutricionais do RNMBP?



2 OBJETIVOS

2.1Geral

Manipular um preparado derivado do leite humano para ser utilizado como

aditivo na alimentac&o do recém-nascido de muito baixo peso, e avaliar a tolerancia

gastrintestinal, o perfil bioquimico, e o crescimento dos recém nascidos de muito

baixo peso alimentados com este suplemento.

2.2Especificos

a)

b)

d)

Analisar a quantidade de hidratos de carbono, proteinas, lipidios,
osmolalidade, conteudo caldrico, calcio, fésforo, sédio, potassio, ferro,
manganés, zinco e cobre, de amostras de leite humano acrescido do
suplemento desenvolvido e compara-lo com o leite humano acrescido do

suplemento FM85°.

Avaliar as caracteristicas: sexo, idade gestacional, peso de nascimento,
adequacdo ao peso de nascimento, inicio da nutricdo enteral minima,
inicio da nutricdo enteral exclusiva, volume total de dieta recebida, caloria
total recebida, necessidade de ventilagdo mecanica de RNMBP
alimentado com leite humano acrescido do suplemento desenvolvido e
compara-las com os RNMBP alimentados com leite humano acrescido do

suplemento FM85°.

Avaliar sinais clinicos de intolerancia gastrintestinal com o uso do

suplemento desenvolvido e do FM85°.

Avaliar o perfil bioguimico de RNMBP alimentados com leite humano
acrescido do suplemento desenvolvido e compara-lo com o de RNMBP
alimentados com leite humano acrescido do FM85®, utilizando a dosagem
sérica de ureia, creatinina, sodio, potassio, calcio, fosforo, fosfatase
alcalina, albumina, alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase,

triglicerideos, hematdcrito e hemoglobina.



e) Avaliar o crescimento: peso, comprimento e perimetro cefalico de RNMBP
alimentados com leite humano acrescido do suplemento desenvolvido e

compara-lo com RNMBP alimentados com leite humano acrescido do
FM85®.



3 MATERIAL E CASUISTICA

3.1Populacéo

Por se tratar de estudo clinico e utilizacdo de material biolégico, essa
pesquisa foi submetida & devida avaliagdo sendo aprovada pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) e pelo Comité de Etica do
Hospital Universitario da Faculdade de Medicina (HU) (ANEXO A e B).

ApOs 0s pais ou responsaveis serem esclarecidos quanto a natureza do
trabalho, consentirem e assinarem o termo de consentimento informado (APENCICE
A), os RNMBP estaveis clinicamente, com peso de nascimento entre 700g a 1400 g
e idade gestacional menor ou igual a 32 semanas, que ndo apresentavam ma
formacdo congénita, hemorragia periventricular, grau maior ou igual a 2, e que
necessitavam de leite humano doado, foram locados aleatoriamente por sorteio

prévio em 2 grupos:

LH+SH: recebeu LH acrescido de suplemento derivado do leite humano (SH),

na proporcao de 5,49 g%

LH+FM85®: recebeu LH acrescido de suplemento FM85®, na proporcéo de 5
g%

Os RNMBP entraram nos grupos quando atingiram a oferta de 100 ml/kg/dia
de leite humano exclusivamente por via enteral e foram acompanhados por 15 + 2

dias.

O volume de leite suplementado por oferta, recebido a cada 3 horas pelos
RNMBP de ambos os grupos, foi definido pelo protocolo do servigo e liberado pelo

controle de microbiologia e qualidade do banco de leite do HU-UFMS.

Para a caracterizacdo da populagédo estudada foram analisadas as seguintes

variaveis:

a. Sexo



Idade gestacional — registrada em semanas determinada por estimativa de
acordo com: a Ultima menstruacdo, dados de ultrassom ou exame
neonatal pelo método de New Ballard (BALLARD; KHOURY; WEDIG,
1991). A idade gestacional definitiva foi considerada aquela calculada pela
data da ultima menstruacdo ou pelo ultrassom fetal precoce, quando a
diferenca entre esta data e a determinada pelo exame do RN era inferior a
uma semana. Se a diferenca fosse maior que uma semana, era
considerada a idade gestacional calculada pelo método de New Ballard

realizada pelo médico assistente da crianca.

Peso de nascimento foi aferido em gramas pelo médico assistente e

anotado em prontuario.

. Adequacao do peso — Foi classificada utilizando a curva de crescimento
intra-uterino de Alexander et al. (1996). Considerou-se como sendo
adequados para a idade gestacional (AIG) os recém-nascidos com peso
entre 10 e 90 percentil, pequeno para a idade gestacional (PIG), os com
peso inferior ao percentil 10 e grande para a idade gestacional (GIG), os

com peso superior ao percentil 90.
Idade de inicio da nutricdo enteral minima.

Idade ao atingir nutrigdo enteral exclusiva com leite humano no volume de

100 ml/kg/dia e ingresso nos grupos.

. Volume de dieta recebido diariamente, prescrito pelo médico assistente e

liberado pelo banco de leite e ofertado pela enfermagem.

. Caloria total recebida de acordo com o volume prescrito e, recebido

diariamente.

Tolerancia gastrintestinal, verificando os sintomas clinicos relacionados a
alimentacdo como residuo gastrico (volume maior que 20% do volume

ofertado), vOmitos, caracteristicas das fezes.
Necessidade de ventilagdo mecanica e dias em ventilagdo mecéanica.

Parametros bioquimicos — Ao ingressar nos grupos e semanalmente
conforme a rotina do servico de neonatologia, de cada crianca foi colhida

amostra de 1 ml de sangue para dosagem de ureia, creatinina, sodio,



potassio, calcio, fosforo, magnésio, fosfatase alcalina, triglicerideos,

albumina, aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase

(ALT), hematdcrito e hemoglobina.

Crescimento — O crescimento foi acompanhado por avaliagdo semanal de

peso, comprimento e perimetro cefalico, sendo as afericbes feitas pelo

examinador a partir do momento em que os RNPT ingressaram nos

grupos.

A avaliacdo ponderal foi realizada em balanca eletrénica pediatrica
(Filizola®, Brasil) com capacidade de 15 kg, carga minima de 125 g
e divisdes de 5 g. O peso foi aferido no periodo da manha, antes da
primeira refeicdo, com a crianca despida. Os pesos foram

registrados em gramas (g).

O comprimento foi aferido pela prépria pesquisadora, posicionando
0 recém-nascido em decubito dorsal, utilizando antropémetro (régua
de madeira graduada em milimetros) em superficie rigida, com a
extremidade fixa junto ao pdlo cefalico e a parte movel deslocada
até a superficie plantar, evitando a flexdo dos joelhos. Sempre com
a ajuda de uma enfermeira treinada. Os valores foram registrados

em centimetros (cm).

A medida do perimetro cefalico foi realizada com o uso de trena
flexivel inextensivel, graduada em milimetros, sendo os valores
anotados em cm. A trena foi ajustada a cabeca da crianca,

passando pela proeminéncia occipital e glabela.

Velocidade média de crescimento por unidade de peso (VCU) ou
velocidade relativa de ganho de peso em g/kg/dia, calculada

utilizando a formula proposta por Martell, Gaviria, Behtzsky (1979).

VCU = Velocidade por incremento (VCI)

Valor medido em exame anterior

VCI = Valor medido em uma idade — valor medido em idade prévia

Periodo de tempo decorrido entre as idades



3.2Preparo do Suplemento

Para andlise do conteudo nutricional e posterior utilizacdo na dieta dos
pacientes estudados foram avaliadas vinte amostras de 220 ml de LHB utilizadas

para o preparo do suplemento homologo.

O leite humano empregado foi ordenhado por meio de expressao manual
em domicilio ou no banco de leite do HU da UFMS e doado por maes voluntarias,
cujos filhos nasceram a termo, com periodo de lactacédo entre 2 meses e 1 ano e
que obtiveram na andlise de titulacdo de acidez (acidez Dornic) resultado < 2.

As amostras passaram por trés fases de preparo, descritas a seguir:

3.2.1 Primeira fase — Retirada da gordura

A retirada da gordura foi feita com o emprego de uma desnatadeira modelo
18 GR com capacidade de 100 I/hora (Casa das Desnatadeiras, Brasil), figura 1. A
desnatadeira gira em alta velocidade, submetendo o leite a uma elevada forca
centrifuga. Como a gordura tem uma densidade menor, fica proxima ao eixo da
desnatadeira, sendo drenada por um pequeno cano, enquanto que, 0S outros
componentes, mais pesados, sdo lancados as paredes e vao para o exterior pela

outra saida. Ha retencdo em média de 150 ml de leite, nesse processo.

3.2.2 Segunda fase — Retirada da lactose

Os 70 ml restantes do processo de retirada de gordura, foram submetidos ao
evaporador, (MARCONI MA 120i® , Brasil) exposto na figura 2. O leite foi colocado
em um baldo parcialmente submerso em banho-maria, a temperatura média de 56
°C, controlada por termémetro graduado de 10 °C a 100 °C. Por agédo do vacuo, a
uma pressdo de 62 a 63 cmHg, o leite entra em ebulicio com consequente
evaporacao da agua, e reducdo do volume inicial a aproximadamente 20 ml para
concentracéo da lactose. Esse volume foi colocado em tubos conicos de plastico e
congelado a —20 °C, por 24 horas. ApoOs esse periodo, as amostras foram
submetidas a centrifugacdo a 4000 r.p.m. durante 20 minutos em centrifuga
(SIGMA®, Brasil) refrigerada a 4 °C.



ApoOs centrifugacdo e formacdo do precipitado de lactose, as amostras
foram aquecidas em banho-maria a 37 °C por tempo minimo suficiente para o
descongelamento para facilitar a retirada do sobrenadante, que foi transferido para
um recipiente de vidro, utilizando pipeta Pasteur. O depésito formado foi desprezado
(figuras 3 a 7).

Figura 1 - Desnatadeira modelo 18 GR.



Figura 2 — Evaporador MARCONI MA 120i°.
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Figura 3 — Centrifuga com refrigeracéo SIGMA 3K30°.



Figura 4 — Tubo cbnico de plastico mostrando o precipitado de lactose evidenciado pela cor branca.

Figura 5 — Transferéncia do leite humano apos precipitacdo da lactose para os recipientes de vidro.



Figura 6 — Tubos cbnicos antes e apos a retirada do sobrenadante.

Figura 7 — Recipientes de vidro contendo leite humano, apos a retirada da lactose.



Figura 8 — Manipulacdo de amostras em capela de fluxo laminar (LABCONCO®).

3.2.3 Terceira fase — Liofilizacéo

O conteldo restante do processo de retirada da lactose foi transferido para
recipientes de vidro e foi congelado novamente a — 20 °C e posteriormente colocado
na camara de vacuo do liofilizador de bancada EDWARDS® (Figura 9). O processo
de liofilizacdo promove a desidratacéo do leite por sublimacéo. Para tal, as amostras
congeladas sdo submetidas a vacuo. O aumento gradativo da temperatura, com a
diminuicdo da presséao circunvizinha permite que a agua congelada presente no leite

passe diretamente da fase solida a gasosa.

Apbs 48 horas, as amostras foram retiradas do liofilizador e enviadas ao
banco de leite para serem adicionadas a 100 ml de pool de LH, pasteurizadas e
submetidas a analise microbiolédgica. O pool de LH utilizado foi constituido de leite de
doadoras diferentes, obedecendo aos mesmos critérios do leite doado para o
preparo do suplemento homélogo. Para comparacéao, 100 ml do mesmo pool de LH

foram acrescidos de 5 g de FM85®.



Os recipientes de vidro utilizados para a fase de liofilizacdo foram pesados em
balanca de preciséo, vazios e antes e ap0s a liofilizacdo do leite para analisarmos a
média da quantidade de pé formada que foi utilizada como suplemento do LH,
chamado a partir de entdo de suplemento homologo (SH).

Figura 9 — Liofilizador (EDWARDS®).

Para se eliminar possiveis contaminantes do material utilizado na coleta e
armazenamento das amostras, foi realizado processo especial de lavagem, baseado
no “Standard methods for the examination of water and wastewater”, que consta das
seguintes operagoes:

- Lavagem dos recipientes, vidros e plasticos, inicialmente em agua corrente
- Tratamento em EXTRAN neutro a 2%, por 24 horas

- Enxdgue em 4gua deionizada, no minimo dez vezes

- Tratamento com &cido nitrico 30%, por 24 horas

- Enxague em agua deionizada, no minimo dez vezes

- Secagem em estufa a 40 °C



Todo material foi tampado e guardado em recipiente plastico fechado até a sua

utilizagéo.

O manuseio do material foi realizado com luvas plasticas estéreis, para evitar

contaminacao.
3.3Analise nutricional

Para a analise da quantidade de hidratos de carbono, proteinas, lipidios,
calcio, fésforo, sodio, potassio, ferro, manganés, cobre, zinco, osmolalidade e
conteildo calérico nas amostras de LH com SH e FM85®, foram utilizadas as
técnicas, obedecendo as normas analiticas publicadas pelo Instituto Adolfo Lutz

(1985), detalhadas a seguir repetidas em triplicata:

3.3.1 Determinacao de Hidratos de carbono

Para determinar o conteudo de hidratos de carbono das amostras, foi utilizada
a técnica de formacédo de glicidios redutores, que necessita dos seguintes materiais

e reagentes:

Materiais — Baldo volumétrico de 100 ml, pipetas volumétricas de 10 ml, pipeta
graduada de 2 ml, frasco Erlenmeyer de 300 ml, funil de vidro, papel de filtro, baldo

de fundo chato de 300 ml, bureta de 25 ml, chapa aquecedora, garra de madeira.

Reagentes — Solucao de sulfato de zinco a 30% m/v, solucdo de ferrocianeto
de potassio a 15% m/v, solucdo de Fehling tituladas.

Para o desenvolvimento do procedimento, transfere-se com o auxilio de uma
pipeta volumétrica, 10 ml da amostra para um bal&o volumétrico de 100 ml, adiciona-
se 50 ml de 4gua, 2 ml da solucdo de sulfato de zinco a 30% e 2 ml da solugéo de
ferrocianeto de potdssio a 15%, misturando bem apds cada adicdo. Deixa-se
sedimentar durante 5 minutos e apos, completa-se o volume com agua e agita-se. A
solucéao é filtrada em filtro de papel, em um frasco Erlenmeyer, de 300 ml. O filtrado

devera estar limpido.



Em um baldo de fundo chato de 300 ml, transfere-se 10 ml de cada uma das
solugbes de Fehling tituladas e adiciona-se 40 ml de &gua, aquecendo até a
ebulicdo, em chapa aquecedora. Transfere-se o filtrado para uma bureta de 25 ml e
adicionam-se as gotas, sobre a solugdo do baldo em ebulicdo e com a ajuda das
garras de maneira agita-se sempre, até que esta solucdo mude de coloracédo azul a

incolor (no fundo do balédo devera ficar um residuo vermelho tijolo).

Para o calculo da quantidade de glicidios redutores formados, utiliza-se a

seguinte férmula:

Glicidios redutores em lactose = V x 0,0068 x 100

LxV
0,068 = n° de ml de g de lactose que corresponde a 10 ml de solucéo de Fehling
V = n° de ml da solucédo da amostra, gasto na titulacéo
L = n° de ml da amostra
V =n° de ml da diluigdo da amostra (100 ml)

O resultado € expresso em g/dl.

3.3.2 Determinacao de proteinas

Para determinacdo das proteinas foi utilizado a quantificacdo do nitrogénio
protéico pelo método de micro Kjedahl, que necessita dos seguintes materiais e

reagentes:

Materiais — Tubos de digestdo micro Kjedahl, Erlenmeyer de 125 ml, pipetas
graduadas de 10 ml, proveta de 20 ml, Bureta de 25 ml com divisdo de 0,05 ml,

balanca analitica, destilador micro Kjedahl.

Reagentes — Mistura catalitica de sulfato de cobre e sulfato de potassio, 1:1,
acido sulfarico (H,SO,4) concentrado, &cido borico (solugdo saturada), acido
cloridrico 0,02 (normal) N com fator de correcédo, indicador vermelho de metila e azul

de metileno (vermelho de metila 0,2% alcodlico + azul de metileno 0,2% alcodlico



2:1), hidréxido de sodio (NaOH) + tiossulfato de sodio (Na,S203) (60 g de NaOH + 5
g de Na,S,03 g.s.p. 100 ml).

O procedimento é realizado em trés etapas:
Digestéo

Pesa-se 50 a 60 mg de amostra finamente pulverizada em papel manteiga e
sobre a amostra, acrescenta-se 2 g da mistura catalitica. Coloca-se a amostra
envolvida no papel, no tubo de digestéo. Acrescenta-se 3 ml de H,SO, concentrado
e leva-se ao aquecedor elétrico dentro da capela por 40-45 minutos.

Destilacéo

Apds o esfriamento da amostra do tubo de digestdo, transfere-se
cuidadosamente com auxilio de agua destilada a amostra para o aparelho de
destilagdo. Na extremidade do condensador, coloca-se um Erlenmeyer com 5 ml de
solucdo saturada de &cido borico e 3 gotas de indicador vermelho de metila + azul
de metileno. Completa-se com agua destilada, o nivel do baldo gerador de vapor e
agueca a ebulicdo. Adiciona-se através de funil, 8-10 ml da mistura NaOH +
Na,S,03 sobre a amostra e fecha-se o funil. A chama branda deve ser mantida até a
viragem do indicador de roxo para verde. Destila-se 50 ml.

Titulacdo

Titula-se o destilado do Erlenmeyer com Bureta de 25 ml com graduacéo de
0,05 ml até a cor voltar a roxo, para tal utiliza-se a soluc¢éo de &cido cloridrico (HCI)
0,02 N . A solucdo deve ser entdo aquecida a 70 °C e se voltar a cor verde

acrescenta-se uma gota de HCI. Repete-se a operacao até estabilizacéo da cor.

Para o calculo do contetddo protéico da amostra utilizam-se 0s seguintes

conhecimentos:

a) Pela reacdo NHs; + HCI = NH,CI, verifica-se que 0,0001g de hidrogénio (H")
(1ml da solugéo de HCI 0,1 N) reage com 0,0014g de N;



b) A molécula de proteina possui de 16 a 17,5% de nitrogénio deduz-se que 1 g
de nitrogénio corresponde a 6,25 a 5,74 g de proteina. O fator universal é
6,25 quando a proteina é desconhecida ou trata-se de mistura de varias
proteinas;

Para o calculo da quantidade de proteina utiliza-se a seguinte formula:
Proteina g/dl = (Va — Vb) x 0,02 x fc x 14,007 x 6,25 x 100

(@)

Va = volume de HCI 0,02 N gastos na titulacdo da amostra

Vb = volume de HCI 0,02 N gastos na titulagéo do branco
0,02 = normalidade na solucéo de HCI

fc = 14,007 = fator de converséao do nitrogénio

6,25 = fator de converséo da proteina

(a) = amostra analisada em mg

Como as amostras estdo na forma liquida, deve-se utilizar a férmula abaixo

para o calculo da quantidade, em miligramas, da proteina contida na aliquota:

mg de proteina na aliquota = (Va — Vb) x fc x 0,2802 x 6,25

O resultado € expresso em g/dl.

3.3.3 Determinacao de lipidios

Para a determinacdo dos lipidios nas amostras analisadas foi utilizado o

método de Gerber que necessita dos seguintes materiais e reagentes:

Materiais — Lactobutirdmetro de Gerber, pipeta volumétrica de 11, 10 e 1 ml,
termbémetro graduado de 0 a 100 °C, centrifuga de Gerber, pera de borracha, banho-

maria.

Reagentes - Acido sulfarico (D=1,820-1,825), alcool amilico (D=0,815) isento

de gordura.



Transfere-se 10 ml de acido sulfarico para um butirdbmetro de Gerber,
adiciona-se lentamente 11 ml da amostra (sem molhar inteiramente o gargalho do
butirdmetro com tecido, a reacdo é fortemente exotérmica). Apés, centrifuga-se o
conteddo do butirdmetro a 1200 r.p.m. durante 10 minutos. Leva-se para um banho
de agua a 65 a 70 °C por 5 a 10 minutos, com rolha para baixo. Retira-se entédo o
butirdbmetro, mantendo a posicéo vertical e maneja-se a rolha para colocar a camada

amarela claro, transparente (lipidios) dentro da haste graduada do butirdmetro.

Faz-se a leitura no menisco inferior da parte graduada do butirébmetro. O
namero de ml ocupado pela camada oleosa corresponde diretamente a porcentagem
de lipidios, sendo expresso em g/dl.

3.3.4 Determinacdo do calcio

O calcio existente nas amostras é determinado no residuo incinerado (cinzas).

Para a formacdo do residuo incinerado utilizam-se os seguintes materiais:
balanca analitica, cdpsula de porcelana, pipeta volumétrica de 20 ml, banho-maria,

chapa aquecedora, mufla, dessecador com silica-gel, pinca de metal.

Transfere-se, com o auxilio de uma pipeta volumétrica, 20 ml da amostra para
uma cépsula de porcelana. Evapora-se em banho-maria até a secagem. Carboniza-
se cada amostra em chapa aquecedora na capela e incinera-se em mufla a 540+10
°C, pelo periodo aproximado de 4 horas. O residuo devera ficar branco ou
ligeiramente acinzentado, caso contrario, resfria-se as amostras, adicionando 0,5 ml

de agua, e repete-se o procedimento.
Resfria-se em dessecador e pesa-se cada amostra.

Para o calculo do residuo incinerado que sera utilizado para a quantificacao

mineral, utiliza-se a seguinte férmula:

100 x p = residuo por incineragao (cinzas) por cento m/v

(@)

p = n° de g de residuo



(&) = n° de ml da amostra

Para a determinacdo do calcio nas cinzas sdo necessarios 0S seguintes

materiais e reagentes:

Materiais — Balanc¢a analitica, papel filtro, pipeta graduada 1, 10 ml, centrifuga,
frasco volumétrico 100 ml, espectrofotémetro.

Reagentes — Solucdo de hidréxido de aménio (NaOH) a 50%, solucdo de
bromocresol verde, solugdo de isopropanol a 50%, solucdo de &cido cloranilico,
carbonato de célcio, solugéo de &cido etilenodiaminotetracetico (EDTA) 5%.

Pesa-se exatamente 1,1 g de acido cloranico e dissolve-se em 10 ml de
NaOH contendo 1N, completa-se o volume para 100 ml com agua desmineralizada.
O pH da solucéo devera estar entre 3,5 e 11. Se o pH for superior a 11, adiciona-se

0,1 g de acido cloranilico. Filtra-se a solucao.

Para fazer a solucdo padrao de calcio (100 pg /ml), pesa-se exatamente
0,249 g de carbonato de calcio (CaCO3) e transfere-se para um frasco
volumétrico de 100 ml. Adiciona-se 10 ml de acido cloridrico (HCI) a 10%, e
agita-se o frasco até que todo CaCOj; esteja dissolvido. Completa-se com agua

desmineralizada.

Adiciona-se por intermédio de uma pipeta, 1 ml da solucdo de cinza em tubo
de centrifuga de 15 ml. Colocam-se algumas gotas da solucdo de bromocresol verde
e goteja-se a solucdo de hidroxido de amoénia até a mudanca da cor. Adiciona-se 1
ml da solugéo de &cido cloranilico. Completa-se com &gua, para 10 ml. Deixar em
repouso por 30 minutos. Apds esse tempo, centrifuga-se os tubos por 10 minutos a
200 r.p.m. Retira-se, cuidadosamente o sobrenadante. Lava-se o precipitado do
cloranilato de célcio formado com 5 ml da solugéo de isopropanol a 50%. Centrifuga-
se novamente. Caso seja necessario, repete-se a operacdo de lavagem do
precipitado. Adiciona-se 5 ml da solucdo de EDTA a 5%. Agita-se até a completa

dissolucéo do precipitado.

Prepara-se concomitantemente um branco e os padrdes, contendo 100, 200,
400 e 600 pg de calcio. Fazem-se as leituras das absorbancias em



espectrofotometro, no comprimento de onda de 520 nm, acertando a marca do zero

com o branco.

O calculo do conteudo de calcio das amostras é feito relacionando as

absorbancias encontradas com aquelas obtidas com as solu¢cdes padrao.

Calcula-se para 100 g de cinza, 100 g de alimento seco e 100 g de alimento

integral. Sendo o resultado expresso em mg/dl.

3.3.5 Determinacao de fosforo

Para determinacdo do fésforo nas amostras sao utilizados os seguintes

materiais e reagentes:

Materiais — Balanca analitica, papel filtro, pipeta graduada 1, 10 ml, centrifuga,

frasco volumétrico 10, 50, 100 ml, tubos de ensaio, espectrofotdmetro.

Reagentes — Solucao de acido sulfarico contendo 10 N, solucdo de molibdato
de amobnia a 2,5%, solucao redutora, fosfato acido de sédio, acido cloridrico, sulfito

de sédio, acido 1,2,4 aminonaftolsulfonico, bissulfeto de sodio .

Para o preparo da solucdo de molibdato de amoénia, dissolve-se 2,5 g de
molibdato de aménia em 30 ml de solucdo de acido sulfurico a 10 N e apds,

adiciona-se 100 ml de 4gua destilada.

Para o preparo da solugdo redutora, pesa-se 0,2 g de &acido 1,24
aminonaftolsulfénico + 1,2 do bissulfeto de sédio e 12 g de sulfito de sédio. Mistura-
se bem e guarda-se em frasco bem fechado. Conservacéo indefinida. No momento

de usar, prepara-se uma solucao de 1,3 g dessa mistura para 50 ml de agua.

Para o preparo da solugédo padrédo de fosforo, pesa-se 0,458 g de fosfato de
sédio (Na;HPO,) e dissolva em cerca de 50 ml de agua destilada. Completa-se o
volume para 100 ml. Cada ml desta solucdo contera 1mg de fosforo.

Para a dosagem do conteudo de fésforo nas amostras, dissolve-se 400 mg de
cinza (preparada conforme o descrito para determinacdo de célcio) em 10 ml de

acido cloridrico, adicionando, se necessario, gotas de acido nitrico (HNO3) e



aguecendo para facilitar a dissolucdo. Transfere-se 1 ml desta solucdo para um
baldo volumétrico de 10 ml. Completa-se o volume com agua destilada. Transfere-se
1 ml desta solugdo para tubo de ensaio. Adiciona-se entdo 0,2 ml de molibdato de
amonia a 2,5% e 0,4 ml da solucéo redutora. Completa-se o volume para 10 ml com
agua destilada. Agita-se e deixe a temperatura ambiente por 10 minutos, para
completo desenvolvimento de cor. Faz-se a leitura das amostras no

espectrofotometro a 660 nm.

Prepara-se concomitantemente uma curva padrdo contendo 10, 20, 40 e 60

ug de fésforo.

Para o célculo, relaciona-se a absorbancia obtida na amostra com aquelas da
curva padrdo. Os calculos sao feitos para 100 g de cinza, 100 g de alimento seco e

100 g de alimento integral. Sendo o resultado expresso em mg/dl.

3.3.6 Determinacao de sédio e potassio

Para a determinacdo de sddio e potassio nas amostras sdo necessarios 0s

seguintes materiais e reagentes:
Materiais — Cubetas de plasticos, pipeta de vidro, fotbmetro de chama.
Reagentes — Solucao padrao de sédio e potassio.

Dilui-se a amostra e a solucéo padrdo de sédio e potassio em agua destilada
na proporcdo de 1:200 partes. Liga-se o fotdmetro de chama e ajusta-se 0
compressor para 30 a 40 baries. Liga-se 0 gas. Zera-se 0 aparelho com agua
destilada e calibra-se o aparelho, com a solucdo padrdo diluida, repetindo o
procedimento até que o aparelho mantenha-se constante na concentracdo da
solucédo padréo. Aspira-se entdo as amostras, e a cada 5 a 6 amostras repete-se a

calibracdo. O resultado encontrado é expresso em mEq/I.

3.3.7 Determinacao de ferro

Para determinacdo do ferro nas amostras estudadas, ha necessidade dos

seguintes materiais e reagentes:



Materiais — Evaporador, balanca analitica, baldo volumétrico 50, 100 ml,

pipetas 1,10 ml, espectrofotbmetro.

Reagentes — Solucdo de tiocianato de potassio a 10%, acido nitrico
concentrado, acido sulfurico concentrado, acido cloridrico 1 N, acido cloridrico 3 N,
acido cloridrico 50%, solugéo estoque de ferro, solucdo padréo de ferro, sulfato de

ferro amoniacal.

Para o preparo da solucao estoque de ferro 1, pesa-se 0,8628 g de sulfato de
amonia férrico (FeNH4(S04)2.12 H,0) e adiciona-se 20 ml de acido sulfurico (H,SO,)
concentrado para dissolver. Completa-se o volume para 100 ml com H,O destilada.

Cada ml ir4 conter 10 ug de ferro.

Para o preparo da solucdo padréo de ferro, diluir 10 ml da solucdo estoque
em 100 ml de 4gua destilada. Cada ml ir4 conter 10 pg de ferro.

Para o preparo da solugcdo estoque de ferro 2, dissolve-se 100 mg de ferro
puro em 5 ml de acido cloridrico (HCl) a 50%. Evapora-se até secar e apés,
adiciona-se 5 ml de HCI 3 N para dissolver o residuo. Transfere-se a solucao para
um baldo volumétrico de 100 ml. Completa-se o volume com agua desmineralizada.

Esta solucdo contera 100 pg/ml de Fe.

Para o preparo da solucédo padréo 2, dilui-se 10 ml da solucdo estoque 2 em

100 ml de 4gua destilada. Cada ml contera 10 pg de ferro.

Prepara-se a amostra dissolvendo 400 mg de cinza (preparada conforme o
descrito para determinagédo de célcio) em 10 ml do HCI 1 N. Caso seja necessario,
adicionam-se gotas de &cido nitrico (HNO3) concentrado e aqueca para facilitar a
dissolucéo. Transfere-se a solugdo para um baldo volumétrico, completando com
agua destilada para um volume de 50 ml. Prepara-se, concomitante, uma curva

padrao, utilizando as solu¢des padréo, contendo 10, 20, 40 e 60 ug de ferro.

Para a leitura das absorbancias, ajusta-se o comprimento de onda em 520 nm
acerta-se 0 zero com o branco. Calcula-se o teor de ferro em 100g de cinzas, 100g
de alimento integral e 100g de alimento dessecado. Sendo o resultado expresso em
mg/dl.



3.3.8 Determinacdo de manganés

Para a determinag¢do do manganés (Mn) ha necessidade dos seguintes materiais

e reagentes:

Materiais — Balanca analitica, baldo volumétricos 25, 50,100 ml, pipetas 1 ml,

espectrofotometro.

Reagentes - solugéo de acido nitrico (HNOg, a 30%, acido fosférico xaroposo,
solugdo estoque de sulfato de manganés (MnSO,), solucdo padrdo de Mn,

metaperiodato de potassio (KIOy).

Para o preparo da solucao estoque de MnSQO, dissolve-se 0,307 g de MnSOq4

H,0 em agua em 100 ml de 4gua destilada.

Para o preparo da solucédo padrdo de Mn, dissolve-se a solucédo estoque em

100 ml de &gua destilada. Cada ml dessa solugéo contera 0,1 mg de manganés.

Para a andlise do Mn nas amostras, pesa-se 500 a 800 mg de cinza
(preparada conforme o descrito para determinacdo de calcio) e dissolva em 25 ml
do HNO3; a 30%. Adiciona-se 2 ml de &cido fosférico xaroposo. Aqueca a ebulicdo.
Adiciona-se cuidadosamente, evitando projecéo devido a ebulicao, por¢cdes de KlO,4
até completo desenvolvimento da cor purpura do permanganato. O desenvolvimento
da cor é completo quando a adicdo de nova porcdo de KIO, ndo provocar
intensificacdo da cor (cerca de 0,5 g). Manter o aquecimento por 5 minutos, apos
resfriar e completar para 100 ml com agua destilada. Caso a cor seja pouco intensa,
completar para 25 ou 50 ml. Prepara-se paralelamente um branco e a curva padréao

de manganés.

Para o preparo da curva padrdo de manganés, segue-se O mMesmMo
procedimento acima, usando a solucao padrdo de manganés. Utiliza-se 2 ml, 4 ml, e
6 ml da solugéo padrédo de Mn, cujos pontos da curva corresponderdo a 0,2; 0,4 e

0,6 mg de Mn, respectivamente.

Realiza-se a leitura das amostras em espectrofotbmetro, ajustando o
comprimento de onda para 535 nm, acertando o zero com o branco. Relaciona-se o



teor de manganés para 100 g de cinza, 100 g de alimento seco e 100 g de alimento

integral.

3.3.9 Determinacao de zinco e cobre

Para analise desses elementos traco, deve-se realizar a digestdo quimica das
amostras de leite conforme a metodologia proposta por Moura, Melnikov (2006).

Para a determinacdo dos elementos traco ha necessidade dos seguintes

materiais e reagentes:

Materiais — Balanc¢a analitica, tubos ensaio 40 ml, bureta graduada, banho-
maria, capela de exaustdo, grade de cobre, alca de vidro, baldo volumétrico 25 ml,
espectrofotometro de absor¢cao atdomica.

Reagente — Acido nitrico

Devem-se identificar as amostras de 1 a 20, conforme o tipo de suplemento
utilizado. Pesa-se 4 g de leite das amostras em balanca analitica e colocado-as em
tubo de ensaio com capacidade para 40 ml. Adiciona-se 12 ml de acido nitrico 65%
PA contido em uma bureta graduada. Essas amostras irdo adquirir a coloracdo do

acido nitrico (amarelo), porém turvo.

Devem-se manter os tubos contendo as amostras de 1 a 20 em banho-maria
a 80 °C, durante 60 minutos, em capelas com alta capacidade de exaustdo. Para
garantir o aquecimento uniforme, no fundo do receptaculo, coloca-se uma grade de
cobre. No inicio do aquecimento, comeca a ocorrer o desprendimento de borbulhas
do mondxido nitroso, que ao reagir com o oxigénio do ar, se converte em vapores de
cor marrom do diéxido (cor acastanhada). Ocorre o clareamento paulatino das
amostras até ficar amarelo-citrino, cor das proteinas, apos nitrificacdo. A digestao

estard finalizada quando ndo se desprender mais vapores de coloracdo marrom.

Extrai-se o globulo de gordura resultante desse processo, utilizando uma alca

de vidro.



ApoOs o resfriamento até a temperatura ambiente, utilizando um funil de vidro,
transferir as amostras para baldes volumétricos de 25 ml, enxdgua-se os tubos de

ensaio e funis com dgua miliequivalente, usada para completar o volume.

Analisam-se as amostras por aspiracdo direta dos baldes volumétricos,
dosando o zinco e cobre pelo método de espectrofotometria de absor¢cdo atémica
(Perkin-Elmer Analyst 100®), obtendo-se o resultado em mg/dl.

3.3.10 Determinacao da osmolalidade

Para determinacdo da osmolalidade, segue-se 0 método de osmometria por
congelamento. Para a determinacdo das osmolalidade ha necessidade dos

seguintes materiais e reagentes:
Materiais — Tubos apropriados para osmdmetro, Osmometro Advanced ®.

Reagentes — Solugdo padrdao 100 mOsm/KgH,O, solucdo padrdo 500
mOsm/KgH-0.

A determinacdo das osmolalidades das amostras foi obtida a partir da

colocacao de 300 pl das amostras em tubo apropriado para o osmémetro.

Para a leitura das amostras, o osmdmetro foi calibrado, utilizando as solucfes
padrdo, uma contendo 100 mOsm/KgH,O e a outra 500 mOsm/KgH,0. A faixa de
leitura usada foi de 0 a 3000 mOsm/KgH,0O. O valor de leitura d& diretamente em
mOsm/KgH-0.

3.3.11 Determinacdo do contetido calérico

O célculo das calorias € baseado na quantidade de hidratos de carbono,
proteinas e lipidios contidos nos leites suplementados. Para cada 1 g de hidrato de
carbono e proteina tém-se 4 calorias e para 1 g de lipidio 9 calorias de acordo com a

formula de Atwater, recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude (FAO, 2003).

3.4Anélise Estatistica

A comparacao entre 0S grupos:



- LH+SH: RNPT que receberam LH acrescido do suplemento derivado do leite
humano (SH);

- LH+FM85®: RNPT que receberam LH acrescido do suplemento FM85®.

Em relacdo & comparagdo das varidveis mensuradas de macronutrientes,
osmolalidade, contetido calérico e de minerais nas diferentes amostras de leite, foi

realizada por meio do teste paramétrico t’-student pareado.

Os dados referentes ao estudo da amostra populacional em relacéo ao sexo,
adequacao do peso de nascimento e uso de ventilagdo mecanica foi realizada

analise percentual.

Para a comparacdo da idade gestacional, peso de nascimento, inicio da
nutricdo enteral minima, inicio da nutricdo enteral exclusiva, volume de dieta total
recebido, quantidade de caloria total recebida, foi realizada por meio do teste

paramétrico t’-student pareado.

Para a comparacao dos dados bioquimicos entre os dois grupos estudados,
em cada RNMBP, foi feita uma dosagem no momento de ingresso da alimentacéo
referida e outra dosagem no final do acompanhamento dos RNMBP. Para isso usou-

se o teste paramétrico t’-student pareado em cada um dos dados colhidos.

De acordo com dados antropométricos dos RNMBP, foi avaliado o
crescimento em peso, comprimento e perimetro cefalico. Para o ganho (medida final
— medida inicial), foi realizado o teste paramétrico t'-student pareado para as trés

variaveis.

Foram realizadas trés medidas, de cada um dos dados supracitados. A
comparacdo entre as trés medidas (primeira, segunda e terceira) colhidas
semanalmente, foi realizado pelo teste de ANOVA de uma via de medidas repetitivas

com pos teste de Tukey.

O teste utilizado para a analise geral dos resultados foi o ANOVA de 6 vias de
medidas repetitivas, varidveis independentes: grupo experimental (SH e FM85®),
sexo, tamanho (PIG/AIG), ventilagdo mecanica, RNMBP e RNEBP e medida de



analise antropométrica. Este teste foi utilizado para cada variavel dependente do

estudo: peso, comprimento e perimetro cefalico.

A analise estatistica foi realizada usando a média (X) e o erro padrdao da
média (EPM) para todos os dados (XtEPM) utilizando-se o Microsoft Excel 2003
para planilhamento dos dados e o “software” SigmaStat para Windows®, na verséo
2.0. Os demais resultados das variaveis avaliadas neste estudo foram apresentados
na forma de estatistica descritiva ou na forma de gréficos e tabelas. Foi considerado
como diferenca significativa o resultado de p < 0,05. (SHOTT, 1990).



4 RESULTADOS

4.1 Andlise do conteudo nutricional

Para a comparagdo entre as variaveis mensuradas nos dois grupos foi
realizada por meio do teste paramétrico t'student pareado, nas diferentes amostras
de leite a analise da quantidade de macronutrientes, hidratos de carbono, proteinas,
lipidios, osmolalidade, contetdo calérico e dos minerais, calcio, fosforo, sodio, ferro,
manganés, zinco, cobre, respectivamente existentes em cada amostra dos dois
grupos de um mesmo pool de leite humano acrescido do suplemento preparado SH
ou FM85®. Os resultados referentes estéo ilustrados nas tabelas 4 e 5 e descritos a

seqguir.

Tabela 4 — Comparacdo dos macronutrientes, hidratos de carbono, proteinas,
lipidios, osmolalidade e valor caldrico das amostras de 100 ml de leite humano com

suplemento homoélogo e FM85°.

CARACTERISTICAS NUTRICIONAIS LH + SH LH + FM85® “p”
X+EPM X+EPM

Hidrato de carbono (g/dl) 7,2510,25 10,06 £0,05 0,003 t

Proteina (g/dl) 2,38+0,03 1,96+0,01 <0,0001 t

Lipidio (g/dI) 3,75+0,16 3,73+£0,07 0,96

Osmolalidade (mosmol/KgH20) 412,47+5,99 431,00 +0,50 <0,02 ¢t

Conteuddo caldrico (Kcal/dl) 72,27+2,56 81,65+ 0,87 <0,0001

LH — Leite humano; SH — Suplemento homélogo; X = Média das amostras; EPM = erro padrdo da
média; T Diferenca significativa entre as amostras — valor p < 0,05.



Tabela 5 — Comparacdo dos minerais, calcio, fosforo, sodio, potassio, ferro,

manganés, zinco e cobre, das amostras de 100 ml de leite humano acrescidas de

suplemento homoélogo e FM85®.

LH + FM85°

7]

MINERAIS LH+SH p
X+EPM X+EPM
Calcio (mg/dI) 44,75+1,21 79,37+ 0,34 <0,001t
Fosforo (mg/dl) 23,28+0,95 55,97+0,18 <0,0001 t
Sédio (mEq/l) 14,40+ 0,061 20,30+ 0,033 <0,001 t
Potassio (mEqg/l) 15,10+0,026 16,00+0,009 0,03
Ferro (mg/dl) 0,18+0,01 0,20+0,00 0,75
Manganés (mg/dl) 0,02+0,003 0,02+0,0006 0,75
Zinco (mg/dl) 0,21+0,007 0,63+0,02 0,0001t
Cobre (mg/dI) 0,16+0,01 0,050,006 0,0008¢t

LH — Leite humano; SH — Suplemento homélogo; X = Média das amostras; EPM = erro padrao da
média; T Diferenca significativa entre as amostras — valor p < 0,05.

4.1.1 Hidrato de carbono

Nas 20 amostras de pool de leite humano de banco acrescido de SH a média
e erro padrdo da média da quantidade de hidrato de carbono encontrada foi de
7,25%0,25. Enquanto que a média e erro padrao da média de hidrato de carbono
encontrada no mesmo pool de leite acrescido de FM85® foi de 10,06+0,05. Na

comparacao entre os grupos, houve diferenca significativa, p=0,003.
4.1.2 Proteina

Nas 20 amostras de pool de leite humano de banco acrescido de SH a média
e erro padrdao da média da quantidade de proteina encontrada foi de 2,38%0,03.
Enquanto que a média e erro padrdo da media de proteina encontrada no mesmo
pool de leite humano acrescido de FM85® foi de 1,96+0,01. Na comparacao entre 0s

grupos houve diferenca significativa, p<0,0001.

4.1.3 Lipidio



Nas 20 amostras de pool de leite humano de banco acrescido de SH a média
e erro padrdo da média da quantidade de lipidio encontrada foi de 3,75%0,16.
Enquanto que a média e erro padrdo da média de lipidio encontrada no mesmo pool
de leite humano acrescido de FM85® foi de 3,73+0,07. Na comparacdo entre 0s

grupos, nao houve diferenca significativa, p=0,96.

4.1.4 Osmolalidade

Nas 20 amostras de pool de leite humano de banco acrescido de SH a média
e erro padrdo da média da osmolalidade encontrada foi de 412,47+5,99. Enquanto
que a média e erro padrdo da média da osmolalidade encontrada no mesmo pool de
leite acrescido de FM85® foi de 431,0+0,5. Na comparacdo entre os grupos, houve

diferenca significativa, p<0,02.

4.1.5 Contetdo Caldrico

Nas 20 amostras de pool de leite humano de banco acrescido de SH a média
e erro padrdo da média do contetdo cal6rico encontrada foi de 72,27+2,56.
Enquanto que a média e erro padrdo da média do contetdo calérico encontrado no
mesmo pool de leite acrescido de FM85® foi de 81,65+ 0,87. Na comparacéo entre

0s grupos, houve diferenca significativa, p<0,0001.
4.1.6 Calcio

Nas 20 amostras de pool de leite humano acrescido de SH a média e erro
padrdao da média da quantidade de calcio encontrada foi de 44,75+1,21. Enquanto
gue a média e erro padrao da média de calcio encontrada no mesmo pool de leite
acrescido de FM85® foi de 79,37+0,34. Na comparacdo entre os grupos, houve

diferenca significativa, p<0,001.
4.1.7 FE6sforo

Nas 20 amostras de pool de leite humano acrescido de SH a média e erro
padrao da média da quantidade de fosforo encontrada foi de 23,28+0,95. Enquanto

gue a média e erro padrao da média de fésforo encontrada no mesmo pool de leite



acrescido de FM85® foi de 55,97+0,18. Na comparacdo entre os grupos, houve

diferenca significativa, p<0,0001.
4.1.8 Sodio

Nas 20 amostras de pool de leite humano acrescido de SH a média e erro
padrdo da média da quantidade de sodio encontrada foi de 14,37+0,61. Enquanto
gue a média e erro padrdo da média de sodio encontrada no mesmo pool de leite
acrescido de FM85® foi de 20,33+0,33. Na comparacdo entre 0os grupos, houve

diferenca significativa, p<0,0001.
4.1.9 Potassio

Nas 20 amostras de pool de leite humano acrescido de SH a média e erro
padrdo da média da quantidade de potassio encontrada foi de 15,13+0,26. Enquanto
gue a média e erro padrdo da média de potassio encontrada ho mesmo pool de leite
acrescido de FM85® foi de 16,67+0,09. Na comparacdo entre grupos, houve

diferenca significativa, p=0,03.
4.1.10 Ferro

Nas 20 amostras de pool de leite humano acrescido de SH a média e erro
padrdo da média da quantidade de ferro encontrada foi de 0,18+0,01.
Enquanto que a média e erro padrdo da média de ferro encontrada no mesmo pool
de leite acrescido de FM85® foi de 0,20+0,00. Na comparacgdo entre 0sS

grupos, nao houve diferenca significativa, p=0,75.

4.1.11 Manganés

Nas 20 amostras de pool de leite humano acrescido de SH a média e erro
padrdo da média da quantidade de manganés encontrada foi de 0,002+0,003.
Enquanto que a média de manganés encontrada no mesmo pool de leite acrescido
de FM85® foi de 0,002+0,0006. Na comparagdo entre 0s grupos, ndo houve

diferenca significativa, p=0,75.

4.1.12 Zinco



Nas 20 amostras de pool de leite humano acrescido de SH a média e erro
padrdo da média da quantidade de zinco encontrada foi de 0,21+0,007. Enquanto
que a média e erro padrdo da média de zinco encontrada no mesmo pool de leite
acrescido de FM85® foi de 0,63+0,02. Na comparacdo entre 0os grupos, houve

diferenca significativa, p<0,0001.
4.1.13 Cobre

Nas 20 amostras de pool de leite humano acrescido de SH a média e erro
padrdo da média da quantidade de cobre encontrada foi de 0,16+0,01. Enquanto que
a média e erro padrdo da média de cobre encontrada no mesmo pool de leite
acrescido de FM85® foi de 0,05+0,006. Na comparacdo entre os grupos, houve

diferenca significativa, p=0,0008.
4.2Caracteristicas da populacao estudada

Os dados referentes ao estudo da amostra populacional em relacéo ao sexo,
adequacao do peso de nascimento e uso de ventilacdo mecéanica foi feito andlise
percentual. Para a comparacao da idade gestacional, peso de nascimento, inicio da
nutricdo enteral minima, inicio da nutricdo enteral exclusiva, volume de dieta total
recebido, quantidade de caloria total recebida, foi realizado o teste t'student pareado

para dados paramétricos.
4.2.1 Sexo

Em relacdo ao sexo dos RN do grupo LH+SH, 33,33% (n=3) eram do sexo
masculino e 66,67% (n=6) eram do sexo feminino. Dos RN do grupo LH+FM85®

60,00% (n=6) eram do sexo masculino e 40,00% (n=4) eram do sexo feminino.

4.2.2 |dade gestacional

Em relacdo a idade gestacional a média e o erro padrdo da média dos RN do
grupo LH+SH foi de 29,33+0,29. Dos RN do grupo LH+FM85® foi de 30,20+0,36. Em
relacdo a idade gestacional ndo houve diferenga significativa (t'student pareado,
p=0,13).



4.2.3 Peso de nascimento

Em relag&o ao peso de nascimento a média e o erro padrdo da média dos RN
do grupo LH+SH foi de 989,44+7257. Dos RN do grupo LH+FM85® foi de
1104,50+45,89. Em relacdo ao peso de nascimento ndo houve diferenca significativa
(t'student pareado, p=0,19). Quatro RN do grupo LH+SH (44,4%) e trés do grupo
LH+FM85® (30%) eram de extremo baixo peso ao nascimento.

4.2.4 Adequacdo do peso de nascimento

Em relacdo a adequacdo do peso de nascimento no grupo LH+SH 55,5%
(n=5) s&o AIG e 44,5% (n=4) sdo PIG; no grupo LH+FM85® 50,00% (n=5) s&o AIG e
50,00% (n=5) séo PIG.

4.2.5 Nutricdo enteral minima

Em relacdo inicio da nutricdo enteral minima, a média e o erro padrdo da
média dos RN do grupo LH+SH, foi de 5,10+1,79. Dos RN do grupo LH+FM85® foi
de 3,10+0,66. Em relacdo ao inicio da nutricdo enteral minima ndo houve diferenca

significativa entre os grupos (t'student pareado, p=0,31).

4.2.6 Nutricdo enteral exclusiva

Em relacéo ao inicio da alimentacdo enteral exclusiva a média e o erro padrao
da média dos RN do grupo LH+SH foi de 17,00+2,15. Dos RN do grupo LH+FM85®
foi de 17,7+3,68. Em relacdo ao inicio da alimentagdo enteral exclusiva ndo houve

diferencga significativa entre os grupos (t’student pareado, p=0,87).

4.2.7 Volume de dieta total

Em relacdo ao volume médio de dieta recebido durante o periodo de estudo
em cada grupo, expresso em média e o erro padrédo da média. Os RN do grupo
LH+SH receberam 166,17+9,25. E os RNPT do grupo LH+FM85® receberam
167,71+£8,52. Em relagdo ao volume médio recebido por dia ndo houve diferenca
significativa entre os grupos (t'student pareado, p=0,90).

4.2.8 Caloria total



Em relacdo a quantidade de caloria total recebida em cada grupo, expresso
em média e erro padrdo da média. Os RN do grupo LH+SH receberam 120,09+6,68.
E os RN do LH+FM85® receberam 136,97+6,96. Em relacdo a quantidade calérica
recebida por dia ndo houve diferenga significativa entre os grupos (t'student pareado,
p=0,10).

4.2.9 Ventilacdo mecanica

Necessitaram de ventilagdo mecéanica 89,00% (n=8) dos RNPT do grupo
LH+SH e 50,00% (n=5) dos RNPT do grupo LH+FM85®. Em relacao aos dias de uso
de ventilacdo mecanica, a média e o erro padrdo da média (XtEPM) dos RNPT do
grupo LH+SH foi de 12,4+2,86 e dos RNPT do grupo LH+FM85® foi de 9,8+3,12.

Em relagdo andlise geral dos resultados utilizando o teste ANOVA de 6 vias
de medidas repetitivas, a analise de varianca envolvendo as variaveis independentes
(grupo LH+SH, grupo LH+FM85® | sexo, adequacéo do peso, peso de nascimento
menor que 1000 g e momento da analise) e variaveis dependentes (peso,
comprimento e perimetro cefélico) mostrou ndo haver interacdo entre as variaveis
independentes para a variavel peso (p>0,05), comprimento (p>0,05) e perimetro
cefalico (p>0,05).

4.3Tolerancia Gastrintestinal

Em relacdo a tolerancia gastrintestinal, os RNPT de ambos os grupos

acompanhados nédo apresentaram sinais clinicos relacionados a alimentacao.
4.4Parametros Bioquimicos

Para a comparacdo dos dados bioquimicos entre os dois grupos estudados,
em cada RNPT, foi feita uma dosagem no momento de ingresso da alimentacao
referida e outra dosagem no final do acompanhamento dos RNPT. Para isso usou-se
o teste paramétrico t'student pareado com amostras relacionadas em cada um dos

dados colhidos.

Nao houve diferenca significativa entre os dados estudados em relagdo a
analise bioquimica de uréia, creatinina, potassio, magnésio, albumina, AST, ALT,



triglicerideos, hematocrito e hemoglobina. Os dados referidos estéo ilustrados na

tabela 6.

Tabela 6 — Valores séricos de uréia, creatinina, sédio, potassio, magnésio calcio,

fésforo, fosfatase alcalina, albumina, aspartato aminotransferase, alanino

aminotransferase, triglicerideos, hematdcrito, hemoglobina no inicio e no final da

suplementacao do leite humano com suplemento homélogo e FM85°.

Dados Bioquimicos

Ureia (mg/dI)

Creatinina (mg/dI)

Sadio (mEqg/1)

Potéssio (mEq/l)

Faésforo (mg/dl)

Calcio (mg/dl)

Magnésio (mg/dl)

Fosfatase
un
Albumina (g/dl)
AST (U/l)

ALT (U/l)

Triglicerideos
(mg/dl)

Hematocrito (%)

Hemoglobina (g%)

alcalina

LH+SH

Inicio
X+EPM

21,25+6,22

0,47+0,06

134,25+1,37

5,24+0,32

4,45+0,38

9,56+0,14

1,93+0,15

312,57+37,21

2,97+0,13

25,57+7,06

51,50+£21,85

116,12+17,18

37,19+2,44

12,90+0,89

LH+FM85®

Inicio
X+EPM

20,22+6,06

0,62+0,09

139,67+2,32

5,01+0,20

5,79+0,45

10,35+0,40

2,21+0,14

344,55+53,38

2,51+0,11

32,44+5,86

43,33+9,87

89,71+17,40

45,11+12,09

11,32+0,61

“p”

0,9

0,23

0,07

0,55

0,21

0,09

0,04t

0,65

0,01t

0,47

0,71

0,3

0,55

0,16

LH+SH

Final
X+EPM

16,12+3,56

0,40+0,05

136,75+2,01

4,55+0,15

5,00+0,41

9,70+0,07

2,11+0,14

462,25+26,92

2,92+0,07

48,00£25,35

49,62+29,37

99,62+18,25

31,75%1,74

10,86+0,58

LH+FM85®

Final
X+EPM

17,22+3,76

0,43+0,05

136,87+1,42

4,93+0,23

6,98+0,24

9,68+0,18

1,78+0,05

321,55+54,44

2,86+0,12

33,7845,27

32,00£2,39

87,75+16,93

26,01+£3,55

13,23+2,24

“p”

0,84

0,67

0,96

0,20

0,05

0,91

0,0006
T

0,04t

0,67

0,59

0,53

0,64

0,18

0,35

X = Média das amostras; EPM = erro padrdo da média; T Diferenca significativa entre as amostras —
valor p < 0,05. AST — Aspartato aminotransferase; ALT — Alanino aminotransferase



Os dados referentes ao sodio, calcio, fosforo e fosfatase alcalina, serao

descritos e apresentados sob a forma de figuras.
4.4.1 Sddio

Para os dados de sédio, ndo houve diferenca significativa na dosagem inicial
134,25+1,37 no grupo LH+SH e 139,67+2,32 no grupo LH+FM85® (t'student
pareado, p=0,07) na dosagem final 136,75+2,01 no grupo LH+SH e 136,87+1,42 no
grupo LH+FM85® (p=0,96). Os dados estao ilustrados na figura 10.
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Figura 10 — Grafico ilustrando os dados bioquimicos de sédio. As colunas representam os valores
meédios e as barras o erro padrdo da média. Na comparacao entre 0s grupos na dosagem inicial ndo
houve diferenga significativa na dosagem inicial (t'student pareado, p=0,07). Na comparacéo da
dosagem final entre os grupos nao houve diferenga significativa na dosagem final (t'student pareado,
p=0,96).

4.4.2 Calcio e foésforo

Para os dados de calcio, ndo houve diferenca significativa na dosagem inicial
9,56+0,14 no grupo LH+SH e 10,35+0,40 no grupo LH+FM85® (t'student pareado,
p=0,09) e na dosagem final 9,70+0,07 no grupo LH+SH e 9,68+0,18 no grupo
LH+FM85® (p=0,91). Para os dados de fésforo, houve diferenca significativa na
dosagem inicial 4,45+0,38 no grupo LH+SH e 5,79+0,45 no grupo LH+FM85®
(Ystudent pareado, p=0,04) e na dosagem final 5,00+0,41 no grupo LH+SHe
6,98+0,24 no grupo LH+FM85® (p=0,0006).0s dados estéo ilustrados na figura 11.

4.4.3 Fosfatase alcalina




Para os dados de fosfatase alcalina, ndo houve diferenca significativa na
dosagem inicial 312,57+37,21 no grupo LH+SH e 344,55+53,38 no grupo LH+FM85®
(Ystudent pareado, p=0,65). Ja na dosagem final, houve diferenga significativa
462,25+26,92 no grupo LH+SH e 321,55+54,44 no grupo LH+FM85® (p=0,04). Os

dados estéo ilustrados na figural2.
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Figura 11 — Grafico ilustrando os dados bioquimicos de célcio e fosforo. As colunas representam os
valores médios e as barras o erro padrao da média. Na comparacgéo entre os grupos nao houve
diferenca significativa na dosagem inicial e final de calcio (t'student pareado, p=0,09 e p=0,91
respectivamente). *Para os dados de fosforo; na comparacao entre os grupos houve diferenca
significativa na dosagem inicial e final (t'student pareado, p=0,04 e p=0,0006 respectivamente).

600 - *

500 A O Gl -SH

-

400 -
! T
J_ O Gll - FM85®

—

300 A

200 A

Fosfatase Alcalina (u/l)

100 -

Inicio Final

Dosagem

Figura 12 — Gréfico ilustrando os dados bioquimicos de fosfatase alcalina. As colunas representam os
valores médios e as barras o erro padrdo da média. Na comparagéo entre 0s grupos nao houve
diferenca significativa na dosagem inicial (t'student pareado, p=0,65). *Na comparacéo entre os
grupos houve diferenca significativa na dosagem final (t'student pareado, p=0,04).



4 5Crescimento

De acordo com dados antropométricos dos RNPT, foi avaliado o ganho em
peso, comprimento e perimetro cefalico. Para o ganho (medida final — medida
inicial), foi realizado o teste paramétrico t'student pareado com amostras
relacionadas, para as trés variaveis, ganho em peso, comprimento e perimetro

cefalico. Os dados estao ilustrados na tabela 7.

Tabela 7 — Comparacdo do ganho em peso, comprimento e perimetro cefalico
durante o periodo de estudo entre o grupo alimentado com leite humano com

suplemento homologo e grupo alimentado com leite humano com FM85®.

Parametros de Crescimento LH+SH LH+EM85® ‘p”
(X£EPM) (X+EPM)

Peso

Velocidade de ganho (g/kg/dia) 14,87+2,45 12,87+2,29 0,56

Comprimento
Velocidade de ganho (cm/sem) 0,91+0,14 0,89+0,14 0,92
Perimetro cefélico

Velocidade de ganho (cm/sem) 0,81+0,09 0,58+0,07 0,04

X = Média das amostras; EPM = erro padrdo da média; 1 Diferencga significativa entre as amostras —
valor p < 0,05

Foram realizadas trés medidas, de cada um dos dados supracitados. A
comparacao entre a primeira, segunda e terceira medidas colhidas semanalmente,
foi realizado pelo teste de ANOVA de uma via de medidas repetitivas com poés teste

de Tukey, com amostras relacionadas.
45.1 Peso

A média e erro padrdo da média do ganho absoluto em peso expresso em
gramas foi de 225,89+13,07 no grupo LH+SH e de 217,90+10,29 no grupo
LH+FM85®. A média e erro padrdo da média da velocidade de crescimento relativo
expresso em g/kg/dia foi de 14,87+2,45 no grupo LH+SH e 12,87+2,29 no grupo
LH+FM85®. Nao houve diferenca significativa entre os grupos (p=0,56). Dados

ilustrados na tabela 7.



A comparacao entre as medidas avaliadas (primeira, segunda e terceira) no
LH+SH, mostrou diferenca significativa. Para o dado peso, a média e erro padrdo da
média da primeira medida foi de 1085,00+56,76, da segunda medida foi de
1206,67+48,09 e da terceira medida foi de 1293,55+60,52. Teste de ANOVA de uma
via de medidas repetitivas, p<0,0001 com pos teste de Tukey , primeira medida x
segunda medida, p<0,001, primeira medida x terceira medida, p<0,001, segunda

medida x terceira medida, p<0,05.

A comparacao entre as medidas avaliadas (primeira, segunda e terceira) no G
II, mostrou diferenca significativa. Para o dado peso, a média e erro padrdo da média
da primeira medida foi de 1208,50+57,90 da segunda medida foi de 1327,50+£59,84 e
da terceira medida foi de 1439,50+69,52. Teste de ANOVA de uma via de medidas
repetitivas, p<0,0001 com pds teste de Tukey , primeira medida x segunda medida,
p<0,01, primeira medida x terceira medida, p<0,001, segunda medida x terceira
medida, p<0,01. Os dados estao ilustrados na figura 13.
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Figura 13 — Gréfico ilustrando o crescimento ponderal do grupo que recebeu SH (Gl) e do grupo que
recebeu FM85® (Gll). Os simbolos representam os valores médios e as barras o erro padrao da
média. A comparacao entre as medidas avaliadas (primeira, segunda e terceira) no LH+SH e I,
mostrou diferenca significativa. *Teste de ANOVA de uma via de medidas repetitivas, p<0,0001 para
ambos 0s grupos.

4.5.2 Comprimento

A média e erro padrdo da média do ganho absoluto em comprimernto
expresso em cm foi de 1,81+0,10 no grupo LH+SH e de 1,81+0,08 no grupo

LH+FM85®. A média e erro padrdo da média de velocidade de incremento em



comprimento expresso em cm/sem foi de 0,91+0,14 no grupo LH+SH e 0,89+0,14 no

grupo LH+FM85®. N&o houve diferenca significativa entre os grupos (p=0,92).

A comparacao entre as medidas avaliadas (primeira, segunda e terceira) no
LH+SH, mostrou diferenca significativa. Para o dado crescimento em comprimento, a
média e erro padrdo da meédia da primeira medida foi de 36,90+0,77, da segunda
medida foi de 37,92+0,79 e da terceira medida foi de 38,63+0,79. Teste de ANOVA
de uma via de medidas repetitivas, p<0,0001 com pos teste de Tukey , primeira
medida x segunda medida, p <0,001, primeira medida x terceira medida , p <0,001,

segunda medida x terceira, p <0,05.

A comparacao entre as medidas avaliadas (primeira, segunda e terceira) no
LH+FM85, mostrou diferenca significativa. Para o dado crescimento em
comprimento, a média e erro padrdo da média da primeira medida foi de 38,40+0,67,
da segunda medida foi de 39,36%0,58 e da terceira medida foi de 40,24+0,57. Teste
de ANOVA de uma via de medidas repetitivas, p<0,0001 com p0s teste de Tukey ,
medida inicial x medida média, p <0,01, medida inicial x medida final, p <0,001,

medida média x medida final, p <0,01. Os dados estéo ilustrados na figura 14.
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Figura 14 — Gréfico ilustrando o crescimento em comprimento do grupo que recebeu SH (Gl) e do
grupo que recebeu FM85® (GlI). Os simbolos representam os valores médios e as barras o erro
padrdo da média. A comparacédo entre as medidas avaliadas (primeira, segunda e terceira) no grupo |
e Il, mostrou diferenca significativa. *Teste de ANOVA de uma via de medidas repetitivas, p<0,0001
para ambos 0s grupos.

4.5.3 Perimetro ceféalico




A média e erro padrdo da média do ganho absoluto em perimetro cefalico
expresso em cm foi de 1,62+0,058 no grupo LH+SH e de 1,22+0,08 no grupo
LH+FM85®. A média e erro padrdo da média da velocidade de incremento do
perimetro cefalico expresso em cm/sem foi de 0,81+0,09 no grupo LH+SH e
0,58+0,07 no grupo LH+FM85®. Houve diferenca significativa entre os grupos

(p=0,04). Os dados estao ilustrados na figura 15.

*

3 17
<
z 1
O 0,8 A J_
o
T
E E 0,6 - T
— @O _L
g @

=
L S 0,4 4
=)
5
2 0,2 -
S
8
> O 1 1
(@)

SH FM85®

Grupos

Figura 15 — Grafico ilustrando a velocidade de incremento em perimetro cefalico em cm/sem do grupo
que recebeu SH e do grupo que recebeu FM85®I. As colunas representam os valores médios e as
barras o erro padrao da média. *Houve diferenga significativa entre os grupos (teste t'student
pareado, p=0,04).

A comparacao entre as medidas avaliadas (primeira, segunda e terceira) no
LH+SH, mostrou diferenca significativa. Para o dado crescimento do perimetro
cefélico, a média e erro padrdo da média da primeira medida foi de 26,51+0,40, da
segunda medida foi de 27,49+0,41 e da terceira medida foi de 28,35+0,46. Teste de
ANOVA de uma via de medidas repetitivas, p<0,0001 com poés teste de Tukey,
primeira medida x segunda medida, p <0,01, primeira medida x terceira medida,

p <0,001, segunda medida x terceira medida, p <0,01.

A comparacao entre as medidas avaliadas (primeira, segunda e terceira) no
LH+FM85, mostrou diferenga significativa. Para o dado crescimento do perimetro
cefélico, a média e erro padrdo da média da primeira medida foi de 27,43+0,53, da
segunda medida foi de 28,08+0,45 e da terceira medida foi de 28,90+0,52. Teste de



ANOVA de uma via de medidas repetitivas, p<0,0001 com poés teste de Tukey,
primeira medida x segunda medida, p >0,05, primeira medida x terceira medida, p
<0,001, segunda medida x terceira medida, p <0,05. Os dados referentes estéo
ilustrados na figura 16.
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Figura 16 — Grafico ilustrando o crescimento do perimetro cefalico do grupo que recebeu SH (Gl) e do
grupo que recebeu FM85® (Gll). Os simbolos representam os valores médios e as barras o erro
padrdo da média. A comparacgéo entre as medidas avaliadas (primeira, segunda e terceira) no grupo |
e I, mostrou diferenca significativa. *Teste de ANOVA de uma via de medidas repetitivas, p<0,0001.



5 DISCUSSAO

As técnicas de ultrafiltracdo e dialise, para aquisicdo de suplementos
derivados de LH e, portanto de origem homodloga, assim como as atualmente
utilizadas pela Prolacta Bioscience para produzir o Prolact® +4, +6, +8, +10 e
NeoPro® , Ginico suplemento de origem homéloga comercializado, sdo complexas e
de alto custo (LUCAS et al.,, 1980; MORO et al., 1989, POLBERG; AXELSON;
RAIHA, 1990).

O emprego da evaporacdo do LH como método para concentrar nutrientes
para que este seja oferecido como alimento na forma liquida ou como suplemento, é
de baixo custo, vidvel e possibilita a oferta de fatores imunol6gicos como IgA
(SANTOS ; MARTINEZ, 1996; BRAGA ; PALHARES, 2007). Porém, a quantidade de
proteinas ofertada pelo leite evaporado analisada por Santos e Martinez (1996) e
Braga e Palhares (2007), 1,6g/dl e 1,24 a 1,78 g/dl respectivamente, séo inferiores
ao preconizado pelos comités de nutricdo da AAP 2,9 a 3,3 g/dl e da ESPGAN 2,25
a 3,1g/dl respectivamente (AAP-CON, 1985; ESPGAN-CON, 1987).

Para manipular um suplemento de origem homdloga, considerando que o
crescimento em curto prazo depende de quantidade adequada de proteinas, mais do
gue qualquer outro nutriente, mesmo quando a oferta cal6rica se encontra no limite
inferior (ZIEGLER, 1994), deve-se adequar a técnica de concentracdo do leite com o

intuito de aumentar a quantidade de proteinas ofertada.

O suplemento formulado deve ao enriqguecer o LH, oferecer no minimo
guantidade de proteinas e calorias semelhante ao menor valor preconizado pelo
consenso publicado por Tsang et al. (1993): 2,59 de proteina para cada 100 kcal

ofertada (tabela 2).

O limitador do conteudo de leite a ser utilizado para o processo foi aquele que
fornecesse a quantidade de proteina que ao ser somado a 100 ml de LH, fosse

maior ou igual a 2,5 g/dl. Considerando que o leite maduro tem em média 1,3 a 1,8



g/dl de proteina (SCHANLER, 1995), se concentrar ao maximo 100 ml de leite, teria
um suplemento que ao ser adicionado a volume igual de LH, dobraria o contetdo
deste. Foi entdo escolhida a técnica de liofilizacdo pela melhor conservacdo dos
nutrientes, para concentracdo, e o volume inicial sugerido para originar o

suplemento, foi o de 100 ml de leite humano (NAIL et al. 2002).

No leite concentrado por evaporacdo, ha aumento da quantidade de lactose e
com isso da osmolalidade, tornando o preparado ndo desejavel. A retirada da
lactose por meio de precipitacdo a frio possibilita a utilizacdo do preparado como
mostrado por Santos, Martinez (1996) e quando se evapora 75% do leite, foi
observado nesse mesmo estudo o aumento dos lipidios de 1,2 a 4,1 vezes. A média
de gordura encontrada nesse concentrado evaporado foi de 7,0 g/dl, com variacéo
minima de 3,3 g/dl e maxima de 16,9 g/dl, este concentrado se adicionado ao LH
podera ocasionar esteatorreia ou colestase. (BOEHM et al., 1985; ESPGAN-CON,
1987). Assim, h& necessidades do desnate do leite, antes da concentragéo.

Os estudos de Santos, Martinez (1996) e Braga, Palhares (2007), Boehm et
al., (1985) nortearam os procedimentos necessarios para o encontro do suplemento
derivado do leite humano. A sequéncia de procedimentos utilizada para o preparo do
SH esta apresentada na Figura 17. Desnate, retirada da lactose por precipitacdo a
frio, 0 que exige a etapa de evaporacdo para concentracdo da lactose e somente

apos, a liofilizacdo para retirada da agua restante.

Ao adicionar o po, originario de todo o processo, oriundo de 100 ml de LH em
100 ml de LH maduro, a osmolalidade encontrada ndo permitiu a utilizacdo deste
volume para o preparo do suplemento, e baseados neste achado, e na quantidade
de proteina que se queria ofertar, os calculos de proporcionalidade direta resultaram

no volume de 70 ml de LH para o preparo do SH que foi adicionado a 100 ml.

Apesar do rigor técnico no preparo das amostras, sabe-se que a manipulacéo
do leite propicia a contaminacdo. A op¢ao encontrada para o controle biolégico do
alimento enriquecido com o poé originario de todo o processo foi a selecdo de leite
com acidez titulavel < 2 (CAVALCANTE; TELLES; PEIXOTO, 2005) e pasteurizagao
do leite enriquecido com SH, realizada pelo banco de leite com posterior analise
microbioldgica pelo teste do verde brilhante (NOVAK; ALMEIDA, 2002.)



Para verificarmos a possibilidade do uso desse suplemento na alimentacao de
RNMBP, comparamos o contetdo nutricional de 100 ml do LH com SH com a
mesma quantidade de LH com FM85® (Nestlé, Holanda) por ser esse o suplemento

mais utilizado em nosso meio.

Vinte amostras de 70 ml de leite liofilizado apos ter sido retirado gordura e
lactose, produziram a média de 5,49 g de p6, quantidade que foi adicionada a 100 ml
de pool de LH.

1. LEITE HUMANO MADURO (ACIDEZ DORNIC = 2)

2. DESNATE

3. EVAPORACAO DE APROXIMADAMENTE 70%

4. CONGELAMENTO DA AMOSTRA

5.  RETIRADA DA LACTOSE POR PRECIPITACAO A FRIO

6. LIOFILIZACAO

7. RECONSTITUICAO COM LH NAO PASTEURIZADO COM ACIDEZ < 2

8. PASTEURIZACAO

9. ANALISE MICROBIOLOGICA

10. CONGELAMENTO PARA ARMAZENAR

Figural?7 — Etapas de processamento do leite humano para originar SH.

A extracdo de gordura e lactose, e a obtencdo do preparado em po6 por
liofilizacdo e posterior utilizacdo para enriquecimento do LH, de acordo com as
concentracbes médias de proteinas, gordura e lactose, proporcionaram um leite que
oferece aproximadamente 110 a 140 kcal/kg/dia, quando se utiliza um volume de
150 a 200 ml/kg/dia, respectivamente, apesar de ser inferior a quantidade de calorias
oferecida quando se utiliza a mesma quantidade diaria do leite humano acrescido de

FM85®, 122 a 163 kcallkg/dia, respectivamente, este valor encontra-se dentro do



recomendado pelos comités de nutricdo da AAP (AAP-CON, 1985) e da ESPGAN
(ESPGAN-CON, 1987).

Segundo Scott (2007), os RNMBP necessitam de 3,8 a 4 g/kg/dia de
proteinas para atingir valores intra-uterinos de agregacéo. A oferta de 160 ml/kg/dia
de LH enriqguecido com SH oferece 3,8 g/kg/dia, de uma proteina homdloga e,
portanto, com menor risco a saude da crianca em longo prazo (LUCAS et al., 1992;
LUCAS et al., 1996; MORLEY; LUCAS, 1997).

O consenso publicado por Tsang et al. (1993) sugere que para suprir 0s
requerimentos protéicos de RNMBP e RNEBP s&o necessarios 2,5 a 3,13 g de
proteina para cada 100 kcal. O leite humano acrescido de SH oferece aos RNPT 3,4

g de proteina para 100 kcal.

A quantidade média de lipidios nas amostras de leite com SH é semelhante
ao encontrado no leite humano e, portanto sem possibilidades de ocasionar
sobrecarga intestinal. A grande preocupacao se da com a aderéncia dos glébulos de
gordura aos recipientes e consequente perda de calorias ao oferecer esse alimento
aos RN. H& necessidade de homogeneiza¢cdo dos frascos pela equipe do banco de
leite para diminuir a perda caldrica desse suplemento ao ser oferecido aos RNMBP
(THOMAZ; GONCALVES; MARTINEZ, 1999).

Nas amostras enriquecidas com SH, a proporcao de oferta de calorias na
forma de hidratos de carbono foi de 28,96%, proteina 13,19%, e lipidios 46,67%,
valores que se encontram dentro da recomendacédo proposta pelo comité de nutricdo
Sociedade de Pediatria Canadense (CPS) (1995).

A osmolalidade dos dois leites suplementados encontra-se acima de 400
mosmol/kgH,O, sendo maior no leite humano acrescido de FM85® suplemento

comumente utilizado para alimentacdo de RNMBP.

A adicdo de suplementos ao LH esta relacionada ao aumento da
osmolalidade da dieta, principalmente se a oferta do alimento suplementado demorar
a acontecer, pois a amilase que resiste a pasteurizacdo quebra os polissacarideos
em mono e oligossacarideos (DE CURTIS et al.,1999). Assim, ao administrarmos

tais formulas, deverdo ser observados os seguintes sintomas: distensdo abdominal,



diminuicdo do tempo de esvaziamento gastrico, aumento no nimero de evacuacoes.
A suplementacdo em caso de aparecimento de um desses sintomas devera ser
reduzida ou abandonada (LUCAS ; COLE, 1990; OLIVEIRA; MYASHI, 2005;
PEREIRA, 2008).

Dentre os estudos que utilizaram suplementos derivados do LH merecem
destaque pela semelhanca ao que foi realizado neste estudo, os de Boehm et al
(1985) e Boehm et al (1993). No primeiro, 0os autores avaliaram a resposta
metabdlica de 24 RNMBP pequenos ou adequados para idade gestacional,
alimentados com LH liofilizado, enriquecendo o leite humano, com o intuito de avaliar
se RNMBP PIG, poderiam ser nutridos com este suplemento. Para tal, adicionou 6 g
de LH liofilizado a 100 ml de LH e obteve um alimento contendo 1,58 g/dl de
proteina, 5,54 g/dl de gordura e 8,7 g/dl de lactose, com osmolalidade final da
formula de 384,9 mosm/kgH,O. Concluiram que em decorréncia dos efeitos
adversos como excre¢do aumentada de aminoacidos e colestase, o leite humano
liofiizado ndo poderia ser utilizado como suplemento. No segundo, os autores
alimentaram um grupo de RNMBP com LH acrescido de 8 g de LH desnatado,
adicionado a 100 ml de LH e outro grupo com LH enriquecido com suplemento,
contendo quantidade de aminoacidos balanceados (EOPROTIN®, Milupa) e
utilizando a avaliacdo do balanco metabdlico, compararam a absorcao de gorduras e
proteinas e concluiram que ndo ha diferenca no aporte de nutrientes entre os dois
grupos estudados. E interessante observar que no primeiro estudo a quantidade de
proteina era menor que a encontrada em nosso estudo, e também que nos dois
estudos néo houve a retirada da lactose, e ndo houve a preocupacdo com o relato

da osmolalidade da férmula no segundo estudo.

Na presente pesquisa foi verificado que a nao retirada da lactose inviabiliza a
utilizacdo de tal preparado em decorréncia do aumento da osmolalidade do

suplemento. Fator julgado como de extrema importancia na nutricdo de RNMBP.

Nas amostras contendo o SH, a quantidade de célcio e fésforo encontrada
esta abaixo das recomendagfes nutricionais (AAP-CON, 1985; ESPGAN-CON,
1987). Entéo, para suprir 0s requerimentos nutricionais de RNMBP, h& necessidade
de oferta extra de aproximadamente 75 mg de calcio e 35 mg de fosforo para cada

100 ml de leite enriquecido com o preparado proposto. Teoricamente este acréscimo



fara com que 150 ml/kg/dia do alimento proposto ofereca 180 mg/kg/dia de célcio e
87 mg/kg/dia de fosforo valores que alcangcam as recomendacdes da ESPGAN-CON
(1987) e quando oferecido volume igual a 200 ml/kg/dia, alcancem as
recomendacfes da AAP-CON (1985), ndo ultrapassando os valores maximos e
mantendo a relacéo entre o célcio e o fosforo de aproximadamente 2:1. O acréscimo
destes minerais na forma de glicerofosfato de célcio e calcio quelado a glicina, nédo
mostrou aumento significativa na osmolalidade do suplemento 420,50+8,46 quando
comparado a osmolalidade inicial da formula e ainda mostrou-se inferior ao LH

acrescido de FM85®.

As amostras acrescidas de FM85® forneceram o minimo de célcio e fésforo
recomendado pelo ESPGAN-CON (1987). Estudo utilizando esse suplemento como
enriguecedor do LH mostrou que deficiéncias de célcio, fosforo e magnésio
ocorreram em RNEBP (LOUI et al, 2002).

A utilizacdo destes suplementos deve estar vinculada a monitorizacdo da

guantidade sérica destes minerais.

O balanco positivo de sédio é pré-requisito para o crescimento e esta
relacionado ao melhor desenvolvimento (AL-DAHHAN; JANNOUN; HAYCOCK,
2002). A necessidade de sédio de RNMBP, segundo a AAP-CON, é de 4 a 5
mEq/kg/dia, sendo necessaria a reposi¢ao para criangas menores de 32 semanas de
IG, até que o desenvolvimento do sistema renal e gastrintestinal propiciem um
melhor balanco desse nutriente (AL-DAHHAN et al., 1983; AL-DAHHAN et al., 1984).

Considerando que o leite humano com SH, quando oferecido em um volume
igual a 150 ml/kg/dia, oferecera aproximadamente 2,4 mEqg/kg/dia de sodio, e que
sua utilizacdo provavelmente acontecera apos a segunda semana de vida, época em
gue h& necessidade de aumento da oferta desse eletrdlito, deve-se realizar a
monitorizagdo sanguinea de sodio, para determinar as necessidades de

suplementacdo do mesmo.

Segundo Klein (2002) a quantidade de potassio presente no LH (12,5 a 16,0
mEg/l) supre os requerimentos nutricionais de RNMBP . Considerando que a

concentracdo média deste elemento no leite humano com SH e FM85®, foi



semelhante ao recomendado pelos comités de nutricdo, ndo ha necessidade de
suplementacdes deste mineral (AAP-CON, 1985 ESPGAN-CON, 1987).

Ferro, manganés, zinco e cobre sdo elementos que quantitativamente
representam pequena fracao do total do contetdo mineral do corpo humano, porém
sdo elementos que apresentam importante papel em varias vias metabdlicas e
interacOes entre elas. Devido a vasta atuacdo destes elementos no organismo 0s
sinais de deficiencia se assemelham a deficiéncia de outros componentes e
considerando que os RNMBP sdo privados da reserva deste nutriente, ha a
preocupacdo quanto a oferta adequada (AGGET, 2000; KLEIN, 2002; GILES;
DOYLE, 2007; TRINDADE, 2007).

A quantidade de ferro em LH maduro € muito abaixo das necessidades
requeridas pelos RNPT. No colostro de maes de RNPT, a quantidade de ferro é
aproximadamente 0,196 mg/dl, maior que a quantidade encontrada no de mées de
RNT, 0,171 mg/dl, porém sem significativa diferenca (GEORGIEFF, 2008). Em leite
maduro € encontrada a média de 0,05mg/dl (SCHANLER, 1980). A quantidade de
ferro encontrada no LH com SH foi semelhante ao encontrado pelo mesmo leite com
FM85®. A suplementacéo do leite de banco permitiu melhorar o contetdo de ferro e
deixa-lo préximo ao encontrado no LHPr, porém, esta quantidade é muito inferior as
necessidades exigidas para o periodo de crescimento, indicando a necessidade de
suplementacdo desse nutriente quando os RNMBP estiverem recebendo tanto uma
como outra dieta (ERHENKRANZ, 1994).

A necessidade de manganés de um RNPT varia de 0,002 a 0,01 mg/dl. Este
estudo mostrou que o LH de banco com SH fornece quantidade semelhante a
ofertada pelo leite com FM85®. A quantidade encontrada de manganés, indica ndo
haver necessidade de complementacdo desse elemento trago aos RNPT

alimentados com os suplementos estudados (LONNERDAL, 2005).

Altas concentragbes de manganés diminuem a absorcdo de ferro,
possivelmente por competir com a lactoferrina. No leite humano o manganés se
encontra ligado a lactoferrina. A quantidade de manganés no leite humano
suplementado ndo é capaz de provocar diminuicdo na absorcdo de ferro (KLEIN,
2002).



A concentracao de célcio influencia a absorcdo de manganés; para que ocorra
absorcao adequada de manganés, a relacdo entre estes dois elementos deve ser de
50 mg de célcio para 1 pug de manganés (KLEIN, 2002). Mesmo se acrescentarmos
calcio ao SH, a relacdo entre calcio e manganés ainda se manterd dentro das
recomendacdes (para 123 mg de calcio/100 kcal ha necessidade de 2,5 ug de
manganés/100 kcal) permitindo a nao interferéncia do célcio na absorcdo de
manganés (KLEIN, 2002).

A concentracdo média de zinco no LH varia de aproximadamente 0,159 mg/dl
a 0,25 mg/dl (SCHANLER, 2007), outras publicagbes evidenciam concentragbes
maiores 0,26 a 0,53 mg/dl (PEREIRA; BARBOSA, 1986). Em estudos, avaliando o
conteudo de zinco e cobre em leite de médes de RNT e RNPT, foi encontrada a
guantidade média 0,48 mg/dl no leite maduro e uma variacao de 0,24 a 0,45 mg/dl
no LHPr (MOURA; MELNIKOV, 2006; FIGUEIREDO et al., 2009).

A quantidade de zinco encontrada no LH com SH encontra-se
significativamente abaixo do valor encontrado no leite com FM85®. Quando
oferecemos um volume de dieta entre 150 e 200 ml/kg/dia, esta oferta sera
respectivamente de 0,31 mg/kg/dia e 0,42 mg/kg/dia para o pool de LH com SH e
0,94 a 1,26 mg/kg/dia para o o leite com FM85® . O requerimento de zinco de RNPT
€ de 1 mg/kg/dia quando o crescimento comecar a estabelecer-se (AGGET, 2000;
LONNERDAL, 2005), assim mesmo considerando que a biodisponibilidade deve ser
melhor quando ha utilizacdo de SH, este se mostrou abaixo da quantidade
recomendada pelos comités de nutricAo e implica na necessidade de

complementacao.

O cobre encontrado no leite de mées de pré-termo € de aproximadamente
0,08 mg/dl e diminui para 0,06 mg/dl com 1 més, mantendo-se no leite maduro
(KLEIN, 2002). Em estudo realizado em nosso meio, a quantidade de cobre do leite
maduro foi maior que a quantidade encontrada em outros estudos (0,14+0,01 mg/dl)
e a encontrada no LHPr variou de 0,05 a 0,12 mg/dl (MOURA; MELNIKOV, 2006;
FIGUEIREDO et al., 2009).

No LH com SH foi encontrada quantidade significativamente maior de cobre

que a encontrada no leite com FM85®. A oferta de 150 ml/kg/dia a 200 ml/kg/dia do



leite com SH ir4 ofertar em média 0,24 a 0,32 mg/kg/dia de cobre, enquanto que o
leite com FM85® ir4 ofertar 0,075 a 0,1 mg/kg/dia. O primeiro oferece quantidade
acima do recomendado para o periodo de crescimento estavel, porém inferior ao
recomendado para as formulas (KLEIN, 2002) e, portanto sem risco de promover
toxemia (ESPGAN-CON, 1987; SCHANLER, 1995).

Relacdo entre zinco e cobre maior que 20:1 poderd diminuir a absor¢édo do
cobre. A relacéo entre estes dois elementos no grupo de amostras de LH com SH foi
de 1,3:1 e no grupo de amostras de leite humano com FM85® foi de 13:1 e indicam
que a quantidade de zinco nédo ird interferir na absorcéo do cobre, podendo inclusive
ser adicionado ao SH se a osmolalidade final permitir.

A modificacdo do LH proposta nesse estudo e a adicdo deste preparado ao
LH propicia um alimento com quantidades de macronutrientes semelhantes ao
oferecido pelo LHPr, nas primeiras semanas de lactacdo, com a vantagem de
oferecer quantidade maior de proteina. Em relacdo aos suplementos comerciais
habitualmente utilizados em trabalhos cientificos, o Eoprotin® (Milupa) oferece maior
quantidade de calorias por adicado de hidratos de carbono enquanto que, em relagcao
ao Prolacta +4® (Bioscience), a maior quantidade de calorias ofertada por este esta

relacionada a maior quantidade de lipidios (Tabela 8).

Devido ao menor conteddo de minerais ofertados pelo SH, ha necessidade de

controle sérico e acréscimo destes a férmula ou a utilizagdo de suplementacéo.

Em bancos de leite humano com grande nimero de doadoras, em paises em
desenvolvimento, considerando o alto custo dos suplementos comerciais, este
preparado por oferecer quantidade de nutrientes que preenchem os requerimentos
nutricionais de RNMBP, ao ser acrescido ao LH e por oferecer proteina homdloga,
parece ser bem indicado como suplemento do leite humano, sendo pertinente a
utilizacao deste preparado como suplemento do LH na alimentacdo de RNMBP, para
avaliarmos a tolerancia gastrintestinal e o comportamento do crescimento a partir do
inicio da dieta enteral exclusiva. Para tal, foram acompanhados nove RNPT
alimentados com LH de banco acrescido de SH e dez alimentados com LH de banco
acrescido de FM85®. Apesar do nimero pequeno de criancas avaliadas, foi possivel

estabelecer uma correlacdo mensuravel estatisticamente, entre as variaveis



estudadas, sendo necessario, entretanto a analise descritiva de determinadas

caracteristicas individuais.

Tabela 8 — Comparacao entre o contetdo nutricional do leite da mée do pré-termo
com o suplemento derivado do leite humano , Eoprotin® e Prolacta +4® preparados

para 100 ml de leite.

Conteudo Nutricional LHPrt SH EOPROTINTt PROLACTA+41
Energia (kcal) 67-71 72,27 65 83
Lipidios (g) 3,6-3,9 3,75 3,6 4,9
Hidrato de carbono (g) 6,6-7,0 7,25 9,8 7,3
Proteina (g) 1,4-1,8 2,38 2,6 2,3
Célcio (mg) 22 44,75 72 128
Fosforo (mg) 14 23,28 48 70
Sadio (mEQ) 0,7 15 1,9 2,3
Potassio (mEQq) 1,46 1,44 - 1,82
Manganés (mg) 0,0007 0,002 - 0,002
Ferro (mg) 0,12 0,18 - 0,20
Zinco (mg) 0,320 0,21 0, 320 0,74
Cobre (mg) 0,06 0,16 0.060 0,67

LHPr — Leite humano pré-termo; SH — suplemento homélogo; tSchanler RJ, Beneficios clinicos do
leite humano para lactente pré-termo in Nutricdo do Recém-nascido de muito baixo peso. Nestle
nutrition workshop séries no. 43 p20—22.1998, vevey suic¢a, Nestec Itd. Young TE. Prolact+ H*MF®
Human Milk Fortifier. NEOFAX® Twenty-second edition, 2009 p 321-7.

A homogeneidade entre os dois grupos foi avaliada comparando as seguintes
variaveis: sexo, idade gestacional, peso de nascimento, adequacao do peso, idade
de inicio da nutricdo enteral minima, idade ao atingir nutricdo enteral exclusiva e
ingresso nos grupos, volume médio de dieta recebido por dia, quantidade média de

calorias recebida por dia, necessidade e tempo de ventilagdo mecénica.

Quanto ao sexo, houve um predominio de criangas do sexo masculino no
grupo LH+FM85®. Os estudos de crescimento de RNMBP observam que ndo ha
interferéncia do sexo no crescimento durante as semanas de internacao
(ERHENKRANZ,1999; ORNELAS et al. 2002; ANCHIETA; XAVIER; COLOSIMO,
2002, ANCHIETA; XAVIER; COLOSIMO, 2004, RUGOLO, 2005; BERTINO, 2006).



Este estudo aconteceu nos primeiros dias de dieta enteral total, durante o periodo de
internacdo. A andlise estatistica mostrou que a diferenca de sexo entre 0s grupos

estudados também nao teve interacdo com os resultados de crescimento.

N&o houve diferenca entre os dois grupos quanto a média da idade gestacional
e do peso de nascimento. A avaliacdo do peso para idade gestacional, tendo como
ponto de corte o percentil 10 dado pelo estudo de Alexander et al. (1996) mostrou
que no grupo LH+SH, 44,4% dos RNMBP avaliados eram PIG, e no grupo
LH+FM85®, 50% deles eram PIG (APENDICE B). A andlise estatistica mostrou que

neste estudo ndo houve interacdo desta varidvel com os resultados de crescimento.

Conforme verificado por Anchieta; Xavier; Colosimo (2004) e Bertino et al.
(2006), os RNMBP e RNEBP AIG alcancam, sem diferencas, o primeiro pico de
velocidade de crescimento somatico, aproximadamente entre a 22 e a 32 semana e
um segundo pico de crescimento entre a 72 e 82 semana. O periodo deste estudo
ocorreu entre os dois picos de crescimento, e havia 4 RNPT de extremo baixo peso
no grupo LH+SH e 3 no grupo LH+FM85®. A andlise estatistica mostrou que também
ndo houve interacdo desta variavel com os resultados de crescimento, durante o

periodo estudado.

Na unidade de terapia intensiva neonatal do HU-UFMS é adotada a nutricdo
parenteral nas primeiras 6 horas de vida e a nutricdo enteral minima, o mais precoce
possivel, com aumento dos valores de 20 a 30 ml/kg/dia, como recomendado
(CAMELO JR; MARTINEZ, 2001), porém em virtude da presenca de sintomas que
indicam risco de enterocolite necrotizante nos RNMBP, muitas vezes ha retardo no
inicio da nutricdo enteral minima e em sua progresséo. Foi observado que a média
de dias para o inicio da nutricdo enteral minima do LH+FM85 foi menor quando
comparada com a média do LH+SH, porém, sem diferenca estatistica. Sabe-se que
h& uma correlagé@o positiva entre o retardo na nutricdo enteral minima e desnutricdo
em RNMBP, assim como a presenca de dieta enteral plena até o 10° dia apresenta-
se como fator de protecdo para a desnutricao (GIANINI et al., 2005). Neste estudo,

houve semelhanca entre a média de dias para inicio da nutricdo enteral exclusiva.

A quantidade de calorias acrescidas pelos suplementos € diferente. Maior

para 0 LH suplementado com FM85® (tabela 4). Fato que poderia favorecer o



crescimento dos RNPT do grupo LH+FM85® (ORNELAS et al., 2002; ACHIETA;
XAVIER; COLOSIMO, 2004; GIANINI et al. 2005). Porém ndo houve diferenca
significativa entre o volume e a quantidade de calorias, ofertado para as criangas do
grupo LH+SH e grupo LH+FM85°.

A necessidade de ventilagdo mecéanica indica maior gravidade clinica e poderia
implicar negativamente no crescimento de ambos os grupos. Berry, Conrad, Usher
(1997) observou correlacdo negativa da VM com o crescimento, ja Gianinini, Vieira,
Moreira (2005) ndo observou significativa a interferéncia dos dias de ventilacdo no
crescimento de RNPT. Apesar de no grupo LH+SH mais RNMBP terem necessitado
de ventilacdo mecanica quando comparado com o grupo LH+FM85®, a anélise
estatistica mostrou que ndo houve interacdo desta variavel com os resultados de

crescimento.

O acompanhamento clinico durante todo o periodo de estudo, mostrou que néao
houve sinais de intolerancia gastrintestinal nos dois grupos. Indicando que a
osmolalidade maior que 400 mosmol/kgH,O, encontrada nas amostras de leite

acrescidas dos dois suplementos ndo provocou sobrecarga osmolar.

A média de todos os parametros bioquimicos avaliados esteve dentro da
normalidade, tanto no inicio quanto no final do acompanhamento, excecdo a
albumina, cuja média que se manteve abaixo de 3,0 g/dl nos dois grupos estudados.
Entretanto, alguns achados devem ser discutidos individualmente.

Nos dois grupos foi observada uma queda dos valores de ureia inicial para
final, porém sem diferenca estatistica. Segundo Arslanoglu et al. (2006) a ureia
reflete a oferta de proteina, assim a queda pode ter sido em consequéncia da

transicdo da oferta protéica parenteral, maior, para a enteral, menor.

Apesar de néo ter tido casos de hiponatremia, sédio sérico menor que 130
mg/dl (Day et al., 1976), o sodio sérico tendeu a ser mais baixo no grupo LH+SH, em
decorréncia provavelmente da menor quantidade de sédio ofertada pelo SH que a
ofertada pelo FM85°®.

A média de calcio e fésforo no grupo LH+SH e grupo LH+FM85® se manteve
dentro do esperado, pois houve a suplementacdo destes dois minerais nos dois



grupos estudados. Entretanto, podemos verificar uma diferenca significativa de
fésforo plasmatico no inicio e no final do periodo de estudo. Este achado somado ao
fato de que a média da fosfatase alcalina sérica foi maior no grupo LH+SH no final
do periodo de estudo, sugere que devera haver a necessidade de maior acréscimo

na oferta de calcio e fésforo no SH.

Trés RNMBP, 1 do grupo LH+SH e 2 do grupo LH+FM85® apresentaram
guantidade de triglicerideos sanguineo acima de 150 mg/dl na primeira coleta, inicio
da alimentacéo enteral exclusiva, o que pode ser o reflexo da quantidade de lipidio
ofertado por via parenteral. Em 1 do grupo LH+SH e 1 do grupo LH+FM85®, a
quantidade de triglicerideos sanguineo ainda se manteve acima de 150mg/dl, apés
15 dias de alimentacédo enteral, o que indica ndo ser possivel para estes RNMBP, o
aumento do valor de lipidio da dieta, se quiséssemos ajustar o valor energético
conforme a necessidade individual (APENDICE C).

Niveis séricos baixos de albumina sédo correlacionados com diminuicdo na
absorcao de fluidos e aumento na retencéo de fluidos no intestino. Esse acumulo de
fluidos diminui a motilidade intestinal e a absor¢cdo de nutrientes. Diferencas no
ganho de peso poderiam ser explicadas, em parte, pelos efeitos positivos de um
nivel sérico mais alto de albumina e de pressao oncética, com melhora na tolerancia
a dieta pelos RN (KAMINSKI; WILLIAMS, 1990). A albumina mostrou-se abaixo do
nivel de normalidade 3g/dl nos dois grupos estudados, o que pode ter influenciado o
crescimento de ambos os grupos e indica que devemos melhorar a oferta protéica

nos dois grupos.

A avaliacdo do crescimento de RNPT é utilizada para monitorar a nutricdo. E
recomendado que, apds o nascimento o ganho de peso deva ser aproximado ao
ganho de peso fetal no dltimo trimestre gestacional (CPS-CN, 1995). A
antropometria fornece uma visao qualitativa e quantitativa de crescimento do RN. As
avaliacOes feitas ao nascer refletem o padrdo de crescimento fetal, enquanto as

avaliacdes longitudinais refletem o crescimento pés-natal.

A avaliacdo do peso € considerada o padrdo ouro para a avaliagdo do
crescimento pdés-natal, entretanto, medidas isoladas do peso ndo podem ser

consideradas um indicador acurado da massa corpérea magra por nao distinguir



entre ganho de massa e de liquido e, portanto, deve ser avaliado em conjunto com
outras medidas como comprimento e perimetro cefalico. A taxa esperada de ganho
de peso fetal durante o ultimo trimestre da gestacdo € de 10 a 15 g/kg/dia
(PEREIRA, NIEMAN, 2008).

O comprimento nédo sofre interferéncia do grau de hidratacdo e a taxa
esperada de crescimento fetal, em comprimento, durante o Ultimo trimestre de
gestacao € de 0,75 cm/sem (PEREIRA, NIEMAN, 2008).

O perimetro cefélico constitui uma medida indireta do crescimento cerebral,
sendo importante tanto ao nascer quanto em estudos longitudinais. A taxa esperada
de crescimento do perimetro cefalico durante o Ultimo trimestre da gestacdo € de
0,75 cm/sem (PEREIRA, NIEMAN, 2008).

Na curva construida por Bertino et al. (2006) foi avaliado o crescimento de
262 RNMBP, mostrando claramente dois picos de velocidade relativa de ganho de
peso, um pico entre a 22 e 32 semana, onde o RNPT chega a ganhar 17,8 g/kg/dia,
seguido de declinio na velocidade de ganho de peso explicado pelo autor como
consequéncia da interrupcdo da nutricdo parenteral e ingresso da nutricdo enteral

total e o segundo pico por volta da 62 semana (14 g/kg/dia).

Anchieta, Xavier; Colosimo (2004) observaram que a velocidade de ganho
absoluto em comprimento ndo tem diferenca nas primeiras 5 semanas apds o
nascimento, a partir de entdo, ha uma desaceleragcdo no ganho em comprimento e
este variou de 0,92 a 1 cm, maior nas criangas com peso entre 1250 e 1500 g. O
crescimento do perimetro cefalico apresentou em seu estudo uma aceleracado nas
primeiras quatro semanas, sendo maior para o grupo de RNPT, entre 750 e 1000 g,
0,8 cm/sem, quando comparado com o crescimento de 0,75 cm/sem dos RNPT com
peso entre 1000 e 1500 g; a partir de entdo se mantém em uma velocidade

constante de 0,85 cm/sem para os menores e 0,8 cm para 0s maiores.

A importancia do conhecimento destes detalhes do crescimento esta no fato
de que no presente estudo, a maioria dos RNMBP foram acompanhados entre as
primeiras cinco semanas de idade pos-natal, logo apds a transicdo da nutricdo

parenteral para a enteral total e, portanto no periodo de queda da velocidade de



ganho de peso e antes da segunda aceleracdo. O que pode dificultar a comparacao
com outros estudos, que acompanharam o crescimento de RNPT até a alta
hospitalar ou mais.

No presente estudo os RN recuperaram seu peso de nascimento antes da
terceira semana de vida (APENDICE D), fato esse coincidente com o descrito na
literatura (RUGOLO, 2005). Em relacdo a velocidade relativa de ganho em peso
(g/kg/dia), ganho em comprimento e em perimetro cefalico (cm/sem), pode-se
observar que quando ha comparacédo dos resultados com o que seria esperado para
o crescimento fetal proposto por Pereira e Nieman (2008), que o suplemento FM85®
ndo proporcionou o ganho em perimetro cefalico esperado, enquanto o ganho dos

outros parametros estudados foi atendido pela adicdo dos dois suplementos ao LH.

Ketut et al. (2003) compararam dois grupos de RNPT alimentados com leite
humano e leite humano suplementado durante 30 dias ou até a alta hospitalar e
observou um ganho em peso nesse periodo de 335 g, 1,9 cm em comprimento e 1,9
cm em perimetro cefélico nos RNPT alimentados com o suplemento. Quando
comparamos com a média de ganho total encontrada nos RNPT do grupo LH+SH e
no grupo LH+FM85®, observamos que, em apenas 15 dias de acompanhamento,
houve um ganho maior em todos os parametros avaliados. O estudo de Ketut et al.
(2003) justificou o crescimento reduzido quando comparado com outros estudos, em

decorréncia do curto periodo de tempo de observacéo.

Mataloun et al. (2004), alimentaram 18 RNMBP com LH enriquecido com
FM85® e compararam o crescimento deste grupo com 24 RNMBP alimentados com
férmula para prematuro. O grupo alimentado com FM85® ganhou em média 18,9
g/kg/dia, taxa de ganho em peso maior que os dois grupos deste estudo. A diferenca
talvez se explique pelo curto periodo de acompanhamento das criancas deste

estudo que foi de 15 dias.

Schanler et al. (2005) compararam trés grupos de RNMBP alimentados com LH
acrescido de suplemento (Enfamil® ou Similac® ), LHPr e férmula, acompanhou-os
por 90 dias ou até a alta hospitalar. Nas criancas alimentadas com LH suplementado
estes autores observaram um ganho de 17,1 g/kg/dia em peso, 1,2 cm/sem em

comprimento e 0,9 cm/sem em perimetro cefalico e nas criancas que foram



alimentadas com o LHPr observaram um ganho de 19,7g/kg/dia em peso, 0,6
cm/sem em comprimento e 0,7 cm/sem em perimetro cefalico. Ao compararmos
estes resultados com os encontrados no grupo LH+SH observamos que o ganho em
peso foi maior no estudo de Schanler et al. (2005), quanto ao comprimento as
criancas alimentadas com leite humano suplementado ganharam mais que as que
receberam LHPr e as do grupo LH+SH deste estudo. Ja o ganho em perimetro
cefalico foi maior no grupo LH+SH que o do grupo alimentado com LHPr e
semelhante ao grupo alimentado com leite suplementado daqueles pesquisadores.
Talvez os resultados de maior ganho em peso e comprimento observados por
Schanler, et al (2005) sejam pelo acompanhamento de um numero maior de

criangas por um periodo também maior.

Loui et al. (2008), compararam o crescimento de RNMBP em ventilagdo
mecanica (n=22) com 0s que nao necessitaram de ventilagdo mecéanica (n=23), por
5 semanas apdés o nascimento, o parametro ventilacdo mecénica, foi utilizado pelos
autores como marcador de severidade do quadro clinico. Todos os RNPT
receberam no periodo de nutricdo enteral total LH enriquecido com FM85® ou
férmula para pré-termo, com o intuito de manter 115 a 135 kcal/kg/dia e 3 a 4
g/kg/dia de proteina. O crescimento observado por estes autores foi abaixo do
esperado, porém, comparavel com outros estudos de criangas gravemente enfermas
como citado em seu estudo. Os RNPT ganharam em média 8,2 a 9,7 g/kg/dia em
peso, 0,8 a 1 cm/sem em comprimento e 0,45 a 0,6 cm/sem em perimetro cefalico.
Quando comparamos os resultados observados por estes autores com o0s resultados
encontrados no presente estudo observamos que no grupo LH+SH, a taxa de ganho
de peso e perimetro cefalico foi maior, e no grupo LH+FM85® observamos somente
gue o ganho de peso foi maior, apesar de ndo haver severidade no quadro clinico

dos grupos estudados.

O ganho insatisfatorio em perimetro cefalico no estudo de Loui et al. (2008)
como no grupo LH+FM85® & preocupante, pois pode refletir em longo prazo no
desenvolvimento neuropsicomotor das criangas acompanhadas. (PETERSON et al.
2006; COOKE et al., 2001, BRANDT et al., 2003).

No presente estudo, o Unico parametro de crescimento que apresentou

diferenca significativa entre os dois grupos estudados foi o crescimento do perimetro



cefélico. Provavelmente a interacdo dos nutrientes adicionados ao LH pelo SH
promova melhor biodisponibilidade e melhor absor¢édo destes, com incorporagao

tecidual maior.

O ganho em perimetro cefalico maior no LH+SH néo pode ser explicado pelo
maior aporte de acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa, pois teoricamente
tanto o SH quanto o FM85® ndo acrescentam gordura ao LH. A qualidade melhor
dos aminoacidos ofertados pelo suplemento homologo com provavel suprimento
maior de determinados aminoacidos em detrimentos de outros, pode estar implicada
no melhor crescimento cerebral (WHARTON et al., 2004).

No caso do enriquecimento protéico feito pelo FM85®, a proteina utilizada é
de origem bovina, hidrolisada e, portanto, composta de peptideos e aminoacidos e a
absorcdo destes pode ndo ser adequada, provocando irregularidades nos
aminoacidos plasmaticos (RIGO; SENTERRE, 1994). Fato comprovado pelo estudo
de Santos et al., (2007) que avaliou o perfil de aminoacidos sanguineo de RNPT
alimentados com leite humano acrescido de FM85®, e observou que h& necessidade

da melhor adequacéao da proteina ofertada por este suplemento.

Moro et al. (1989) e Polberg et al. (1999) observaram que quando é utilizada a
proteina derivada do leite humano ultra filtrada, para enriquecer o leite humano na
alimentacdo de RNPT, o perfil de aminoacidos sanguineos destas criancas, se
assemelha ao perfil de aminoacidos encontrado em RNT alimentados com leite
humano, considerado padrdo ouro. Moro et al, 1991, mostrou também que a
modificacdo da proteina bovina com predominio de proteina do soro, faz com que o
perfil de aminoacidos seja semelhante ao das criancas alimentadas com proteina

homologa.

Lonnerdal (1985), em seu artigo de revisdo expde bem as propriedades e os
beneficios das proteinas encontradas no leite humano, entre elas destacam-se
fatores de defesa, enzimas digestivas, proteinas ligadoras especificas e fatores de
crescimento, e observa que o significado de muitas das funcbes destas proteinas
ainda é obscuro. Sabemos que apesar da inativacado de algumas destas funcdes em
decorréncia dos processos utilizados para o preparo do SH, outras devem estar

preservadas e podem ter contribuido para o melhor aproveitamento protéico e



crescimento dos RNPT alimentados com o leite humano enriquecido com o
suplemento homadlogo, assim pesquisas devem explorar a qualidade protéica deste
suplemento e as intera¢des nutricionais destas proteinas com outros nutrientes para

conhecé-lo melhor.

No dia a dia a qualidade nutricional deve ser avaliada, examinando a
quantidade de nutrientes ofertados e o ganho de peso individual. Sendo o aporte
protéico menor que o recomendado, o fator principal da falha de crescimento pés-
natal (OLSEN et al, 2002; CARLSON; ZIEGLER, 1998), a ingestdo diaria desse

nutriente devem ser ajustadas individualmente.

Arslanoglu, Moro, Ziegler (2006) observaram que o ajuste protéico baseado
na quantidade sanguinea de nitrogénio ureico permite um maior ganho de peso e
perimetro cefalico quando comparado com criangas que receberam uma formula

padronizada.

O ajuste protéico pode ser realizado com o0 uso de suplementos protéicos
considerados “fortificantes” de 32 geracao, derivados da proteina do leite de vaca ou
do leite humano. Considerando que o processo de ultra-filtracdo do leite humano
para a separacao da proteina necessita de equipamentos sofisticados, de alto custo,
e grande quantidade de leite doado, os enriquecedores protéicos de origem
heterdloga séo os mais utilizados (ARSLANOGLU; MORO; ZIEGLER, 2006).

O acréscimo de maior quantidade protéica esta relacionado a adicdo de maior
guantidade do SH ao leite humano, o que consequentemente elevara a osmolalidade
e inviabilidade de seu uso, ou com o aumento do volume ofertado aos RNPT. O
acompanhamento de 15 dias ndo permitiu uma avaliacdo adequada do SH, pois nao
houve a possibilidade de observarmos o que aconteceria com volumes maiores do

leite humano suplementado.

O SH proposto em nosso estudo podera ser melhorado quanto ao seu
conteudo energético de maneira controlada, com a escolha de leite de banco com
maior contelddo energético e protéico para ser acrescido de SH ou adicionando, por
exemplo, um grama de gordura extraida do préprio leite humano no processo de

desnate. Havera, assim o acréscimo de calorias e de AGPICL que proporcionara um



melhor crescimento e desenvolvimento em longo prazo (TINOCO et al., 2009). Outra
maneira seria aumentar o contetdo caldrico, acrescentando polimeros de glicose ao
SH, sem grande interferéncia na osmolalidade e com boa absorcéo (DE CURTIS et
al., 1986).

Tempo maior de observacao, estudos do perfil de aminoacidos plasmético e
do leite humano suplementado e estudos de balanco metabdlico deverdo ser

realizados para avaliar o real aproveitamento dos nutrientes pelo RNMBP.

A superioridade do LH na alimentacdo de RNPT j& esta bem documentada.
Cockerill et al. (2006) em estudo retrospectivo da suporte aos estudos de Lucas.et
al. (1992); Lucas et al. (1994); Lucas et al. (1996) e Cooke et al. (2001) pela
observacdo de que o LH tem impacto modulatério no crescimento cerebral e
desenvolvimento, mesmo quando ndo promove grande ganho de peso, reforgcando o
conceito de que o 6timo crescimento pds-natal de prematuros de muito baixo peso
ainda ndo é conhecido. Contribui para esta afirmacdo os achados de que acelerar o
ganho de peso de RNMBP pode levar a consequéncias futuras em relacdo a
obesidade, resisténcia insulinica, problemas cardiovasculares e dislipidemia
(SINGHAL et al., 2002; SOTO et al., 2003, SINGHAL , 2003, HALES; OZANNE,
2003).

Fica claro que o conhecimento do que é 6timo para a nutricdo de RNMBP
ainda ndo é totalmente conhecido, enquanto isso a equipe neonatal deve estar
compromissada com o que parece ser o ideal, que ndo cause alteracdes funcionais
em curto prazo e traga melhor desenvolvimento em longo prazo. Neste aspecto
enriquecer o leite humano com o suplemento contendo proteina homéloga, como o

proposto neste estudo, parece ser apropriado.



6 CONCLUSOES

A manipulacdo de um suplemento oriundo do proprio leite humano para a

alimentacdo de recém nascidos de muito baixo peso, e a analise da tolerancia

gastrintestinal, crescimento e perfil bioquimico de RNMBP alimentados com este

suplemento quando comparado com os alimentados com o suplemento FM85®,

possibilitou as seguintes conclusdes:

A quantidade de 5,49g de SH adicionado a 100ml de LH forneceu teor de
proteina maior e de lipidios semelhante a 100ml de leite acrescido de 5g de
FM85® e hidratos de carbono em menor quantidade.

A quantidade de calcio, fésforo, sddio, ferro, zinco nas amostras contendo SH
encontram-se abaixo dos valores recomendados para suprir 0s requerimentos
nutricionais dos RNMBP.

A quantidade de calcio, fosforo, sédio nas amostras contendo FM85®
encontra-se dentro dos valores recomendados para suprir 0s requerimentos
nutricionais dos RNMBP e a quantidade de ferro e zinco encontra-se abaixo
dos valores recomendados.

A quantidade de potassio e manganés encontrada nas amostras contendo SH
e na contendo FM85® suprem as necessidades diarias recomendadas para
RNMBP.

A guantidade de cobre encontrada nas amostras contendo SH supre as
necessidade do RNMBP e a encontrada nas amostras contendo FM85®
encontra-se abaixo dos valores recomendados para RNMBP.

Os valores encontrados de macronutrientes nas amostras contendo SH
encontram-se dentro dos valores recomendados para alimentagcdo de RNMBP
e permitem a utilizagao deste suplemento.

Os RNMBP alimentados com LH acrescido de SH devem receber suplemento
maior de célcio e fésforo.

H& boa tolerancia gastrintestinal ao LH acrescido de SH e FM85®, pelos
RNMBP

O ganho em peso e em comprimento sdo semelhantes em RNMBP
alimentados com LH acrescido de SH e de FM85°®



* O ganho em perimetro cefalico foi maior em RNMBP alimentados com LH
acrescido de SH
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Todos os recém-nascidos precisam do leite humano para poder crescer, 0s
prematuros precisam de leite humano, de preferéncia o de sua mae. Quando iSso
nao é possivel ha necessidade de utilizarmos leite do banco de leite. Alguns
trabalhos tém demonstrado que acrescentar a este leite, fortificantes, pode fazer as
criancas ganharem peso mais rapidamente. Os prematuros também precisam fazer
exames de sangue para saber como esta a sua nutricdo. Todos estes cuidados sédo
recebidos pelos bebés internados na Neonatologia do HU. Os médicos do setor
estdo sempre procurando os melhores tratamentos e estudam o ganho de peso, o
crescimento, os resultados dos exames de todos os bebés.

Quando o bebé estiver estavel, usando como alimento apenas um dos leites
recomendados para 0s prematuros: Leite humano de banco acrescido com leite
humano liofilizado apds extracdo de gordura e lactose ou leite humano acrescido de
FM85, faremos um acompanhamento do crescimento por 15 dias. Neste periodo
serdo colhidas amostras de sangue conforme a rotina do bercario intermediério.

Estaremos juntando todos estes resultados, sobre peso, comprimento,
perimetro cefalico e de analise bioguimica para servir de estudo que venha melhorar
ainda mais a assisténcia aos prematuros. Se em algum momento do estudo,
notarmos haver mais beneficios em um alimento que em outro, comprovado por
métodos estatisticos, optaremos pela alimentacdo de todos os prematuros com este
tipo de nutriente.

Estamos assim solicitando a autorizacdo do responsavel pelo RN

Para que possamos utilizar seus dados para o referido estudo.

O responsavel pode retirar 0 seu consentimento a qualquer momento, se
assim desejar, sem alteracbes no tratamento que receberia normalmente pela
equipe do servico de neonatologia. Serao utilizados, com sigilo, apenas os dados do
paciente e ndo seu nome garantindo a sua privacidade. Os médicos responsaveis
pelo estudo, que estardo a disposicéo para qualquer esclarecimento, séo:

Débora Marchetti Chaves Thomaz
Professor, Dr. Durval Batista Palhares
Termo

Eu, responsavel pelo paciente , RG no HU de numero
, voluntariamente dou o0 meu consentimento para a sua participagéo
no estudo “Leite humano acrescido de suplemento do proprio leite humano liofilizado
na alimentacdo de recém-nascidos de muito baixo peso”. Conhego os objetivos e
estou ciente de sua duracao.

Campo Grande- MS, , de de

Assinatura:




APENDICE B - Caracteristicas clinicas dos RNMBP nos dois grupos estudados (Gl

— alimentado com SH/ Gll — alimentado com FM85®)

Gl SEXO IG P/IIG DIASVM I NUT ENT MIN NUT ENT  V (ml/kg/dia) kcal/kg/dia
1 F 29 AIG 8 2 11 213,23 154,1
2 F 30 AIG 8 3 11 209,4 151,33
3 M 29 PIG 24 9 26 132,98 96,1
4 F 30 AIG 5 2 13 138,47 100,07
5 M 28 AIG 18 3 23 157,85 114,08
6 F 31 PIG 6 4 14 158,48 114,53
7 F 29 PIG 24 18 26 160,33 115,87
8 F 29 PIG 19 2 18 160 115,63
9 M 29 AIG 2 11 164,87 119,15
Gl SEXO IG P/IG DIASVM I NUT ENT MIN NUT ENT  V (ml/kg/dia) kcal/kg/dia
1 F 31 AIG 22 3 40 194,33 158,67
3 M 29 PIG 6 2 32 194,02 158,42
4 M 30 PIG 5 2 13 161,19 131,61
5 M 28 AIG 2 11 179,69 146,72
6 M 31 PIG 7 2 30 207 169,01
7 M 31 AIG 7 11 145,94 119,16
8 M 30 AIG 2 10 130 106,14
10 F 30 PIG 2 10 131 106,96
11 F 30 AIG 9 7 13 158 129
12 F 32 PIG 2 7 176 143,7




APENDICE C — Caracteristicas de analise bioquimica dos RNMBP nos dois grupos

estudados (Gl — alimentado com SH/GII — alimentado com FM85®)

Gl mgl;J/dI Creat mg/dl mNEz/I mEKq/I P mg/dl Ca mg/dl ml\é;?dl
12 22 12 22 12 22 12 2a 12 2a 12 22 12 22
1 9 17 0,6 0,6 140 129 47 48 45 4.4 98 99 16 15
2 63 11 04 03 138 135 66 52 67 6,1 99 96 17 2
3 8 22 0,3 0,2 133 135 6 4,7 3,3 2,8 9,1 99 2 2,1
4 19 15 0,5 0,6 132 131 44 41 34 4,8 98 10 13 17
5 20 8 0,7 0,5 130 147 45 4.2 4 54 9 9,7 24 24
6 18 9 07 03 138 137 6 48 46 65 101 94 26 25
7 21 9 02 03 133 140 55 46 4.2 56 96 96 18 27
8 12 38 0,4 0,8 130 142 472 4 4.9 5,3 92 97 21 35
9 11 12 0,6 0,6 135 138 5 48 6,1 6,3 94 9,7 22 23
Gll 12 22 12 22 12 22 12 2a 12 2a 12 22 12 22
' 4 7 0,4 0,3 140 141 46 51 5,7 6,4 85 84 23 2,1
° 5 14 0,3 04 137 131 49 44 6,6 68 104 10 19 18
‘ 41 19 0,6 04 155 139 44 43 69 5,7 12 10 22 1,8
° 52 15 0,5 04 142 139 64 52 45 7,8 9 10 3,1 16
° 7 8,7 0,4 0,2 137 133 49 58 34 7,4 98 10 21 18
! 5 20 0,6 05 136 141 48 45 7,3 7 11,8 9,7 17
° 17 14 1 0,8 134 136 54 39 39 6,4 11,1 97 26 1,7
0 9 8 0,4 0,4 142 141 5 49 31 3,3 85 92 16 15
H 53 12 0,7 04 136 146 42 51 69 65 11,1 11 35 41
e 17 24 1 08 132 136 53 53 3,7 76 108 10 23 1.8



o FA ALB AST ALT TG HT HB

ull g/di ull ull mg/dl % g/di

12 2a 1a 22 qa pa qa pa ja pa Ja pa 1a pa
1 297 453 29 28 20 28 36 23 94 186 34 33 12 115
2 354 33 32 28 35 47 51 32 91 103 40 33 133 117
3 512 641 27 3 64 223 157 254 124 87 30 25 10,2 86
4 536 543 27 31 29 23 25 23 118 115 35 29 12,1 10
5 224 560 27 26 18 26 10 10 218 80 31 29 103 96
6 450 427 36 31 12 7 34 26 47 44 34 32 119 106
7 393 304 26 28 39 17 32 25 109 150 51 31 17,3 105
8 309 473 34 32 19 13 21 62 128 82 43 42 156 141
9 398 328 32 31 4 7 14 14 47 25 30 25 102 87
GI 12 22 1a pa  1a pa {a pa ja  pa 1a pa fa pa
1 691 453 23 24 21 24 25 48 27 36 93 11,6
3 335 301 22 29 20 30 26 33 69 72 29 27 93 87
4 287 379 23 31 47 6L 19 32 161 173 35 29 111 9
5 25 178 27 28 25 23 38 30 58 37 97 121 29
6 180 280 23 25 56 58 37 35 180 119 25 31 84 7.9
7 223 260 32 33 25 22 39 34 90 127 39 29 13 97
8 257 145 27 26 58 23 118 24 52 47 141 64 142 19
10 260 373 19 2 19 23 35 26 108 126 22 20 73 7
11 590 465 35 38 20 33 8 14 88 112 28 42 98 146
12 798 380 32 31 40 42 16 18 75 101 48 35 164 12



APENDICE D - Caracteristicas de crescimento dos RNMBP dos grupos estudados

(Gl — alimentado com SH/GII — alimentado com FM85®).

GI PN PESO COMP PC
1° 20 3° 10 20 3° 10 20 3°
1 1100 1160 1360 1535 365 386 395 27,5 282 295
2 1350 1330 1350 1492 41 413 418 258 288 295
3 650 830 960 980 321 326 335 25 257 26
4 1180 1350 1380 1430 383 395 408 29 297 305
5 890 975 1160 1210 37 38 382 254 264 274
6 1010 1055 1160 1320 37,1 39 397 264 27 29
7 800 1085 1205 1295 365 37,8 387 265 27,1 28
8 825 990 1045 1090 36,3 37 375 26 27 273
9 1100 990 1240 1290 373 375 38 27 215 28
Gl 1° 20 3° 1° 20 3° 1° 20 3°

2 1270 1385 1650 1755 41 415 42 30 305 31
3 960 1370 1445 1670 41 415 427 296 30 303
4 900 935 1070 1160 355 37,3 384 25 265 26,7
5 1190 1315 1395 1665 38 396 413 257 274 29
6 1030 1335 1420 1430 397 40 40,3 29 29 295
7 1250 1420 1435 1560 38 382 40 265 27 28
8 1140 925 1040 1205 345 363 36,7 27 273 28
9 895 1140 1170 1200 37,8 38,3 39 265 268 27
10 1210 1140 1380 1470 395 414 415 28 29 315
11 1200 1120 1270 1280 39 395 405 27 273 28




ANEXO A — Aprovacdo do Comité de Etica

- SN
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul {gﬁ‘%‘;}
Comité de Etica em Pesquisa /CEP/UFMS “\'%J

G e Btk

N\ g7

Carta de Aprovacdo

A minha assinatura neste documento, atesta que o protocolo n° 806 da
Pesquisadora Débora Marchetti Chaves Thomaz intitulado “Alimentacdo de prematuros
com leite fiumano de banco de leite acrescido de leite humano liofilizado apés extragdo
e gordura e lactose” e o seu Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, foram
revisados por este comité e aprovados em reunido Ordindria no dia 31 de julho de 2006,

encontrando-se de acordo com as resoluges normativas do Ministério da Saide.

tied em Pesquisa da UFMS

Campo Grande, 01 de agosto de 2006.

Comité de Etica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
hitn:/Aranwr nraop ufms bribioetical/cen/

bicetica@propp.ufms.br

fone 0XX67 345-7187



ANEXO B — Aprovacdo do Comité de Etica

E MIMISTERIO DA EDUSACAD
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSQ DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA "DR. HELIO MANDETTA"

RESOLUGCAOQ N° 017 DE 22 DE FEVEREIRO DE 2006

O Presidente da Congregacdo da Faculdade de Medicina “Dr.
Hélio Mandetta® da Fundagdo Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, no uso de suas atribuicdes legais, em reunido
ordinaria realizada no dia 22 de fevereiro de 20086,

RESCLVE:

Aprovar o Projeto de Pesquisa, em nivel de doutorado, intitulado
“Alimentacdo de Prematuros com Leite Humano de Banco de
Leite Acrescido de Leite Humano Liofilizado Apés a Extragio
de Gordura e Lactose”, sob a responsabilidade da servidora
Tec. Administrativo Débora Marchetti Chaves Thoméz, sob a
orientagéo do Prof. Dr. Durval Batista Palhares.

Coornnos shmee 285
Prof. Pedro Rippel Salga
Presidente da Congregacao da FAMED/UFMS
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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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