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RESUMO

O aleitamento materno € a maneira mais segura de nutrir uma crian¢a. Porém,
quando usado para prematuros tém-se evidenciado deficiéncias nutricionais.
Uma alternativa é o uso do leite humano aditivado. O objetivo deste estudo a
determinacao de aminoacidos em recém nascidos pré-termo alimentados com
trés dietas modificadas de leite humano. Foi estudado 30 recém nascidos pré-
termo, idade gestacional inferior a 34 semanas com peso de nascimento igual
ou inferior a 1500 gramas. Os recém nascidos foram acompanhados através de
avaliacoes antropométricas mensurando peso, comprimento e perimetro
cefélico, bioquimicas e para andlise do perfil de aminodacidos foi colhida uma
amostra de sangue antes de receberem a dieta e outra amostra no final do
estudo antes da ultima dieta. Foram distribuidos de forma aleatéria em 3
grupos conforme a dieta que receberam: leite humano de banco com 5% do
aditivo FM85%; leite humano de banco aditivado com leite humano evaporado e
leite humano do banco aditivado com leite humano liofilizado. Os resultados
foram analisados estatisticamente utilizando o “software” Instat para Windows®,
na versao 2.0. Foram utilizadas as diferencas na qual o valor de ‘p” foi menor
que 0,05. A comparacao entre os grupos foi realizada por meio dos testes:
t’'student pareado e ANOVA de 1 via de medidas repetitivas com pds teste de
Tukey. Peso e comprimento ndo tiveram diferenca significativa, porém o
perimetro cefélico foi significativamente maior no grupo lll. Os valores de
fenilalanina, tirosina, metionina e histidina foram significativamente maiores no
grupo |, enquanto que o valor da treonina foi significativamente maior nos
grupos Il e lll sendo nao significativo entre eles. Os valores de lisina, valina,
glicina e leucina ndo houve diferengas entre os grupos. E o valor da glutamina
foi maior nos grupos Il e Ill. Os marcadores renais se mantiveram nos valores
adequados. Observou-se neste estudo um perfil de aminoacidos mais
adequado nos grupos Il e lll em relagcdo ao grupo |. Presumem que o leite
humano com aditivo original do préprio leite humano é o melhor alimento para
bebés prematuros, seja evaporado ou liofilizado. Recém nascidos pré-termo
também podem ser alimentados com hidrolisado protéico heterdlogo,
respeitando as necessidades especiais do prematuro.

DESCRITORES: Aminoacidos; Recém nascido pré-termo; Leite humano de
banco.



ABSTRACT

Breastfeeding is the safest way to nurture a child. However, when used for
premature infants have nutritional deficiencies become apparent. An alternative
is the use of human milk additive. The aim of this study the determination of
amino acids in preterm infants fed three diets modified in human milk. We
studied 30 preterm infants, gestational age less than 34 weeks with birth
weights less than or equal to 1500 grams. The newborns were followed by
measuring anthropometric evaluations weight, length and head circumference,
and biochemical analysis of the amino acid profiles were collected a blood
sample before receiving the diet and the other end of the study sample before
the final diet. Were distributed at random into three groups according to diet
were: human milk bank at 5% of the additive FM85 ®; bank human milk fortified
with human milk and evaporated human milk fortified with human milk bank
lyophilized. The results were statistically analyzed using the "software" Instat for
Windows ®, version 2.0. We used the differences in which the value of "p" was
less than 0.05. The comparison between groups was performed by means of
tests: t'student paired and 1-way ANOVA for repeated measures with Tukey
post test. Weight and length did not differ significantly, but the head
circumference was significantly higher in group Ill. The values of phenylalanine,
tyrosine, methionine and histidine were significantly higher in group I, while the
value of threonine was significantly higher in groups Il and Ill was not significant
among them. The values of lysine, valine, leucine and glycine there were no
differences between groups. And the value of glutamine was higher in groups Il
and lll. The markers in the kidney remained appropriate values.Observed in this
study a more appropriate amino acid profile in groups Il and Ill compared to
group |. They assume that human milk with additive own unique human milk is
the best food for premature babies, either evaporated or freeze-dried. Preterm
newborns can also be fed hydrolyzed protein heterologous respecting the
special needs of premature infants

KEY WORDS: Amino acids; Pre term newborn; Human milk bank.
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1. INTRODUCAO

Amamentagdo é uma pratica fisiolégica com reconhecidos beneficios
nutricionais, imunoldgicos, cognitivos, econémicos, sociais além de estreitar o
vinculo mae-filho'. O aleitamento materno (AM) exclusivo nos seis primeiros
meses de vida é a forma mais natural e segura para alimentar um lactente,
garantindo suas necessidades nutricionais e fornecendo uma combinagéao de
proteinas, lipideos, hidratos de carbono, minerais, vitaminas e enzimas, pois
possui a proporcdo exata de nutrientes para o adequado crescimento € bom
desenvolvimento do cérebro humano. A alimentacao com leite humano (LH) é
vantajosa principalmente para o recém nascido pré-termo (RNPT), pois diminui
indices de internacdo hospitalar 2.

O LH protege da alergia os prematuros com historia familiar de atopia. Os
acidos graxos 6mega 3 sao essenciais para que haja o desenvolvimento
normal da retina, em especial do recém nascido pré-termo de muito baixo peso
(RNMBP), assim, este lipidio juntamente com outros antioxidantes, como a
vitamina E, B-caroteno e taurina podem ser a causa da protecdo antioxidante
conferida pelo LH contra a retinopatia da prematuridade .

Para o RNPT, a recomendacédo do uso AM tem sido defendida com base
nas propriedades imunolégicas do LH, no seu papel na maturacédo
gastrointestinal e no melhor desempenho neurocomportamental observado em
criangas amamentadas®.

Portanto é provavel que as doencas da prematuridade decorram de um
desbalanco entre as defesas antioxidantes e a exposi¢ao a radicais livres, cujo
excesso destes aumentaria o risco de enterocolite necrosante, displasia
broncopulmonar, hemorragia intraventricular e retinopatia da prematuridade 8.

Como o RNPT parece nao apresentar protecao bem desenvolvida contra
o estresse oxidativo, o0 uso de LH seria vantajoso, ja que este oferece melhor
protecdo antioxidante que outros leites com hidrolisados protéicos heterélogo °.
A incidéncia de infeccao é significativamente menor nos RNMBP alimentados
com LH quando comparados aqueles que recebem exclusivamente leite
artificial — hidrolisado protéico heterélogo '*''. Apesar de desejavel, observa-se

pouco sucesso na amamentagdo entre maes de prematuros'?, por ainda



existirem barreiras hospitalares & amamentacgao'®, principalmente para recém
nascidos de alto risco'* e com freqiiéncia, o desmame do peito ocorre antes
mesmo da alta do RNPT da unidade neonatal *°.

Amamentar prematuros €, sem davida, um desafio. Os RNPT apresentam
imaturidade fisiolégica, neurolégica e muscular, permanecendo em alerta por
periodos muito curtos'®. Mas, apesar do inadequado controle da
succao/degluticao/respiracdo’’, um RNPT é capaz de alimentar-se com LH,
com auxilio e apoio apropriados'®. Os neonatologistas precisam nao sé estar
convencidos das multiplas vantagens do LH e da possibilidade de se alimentar
RNPT com LH, como também integrar o apoio da lactagdo ao planejamento da
acao terapéutica nesses pacientes '°.

O alimento de escolha para o RNPT deve ser o leite de sua propria mae.
O leite produzido pela mae de RNPT nas primeiras quatro semanas pés-parto
contém maior concentracao de nitrogénio, proteinas com funcao imunologica,
lipidios totais, &cidos graxos de cadeia média, vitaminas A, D, E, calcio, sédio e
potencial energético, diferente do leite de mae de RNT %22,

Se o leite da mae nao esta disponivel, o LH processado em bancos de
leite é outra boa opgédo 2>2*. Embora esse leite de pool de banco de leite seja
uma alternativa segura e viavel para o0 RNPT?, pode n&o ser nutricionalmente
adequado ao prematuro®. Aditivos industrializados, derivados de hidrolisado
protéico heterdlogo, estao disponiveis e sdo recomendados para satisfazer a
necessidade nutricional das criangas. Existe uma variedade de aditivos de LH,
a maioria preparada a base de proteinas, carboidratos, calcio, fosforo,
magnésio e sédio, que também podem conter zinco, cobre e vitaminas®’. A
adicao desses nutrientes ao LH garante a obtencdo de taxas de crescimento
apropriadas aos RNMBP, sem afetar o esvaziamento gastrico e a tolerancia
alimentar. Vale ressaltar que a manipulacédo do LH nao é isenta de riscos. A
adicdo de substancias exdgenas altera a osmolaridade e afeta propriedades
intrinsecas de defesa do LH %',

O indice de proteina total do LH é o mais baixo entre todos os mamiferos

32-34

devido ao crescimento relativamente lento da crianga e entre as proteinas

do LH estdo incluidas caseina, carnitina e lactoalbuminas 3°°.
Os avancos da neonatologia proporcionaram o0 aumento da

sobrevivéncia de prematuros *°. Para essa realidade, contribuiram os estudos



sobre ventilacado, controle de infecgao, suporte hemodinamico e nutricional. O
comité de nutricdo da Academia Americana de Pediatria (AAP) recomenda
como dieta ideal para o RNPT aquela que garanta crescimento semelhante ao
do feto em ambiente intra-uterino, e que ndo imponha sobrecarga ao sistema
metabolico e excretor *' além de oferecer um bom desempenho neurolégico,
que contorne os possiveis comprometimentos adquiridos no periparto 2.

O RNPT, especialmente os que necessitam de tratamento intensivo,
apresentam risco de desenvolver problemas nutricionais e de crescimento,
relacionados com a imaturidade das fun¢des organicas e bioquimicas™®.

Um dos fendmenos imaturos € a motilidade intestinal que ndo é bem
coordenada, o que dificulta a utilizacdo de grandes volumes e pode limitar a
freqiiéncia das dietas. Pode ser melhorado com alimentagéo enteral precoce*
fendbmeno este que, retarda o transito intestinal e o esvaziamento gastrico
gerando residuo e distensdo abdominal®.

Os RNPT tém pouco estoque de nutrientes e nao toleram privacao, se
estdo sobre estresse. Deve-se iniciar o suporte nutricional nas primeiras horas
de vida, ndo esquecendo que a nutricdo enteral deve ser iniciada assim que
possivel*®. Para suprir essas necessidades caléricas o RNPT deve receber
nutrientes de acordo com sua capacidade de digestdo, absorcdo e
metabolizacao.

Quanto aos aminoacidos (aa) e proteinas estudos tém demonstrado que
para manter o balanco nitrogenado zero ou positivo ha necessidade de infuséao
de proteinas desde o primeiro dia de vida na quantidade de 1 a 2 g/kg/dia“®.
Outros autores tém demonstrado que nao sé a quantidade é importante, mas, a
qualidade dos aa*’. As necessidades de macro e micronutrientes para RNPT
diferem conforme os autores. As proteina sao fundamentadas na taxa de
incorporacdo fetal com variacdo de 3 a 3.8g/Kg/dia, para a AAP 2,25-
5,09/Kg/dia. Os carboidratos 8 a 12 g/kg/dia e a gordura com 3 a 4g/kg/dia *®.
Dois tercos do contetdo mineral do RNPT sdo depositados nos ultimos dois
meses de gestagao, portanto para manter o crescimento pés-natal e o balanco
eletrolitico de criancas de muito baixo peso, ha necessidade de quantidades
elevadas por quilo de peso de calcio e fésforo *°.

O RNPT tem suas necessidades hidricas diarias relacionadas com a
estabilidade clinica, onde esta pode ser aumentada gradativamente ou



diminuida, recomendando-se um volume total de 150 a 200ml/Kg/dia*®. Este
volume pode ser alcancado em RNPT saudavel, j& os de RNMBP, este volume
dificilmente sera alcancado, ocasionado déficit nutricional.

Para suprir a necessidade nutricional do RNPT a indicacao de utilizar
como alimento o LH ou leite da prépria mae do RNPT. Ainda existem
controvérsias a respeito da composicao ideal, especialmente no que se refere
aos niveis de proteina e minerais. Esses aspectos explicam a complexidade
em se alimentar RNPT, incentivando a buscar melhores métodos para
assegurar os seus requerimentos nutricionais °.

Em estudo comparativo entre a composicéao do leite de nutrizes de RNPT
e RNT®®, demonstrou-se que as concentracdes de proteina, gordura e sédio
estdo mais elevados. Outro estudo analisou a composicdo de macro e micro
nutrientes em 46 amostras de LH de banco (LHB) em diferentes fases (maduro
e colostro de maes de RNPT) constatando que valores de proteinas e minerais
com excecdo do zinco, eram inferiores as necessidades dos RNMBPZ. A
superioridade do LH esta fundamentada em propriedades imunolégicas, anti-
infecciosas e nutricionais®, sendo que a proteina humana é de melhor
qualidade e digestibilidade para o ser humano °'*2.

Apesar de todas as vantagens do LH de banco de leite, quando este for
usado exclusivamente na alimentacao de RNPT, tém sido evidenciadas baixas

taxas de crescimento e deficiéncias nutricionais *.

Uma das razdes é a ampla
variacdo do conteudo de calorias e proteinas, conseqiente das diferengas de
métodos de coleta e estocagem do leite, pelos diferentes periodos de lactacdo
que caracterizam as doadoras e no conteudo de calcio e fosforo. Embora nao
mude ao longo da lactagdo, permanece baixo para as necessidades
metabdlicas de RNMBP>*.

A descoberta de que o leite produzido pela mae do RNPT contém teores
mais altos de proteinas, teor caldrico e concentracdo de eletrélitos do que o
leite de maes de RNT trouxe novo estimulo para o uso do LH na alimentacao
de RNPT®. Investigadores ndo confirmaram estes achados, pois observaram
que o maior aporte de nutrientes no leite de maes de RNPT apenas se
mantinham no estagio inicial da lactagdo, diminuindo progressivamente®. A
utilizacdo de hidrolisados protéicos heter6logos com maior concentracdo e
densidade protéico-calérica demonstraram ao longo da histéria que o



crescimento ocorre mais rapidamente. No entanto, também evidencia efeitos
adversos, ja que o maior teor protéico pode levar a um maior valor de
nitrogénio uréico no sangue e alterar o perfil de aa plasmaticos *°.

Foram estudados dois grupos de RNPT, um grupo alimentado com leite
de banco de leite (LHB) e outro com hidrolisado protéico heterélogo, grande
parte das criangas alimentadas com hidrolisado protéico heterélogo apresentou
valores de determinados aa acima do padrao de referéncia que por outro lado,
houve criancas alimentadas com LHB que apresentaram valores abaixo desse
limite®”.

Outro trabalho analisou trés tipos de leite: LHB, LH evaporado e LH
fortificado. Observaram que as dietas utilizadas determinavam deficiéncias de
aa em relacao aos padrdes de referéncia e embora o ganho de peso tenha sido
maior nos grupos alimentados de LH com aditivo, que contém maior
quantidade de proteinas, a quantidade de aa encontrou-se abaixo do valor
preconizado para os RNPT de acordo com a taxa de crescimento intra-
uterino®’.

As férmulas com hidrolisado protéico heter6logo para RNPT seguem as
recomendagdes protocolares como, por exemplo, da AAP, o RNPT alimentado
com proteina heteréloga ganha mais peso, crescimento linear e diminui a
incidéncia de doenga metabdlica 6ssea, porém tem maior risco de desenvolver
enterocolite necrozante, além das desvantagens no desenvolvimento
psicomotor e desempenho intelectual *.

Uma alternativa na alimentagcdo do RNPT € o uso do LH com acréscimo
de um aditivo, pois aumenta significativamente a taxa de crescimento expressa
como ganho de peso, comprimento linear e perimetro cefalico®. Se esse LH for
o da prépria mae do RNPT haveria beneficios no desenvolvimento além de
potencializar a duragdo da lactagdo .

As maes de RNPT precisam ser encorajadas e orientadas precocemente
a iniciarem a ordenha manual, estimulando a lactacdo. Quanto maior for o
intervalo do inicio da estimulacao pela ordenha, a inibicdo da ejecao do leite
em decorréncia dos fatores psicoldgicos envolvidos com seu RNPT pode
acabar por determinarem insuficiéncia lactea®’. Deste modo, assim como
ocorre com o colostro, a disponibilidade do leite de nutrizes de RNPT ¢ limitada

nos bancos de leite, tornando inviavel a utilizacdo em larga escala. No caso do



LH processado em banco de leite, a composicdo de macro e micronutrientes
podem ser inadequadas para RNMBP, porque as necessidades desses
nutrientes sdo maiores nesse grupo em funcao de perdas associadas a coleta,
armazenagem e procedimentos da alimentacéo .

Autores sugerem a suplementacao do LH de preferéncia com nutrientes
do préprio LH sem a adicdo de substancias exdgenas®'. Assim ha preocupacéo
em evitar o catabolismo e oferecer aa de maneira adequada o que leva a busca
de métodos alimentares complementares.

O ganho de peso estd associado ao conteludo de proteina e caloria,
porém a oferta protéica esta ligada a quantidade e qualidade, em que niveis
protéicos excessivos estariam ligados ao aumento do nivel plasmatico de aa
potencialmente téxicos®’.

Ao desenvolver °’

um concentrado de LH para RNPT pesquisadores
evaporaram o LH para um quarto do volume inicial, verificou que os nutrientes
tiveram aumento médio de 3 a 4 vezes em suas concentracbes com excecao
da gordura e fésforo que apresentaram declinio, relacionado a manipulagéao do
leite.

Estudo® determinou o perfil dos aa plasmaticos de RNPT, alimentados
com diferentes dietas, sendo: LH fortificado com hidrolisado protéico
heter6logo, LH de banco evaporado e LHB, com esse estudo reforcou a
necessidade da adequacao da dieta especifica para o prematuro, ja que o LHB
tem predominéncia de leite maduro com baixa concentracdo de proteina, e
que, adicionar fortificante nao foi suficiente para atingir as necessidades dos
RNPT. A autora relata a necessidade de utilizar como método de controle de
qualidade, o pool de leite de doadoras, que reduz a variabilidade dos
macronutrientes do LHB.

Promover boa nutricdo € fator importante na melhora dos indices de
sobrevivéncia, crescimento e desenvolvimento dos RNPT. Nas unidades de
terapia intensiva (UTI) neonatal, nos deparamos com um grande desafio: nutrir
esses recém-nascidos.

A maioria dos grandes avangos e melhorias notaveis tem vindo de
técnicas especializadas e melhor experiéncia dos neonatologistas, enfermeiros
e outros trabalhadores da saude que tem desempenhado um papel
importante. Somado a isso, a capacidade de melhorar a salde dessas criancas



frageis também inclui uma variedade crescente de estratégias nutricionais,
incluindo novas férmulas e aditivos de leite®?°.

Até o inicio do século 19, uma ama de leite era a Unica alternativa
segura para a amamentacao, sendo uma das razées que cada espécie tem
uma composi¢ao unica do seu leite. Quando as técnicas de analises quimicas
de leite e avaliagdo das necessidades energéticas das criancas tornaram-se
disponiveis durante o século 20, substitutos do LH razoavelmente seguros
comegaram a ser desenvolvidos. Sucessivamente, foram desenvolvidos
hidrolisados protéicos heterdlogos para lactentes, tendo como referéncia a
composicao do LH. Mesmo com uma composi¢cao semelhante ao LH, existem
diferencas no desenvolvimento e desempenho cognitivo entre criancas
alimentadas com férmulas e criangas amamentadas. Novas técnicas podem
contribuir para minimizar essas diferencas permitindo a producdo em larga
escala de proteinas recombinantes de LH. Embora o valor nutricional do LH
tenha sido amplamente estudado, ha poucos relatos descrevendo a sua
composicao de aa, embora as férmulas sejam projetadas para aproximar a
composig¢ao nutricional do LH, o conteldo e a concentragdo de aa ainda sao
desconhecidos®* ¢°.

A importancia de estudar nutricdo em prematuros leva a reflexao, nao sé
das caracteristicas da prematuridade, de uma limitada capacidade de absorcao
e digestao, mas principalmente a importancia da fragilidade de metabolizagao
de aa devido a imaturidade das enzimas envolvidas, podendo acarretar
acumulo ou caréncia em funcdo da dieta recebida, podendo causar,
dependendo da qualidade da proteina, diferencas nos niveis de aa®®"°.

Alguns estudos contribuiram para a afirmacdao de que determinados
nutrientes oferecidos em determinados momentos da vida de um individuo esta
relacionado com a programacao das células para um determinado fenotipo
futuro, fazendo com que a atengdo voltasse mais para a qualidade dos
nutrientes ofertados e priorizasse o LH, também na alimentacdo de RNPT,
tornando-o padréo ouro na qualidade dos nutrientes para esta populagdo "'"’.

Alguns aa devem estar presentes na dieta para satisfazer as necessidades
do organismo, como consequéncia, a qualidade nutricional das proteinas pode

ser determinada pelo tipo e pela quantidade de seus aa constituintes’®.



Como o principal constituinte nutricional para o RNPT em crescimento € a
proteina, uma vez que ela participa da composicdo de todas as estruturas
celulares, esta pode constituir um indicador razoavelmente confiavel para a
avaliagdo da adequacao nutricional nesses RNPT. Desta maneira a
imaturidade bioguimica resulta em um desenvolvimento incompleto de etapa do
metabolismo de aa o que estreita a margem entre uma oferta protéica
adequada e possiveis efeitos decorrentes .

A maior incorporacdo de proteina durante a vida ocorre antes de 32
semanas de gestacao 2", Entre 24 a 30 semanas as exigéncias de aa séo de
3,6-4,8g/kg/dia e entre 30 a 36 semanas diminui a taxa de crescimento
fracionario, assim como a exigéncia de aa para o crescimento com
3,09/kg/dia®*®.

Os RNPT com menos de 1.000g que recebem somente glicose perdem
1,2g/kg/dia de proteinas enddgenas. O oferecimento de aa, mesmo com a
baixa ingestdo de energia, economiza a proteina enddégena por aumentar a
sintese protéica, diminuindo assim a diferenca entre protedlise e sintese de
proteinas. Estudos demonstram que infusdo de aa pode ser iniciada ja no
primeiro dia de vida. Uma ingestdo maior de calorias diminui a protedlise, e
uma maior ingestdo das duas, proteina e calorias, leva ao anabolismo.
Portanto, para evitar toxicidade de aa é fornecer quantidade necessaria para
sintese de proteinas e, para se ter crescimento, é dar a quantidade certa na
hora certa®” 88,

Estudo afirma que a oferta precoce de aa melhora a ingestdo calérica de
RNPT, particularmente o LH pode ser iniciado dentro dos primeiros dias de
vida, diminuindo danos hepaticos e ictericia associada %°.

Enquanto no LH a composicdo dos aa é adequada, nos hidrolisados
protéicos heterolégos a qualidade deles pode estar comprometida. E sabido
que os RNPT alimentados com LH apresentam menos desbalanco protéico
comparados aqueles alimentados com leite de outras fontes animais, e isso se
devem ao fato da proteina do LH apresentar uma composicao de aa impar que
s6 existe no LH. O perfil dos aa depende da qualidade da proteina ofertada que
esta relacionada ao desenvolvimento neurolégico em curto e longo prazo ',
Com grande interesse autores concluiram que alta dose de adicao de aa

na dieta ndo melhorou o crescimento neonatal, e pode até ser desfavoravel em



termos de tolerdncia metabdlica (aumento de aa no sangue e niveis de
nitrogénio da uréia) %.

Tem sido argumentado que o excesso de proteina € desnecessario sobre
0s Orgaos imaturos, e que a adicdo de aa livres parece nao fisiolégica e as
conseqiiéncias metabdlicas de fazé-lo sao largamente desconhecidas®.

A concentracdo elevada de certos aa no sangue de RNPT apresenta
preocupacao, assim como concentragdes muito baixas como por exemplo a
fenilalanina. E observado que essas diferencas podem afetar respostas
hormonais e possivelmente alteram o transporte de alguns aa através da
barreira hemato-encefalica®.

Poucos estudos tém avaliado padrdes de aa em RNT como em RNPT,
alimentados com hidrolisados protéicos heterélogos por longo periodo de
tempo, certas consequiéncias em longo prazo sao dificieis de avaliar, porém
estudos afirmam que o impacto de maior consumo de proteina na dieta pode
resultar em anomalias do desenvolvimento neuroldégico e um deficiente
desenvolvimento intelectual *¥’.

Recentemente tém se mostrado que o crescimento do cérebro do RNPT é
menor do que o de RNT, esse crescimento reduzido do cérebro esta associado
com atrasos cognitivos, e a nutricdo do RNPT com dietas enriquecidas
aditivadas com o proprio LH leva a um cérebro melhor desenvolvido e com
melhora significativa da funcdo cognitiva %%,

Varios métodos podem ser utilizados para avaliar a adequacgédo da dieta
no RNPT. As medidas antropométricas utilizadas para monitorar a nutricado
fornecem uma visdo qualitativa e quantitativa de crescimento. Consistem na
determinacao do peso e das medidas do comprimento, perimetro cefalico e
pregas cutaneas, que representam uma resposta corporea global aos
nutrientes e constituem a avaliagdo mais prontamente disponivel, requerendo o
minimo de instrumentalizacdo®.

A avaliacdo do peso é considerada o padrdao ouro para a avaliacdo do
crescimento pdés-natal. Entretanto, medida isolada do peso nao pode ser
considerada um indicador acurado da massa corpdrea 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 cefélico. A taxa esperada

de ganho de peso fetal durante o ultimo trimestre da gestacdo € de 10 a



15g/kg/dia'®’, as avaliacdes antropométricas tém utilidade no acompanhamento
da evolucao do crescimento do RNPT.

O comprimento é menos susceptivel a efeitos das mudangcas na
composicao corpoérea e permite uma melhor estimativa do ganho em massa
corpoérea nao gordurosa nao sofre interferéncia do grau de hidratacao e a taxa
esperada de crescimento fetal, em comprimento, durante o ultimo trimestre de
gestacdo é de 0,75 cm/semana'®’. Porém, se o comprimento ndo for medido
por periodos longos de observacao, ndao permitira reprodutibilidade.

O perimetro cefalico 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 é de 0,75 cm/semana’®’.

Em se tratando de aa, o estudo da qualidade protéica, a avaliacao da
proteina e composicbes de aa nas diversas preparacbes de dietas é
geralmente conduzida a compara-las com LH. Com essa comparacao,
considerou-se que, os hidrolisados protéicos heterbélogos, apresentam mais
proteina por unidade de volume que o LH, e observou que existem diferencas

na composicdo de soro-caseina e aa nas duas espécies’.
1.1 Aminoacidos

A fenilalanina, aa essencial, necessario ao crescimento e
desenvolvimento normal. E um transportador celular cerebral e se deve ter um
balango cuidadoso ao fornecer fenilalanina evitando que eleve o nivel de
fenilalanina, pois em excesso sofre transaminagcao em acido fenilpiravico, com
prejuizo do transporte dos aa do plasma para o cérebro, provocando acumulo
de fenilalanina no SNC. A formacao de metabdlicos toxicos no cérebro perturba
0S processos essenciais no cérebro, como a mielinizacdo e a sintese de
proteina, com déficits na interacdo cerebral e cognitiva (atencdo, memoria,
linguagem, aprendizagem e funcdes executivas)®’.

A fenilalanina, depois de sua hidroxilacdo para formar tirosina, €
precursora dos horménios epinefrina e norepinefrina, do neurotransmissor
dopamina e da melanina. A fenilalanina e a tirosina sao cetogénicas e

glicogénicas. Estudos realizados com fenilalanina tém demonstrado que ela



nao € uma fonte adequada de tirosina, por isso estima-se a exigéncia diaria de
varios aa essenciais e nao essenciais durante o periodo de crescimento
neonatal acelerado’®.

Aumentando a ingestdao de fenilalanina, ocorre a inibicdo da enzima
tirosinase, aumentando a disponibilidade de tirosina, ocasionando um efeito
deletério no desenvolvimento cerebral podendo ocasionar déficit de meméria e
dificuldade de atencado, concentracdo e disturbio do sono. Supde-se que a
tirosina elevada nas primeiras semanas de vida tenha um efeito deletério para
o SNC em desenvolvimento®. Assim como a metionina, um aa essencial
€ fonte de cisteina para a sintese de glutationa. Sugere que o RNPT é
incapaz de converter metionina em cisteina em quantidade significativa®’.

Ja a treonina é um aa indispensavel utilizado em uma grande quantidade
pelas visceras. Uma proporcao equivalente a 90% de treonina na dieta é retida
pelo intestino. A alta necessidade de treonina presumivelmente reflete a taxa
elevada de sintese de mucinas, portanto, a treonina pode ser um dos aa
essenciais para manter a camada de muco protetor com fungdo de barreira
intestinal. Uma barreira intestinal intacta € de grande importancia tanto para
garantir a oferta adequada de nutrientes na dieta para todo o corpo e prevenir
doencas relacionadas ao intestino. Por isso a integridade da barreira mucosa
desempenha um papel crucial em nutricdo. Porém o excesso de uma dieta de
treonina em RNPT pode ser neurotdxica ou apresentar conseqgliéncias
comportamentais negativas®’.

A glutamina pode ser um aa condicionalmente essencial em RNPT, é
abundante nos compartimentos intra e extracelular, possui muitas funcées no
organismo, sintetizado por todos os tecidos do corpo, sendo um combustivel
primario oxidativo para enterécitos e linfécitos, portanto um importante
transportador de carbono e nitrogénio, fonte de combustivel importante para as
células do sistema imunol6gico e gastrointestinal. Age na sintese de acidos
nucléicos (glutationa, citrulina, arginina, acido gama-aminobutirico e glicose),
importante para o crescimento. Os efeitos da glutamina sobre o SNC, durante o
suporte metabdlico, lesdo tecidual e doenca critica sdo bastante relevante *’.

A histidina € um aa essencial que é obtido a partir da dieta, portanto o
RNPT nao produz histidina, sendo regulados pela ingestdo e excrecao. Esta

envolvida nos processos bioquimicos de respostas imunoldgicas assim como




desempenha funcdo reguladora fisiolégica intestinal além de atuar

como neurotransmissor, presente nos mastécitos e basdfilos®’.

A glicina é um aa simples, ndo essencial, sintetizado principalmente a
partir da serina e treonina. Na membrana plasmatica, ativa um canal de cloro
que estabiliza ou hiperpolariza o potencial de membrana. Como conseqléncia,
bloqueia a entrada intracelular de calcio, que vai estimular a cascata de
formacao de citosinas’?. Seu acumulo nos fluidos corporais se caracteriza por
sintomas neuroldgicos, efeito antiinflamatério, imunomodulador e citoprotetor,
previnencao de lesées por isquemia em uma variedade de 6rgaos e tecidos
como figado, rim, coracao, intestino e musculo esquelético.

A lisina € um dos oito aa essenciais, ou seja, ndao € sintetizado pelo
organismo. O metabolismo de lisina é elevado e ocorre primeiramente pelo
intestino em prematuros, a lisina tem um efeito direto na disponibilidade
sistémica, é usada principalmente para a sintese de proteina e atua como um
precursor para a sintese de carnitina. Carnitina € uma molécula enddgena
envolvida no metabolismo dos acidos graxos, biosintetizada dentro do corpo
humano utilizando aminodcidos: L-lisina e L-metionina”.

A leucina tem um papel importante na formagéo da retina e do SNC, além
disso, como é um aa de cadeia ramificada, apresenta um efeito estimulador
sobre a sintese da proteina, observado no musculo esquelético em
crescimento, € um mediador de inflamacao aguda e pode desempenhar um
papel local de maturacéo no intestino humano em desenvolvimento®’.

Considerando o exposto, este estudo foi feito uma analise comparativa da
composicdo nutricional de aa do LH de banco acrescido de FM85® com o LH
modificado (evaporado e liofilizado).



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o perfil de aminoacidos plasmaticos de recém nascidos pré-
termo muito baixo peso alimentados com trés diferentes dietas de leite humano

de banco de leite modificado.

e Recém nascidos pré-termo alimentados com leite humano de banco de
leite, aditivado com FM85® (NESTLE®).

e Recém nascidos pré-termo alimentados com leite humano de banco de
leite, aditivado com leite humano modificado evaporado.

e Recém nascidos pré-termo alimentados com leite humano de banco de
leite, aditivado com leite humano modificado liofilizado.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Estudar o crescimento dos recém nascidos pré-termo alimentados
com as dietas propostas, comparando medidas de peso, comprimento e

perimetro cefalico.

2.2.2 Avaliar e comparar o perfil de aminoacidos nos recém nascidos

pré-termo alimentados com as diferentes dietas:

2.2.3 Avaliar os marcadores de fungéo renal: uréia, creatinina e albumina

nos recém nascidos pré-termo alimentados com as diferentes dietas.



3. METODOLOGIA
3.1 Estudo da populacao - Amostra

Por se tratar de experimento clinico e de utilizacado de material bioldgico
o projeto dessa pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica da
UFMS (anexo ).

Apos parecer favoravel, foram estudados 30 RNPT, de ambos os sexos,
internados no setor de neonatologia do Nucleo do Hospital Universitario (NHU)
da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS).

Foram incluidos os RNPT que apresentaram idade gestacional inferior a
34 semanas, com peso de nascimento igual ou inferior a 1.500 kg, adequados
ou ndo para idade gestacional, estaveis clinicamente e sem qualquer
malformacéo congénita.

Nao foram incluidos RNPT portadores de patologias congénitas, com
disturbios metabdlicos, anemia, qualquer doenga em atividade (disturbios
respiratérios, manifestacoes do SNC e gastrointestinal) ou que apresentaram
patologias ocasionando piora do quadro infeccioso.

Durante a coleta de dados néo foram incluidos os RNPT que receberam
LH em livre demanda (succdo ao seio) e aqueles cujas maes tinham leite
suficiente para alimentar seus filhos.

A idade gestacional foi avaliada pelo método de Ballard'®. O
crescimento dos RNPT foi acompanhado através da avaliacdo do peso,
comprimento e perimetro cefalico, semanalmente, aferido sempre pelo mesmo
examinador.

A introducéo da dieta, escolha do método e a determinagdo do volume
total a ser ofertado para os RNPT, foram realizadas pelo médico plantonista do
setor ou pelo médico visitador, seguindo a padronizagdo do servico de
neonatologia do NHU da UFMS.

No periodo precedente ao estudo, os RNPT foram submetidos as
normas de rotina do servico de neonatologia do NHU em que a padronizacao
do servico define que a introducdo da alimentacdo enteral para os RNPT
depende fundamentalmente das suas condi¢cdes clinicas. Para dar inicio a
alimentacao enteral, os RNPT deveriam preencher segundo os critérios: ativo e



reativo, hemodinamicamente estavel e com a necessidade de oxigénio na
fracdo inspirada (FiO2) menor que 40% e frequéncia respiratéria menor que 60
respiragdes por minuto, sem distensao abdominal, estase de conteudo géastrico
ou vomitos, sem nutricao parenteral. Todos os RNPT faziam uso de
antibidticoterapia endovenosa profilatica e ndo receberam albumina durante a
coleta de dados.

O volume de leite por oferta, ou seja, o volume — mamada, recebido a
cada 3 horas pelos RNPT que fizeram parte dos trés grupos de estudo foi
definido a partir do protocolo de servico sem interferéncia do pesquisador e o
leite para alimentacdo foi somente feito se liberado pelo controle de
microbiologia e qualidade do banco de leite. Estes dados foram obtidos a partir
das prescricoes médicas diarias.

Os RNPT receberam a dieta especifica do grupo a que iriam pertencer
somente quando atingissem a dieta enteral total (100ml/kg), plena e com boa
tolerancia. Portanto os RNPT fizeram parte dos grupos, assim que iniciaram a
alimentacao completa por sonda gastrica.

Apos os pais ou responsaveis serem informados quanto a natureza do
trabalho e assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido (apéndice 1),
os prematuros foram locados de forma aleat6ria por sorteio prévio em trés
grupos determinados previamente de acordo com o tipo de dieta que
receberiam.

Cada grupo foi formado por 10 RNPT, diferenciado conforme a
alimentacao ofertada. Foram eles:

e Grupo I: RNPT alimentado com leite humano de banco de leite, aditivado
com 5% de FM85® (marca NESTLE®). Determinado pela sigla LHB-
FM85°;

e Grupo Il: RNPT alimentado com leite humano de banco de leite aditivado
com leite humano modificado: evaporado a 20% com extracao prévia da
gordura e lactose acrescido em 80ml de leite humano pasteurizado.
Determinado pela sigla LHB-E;

e Grupo Ill: RNPT alimentado com leite humano de banco de leite,
aditivado com leite humano modificado: liofilizado na forma de pé de
leite humano com extracao prévia da gordura e lactose, acrescido a
100ml de leite humano pasteurizado. Determinado pela sigla LHB-L.



3.2Meétodo

3.2.1. O trabalho foi realizado em trés etapas:

% |. Primeira etapa incluiu o preparo dos aditivos derivados do LHB de

leite e andlise dos constituintes destes leites modificados:
o FM85°
o LHB-E'®
o LHB-L'Y”

% Il. Segunda etapa incluiu a selegdo dos RNPT, a coleta do sangue no
inicio e final da alimentagdo programada de cada crianca dos trés
grupos, avaliacao antropométrica e bioquimica.

% lll. Terceira etapa corresponde a analise do perfil de aminoacidos.

l. Primeira etapa
Preparo dos aditivos e analise dos constituintes

Para o preparo dos aditivos, o LH empregado foi de maes doadoras
voluntarias, cujos filhos nasceram a termo, com periodo de lactacao entre dois
meses e um ano (leite maduro). As amostras de LH natural foram ordenhadas
por meio de expressao manual em domicilio, no posto de coleta de LH no
Hospital Regional de Mato Grosso do Sul - HRMS ou no banco de LH do NHU.

Para que os leites modificados nao tivessem que ser pasteurizados duas
vezes, foi iniciado o processamento utilizando apenas o LH, que teve na
analise de titulagdo de acidez (Acidez Dornic) valor menor ou igual a dois e a
pasteurizacéo ocorreu no final do processo seguido da analise microbiolbgica.

Durante o processamento das dietas modificadas de LH, houve a
preocupacao de manter as suas caracteristicas fisico-quimicas e o menor grau
de contaminacdo. Assim todos os cuidados foram tomados como abaixo
descrito:

Para o descongelamento do leite foi usado um recipiente previamente
higienizado a cada preparo (banho-maria). As pecas da desnatadeira de aco

inox que ficam em contato com o leite foram autoclavadas. O fracionamento



das aliquotas de 80ml de leite para serem evaporados foi feito em recipientes
esterilizados, assim como também o bal&o de vidro do evaporador para o leite.
O leite ja evaporado foi acondicionado em tubos cbénicos de plastico
esterilizados em éxido de etileno para encaminhamento da retirada de lactose.

Todo o procedimento de manuseio do LH foi realizado em capela de fluxo
laminar (LABCONCO®). Foi utilizado equipamento estéril seguindo as normas
para tal procedimento, como a desinfeccao das maos, o uso de luvas, mascara,
avental e gorro.

Com relacao aos possiveis contaminantes nas dosagens de macro e
micro elementos, as vidrarias e 0s recipientes plasticos que armazenaram as
amostras foram lavados de acordo com recomendacdes do “Standard methods
for the examination of water and wastewater’: lavar os recipientes, vidros e
plasticos, inicialmente em agua corrente; colocar os materiais mergulhados em
EXTRAN neutro a 2%, durante 24 horas. (Preparo do EXTRAN a 2%, é diluindo
20ml do detergente em 1000ml de agua deionizada - Miliqué); colocar os
materiais em acido nitrico 30%, por 24 horas. Esses materiais devem ser
totalmente mergulhados na solucao de acido. Para isso foi utilizado recipiente
contendo a solugéo acida, e, dentro dele recipientes menores com alga e fundo
furado, como peneira para facilitar a retirada dos materiais. Apds a retirada,
eles foram enxaguados um a um, com agua deionizada, por dez vezes; a
secagem foi feita em estufa a 40°C; a armazenagem em recipiente e o

manuseio de todo o material foi feito usando luvas plasticas e estéreis.
A. Preparo do aditivo do Grupo I - LHB-FM85 (NESTLE®)

Aditivo lacteo em p6, comercializado pela companhia Nestlé®, destinado
a enriquecer o LH, indicado para alimentar RNMBP. Apresentado na forma de
envelope com 1g, para o seu preparo cada envelope é adicionado em 20ml de
LHB ou preparado na proporcdo de 5g de FM85° (colher medida padrio) para
cada 100ml de pool de LH, conforme determinagao do fabricante.
Os RNPT foram alimentados com LHB, acrescido com aditivo
FM85(NESTLE®). O LH foi processado em banco de leite cuja proteina
corresponde a um composto de proteinas hidrolisadas hipoalergénicas de

lactoalbumina bovina, associada a maltose-dextrina e minerais.



O leite foi pré-aquecido antes de ser ofertado ao lactente com dieta
enteral plena.

B. Preparo do aditivo do Grupo Il - LHB-E

O preparo de LH modificado evaporado foi feito em trés etapas: desnate,
evaporacao e retirada da lactose.

1. Desnate - Retirada da Gordura

Apbs descongelamento de 230ml de leite cru, ele foi desnatado. A
retirada da gordura foi feita com uma desnatadeira do tipo 18GR-100
litros/hora da marca Alfa Laval® (Figura 1), que gira em alta velocidade e
submete o leite a elevada forca centrifuga. Devido a sua menor densidade, a
gordura, durante a rotacdo, fica préxima ao eixo da desnatadeira, sendo
drenada por um pequeno orificio, enquanto que os outros componentes, de
maiores densidades, sdo lancados as paredes e posteriormente para o exterior
por outra saida. E sabido que em média nesse processo ficam retidos 150ml de
leite. ApOs desnate, o volume de leite é fracionado em 80ml e encaminhado

para o evaporador, a préxima etapa.
2. Evaporacao do leite humano

A metodologia de evaporagdo do LH segue de um estudo ja
proposto'®. Para evaporar o leite foi utilizado um evaporador rotativo a
vacuo, Rotavapor-RE da “Buchi”, da marca MARCONI MA 120i © (Figura 2),

O evaporador é composto de um recipiente aquecido e controlado
eletronicamente, contem um baldo de vidro em que acondiciona o leite. Este
recipiente em forma de um baldo fica imerso em banho-maria e conectado a
um sistema de serpentina que flui dgua em temperatura ambiente. A
serpentina envolta em uma cépsula de vidro, integrado ao recipiente de
amostra possibilita a condensacdo do vapor de agua devido ao vacuo
gerado por uma bomba de vacuo acionada pelo operador a temperatura de
60°C com pressao em 62 mmHg.



Os 80ml restantes de LH de banco de leite sem gordura sao
evaporados e o volume é reduzido para 20ml, com concentracao da lactose.

FIGURA 1 - Desnatadeira Alfa Laval®

3. Retirada da lactose

Durante a evaporacdo, as amostras de leite sdo concentradas em
pequenos volumes de teor mineral e protéico e para que ocorra saturagao da
lactose presente no leite. Conseqlientemente ocorre a crioprecipitacao quando
submetidas ao congelamento e centrifugacao.

Para a precipitacao e posterior retirada da lactose, o LH ja evaporado foi
acondicionado a -20°C em tubo plastico cénico com tampa esterilizada por um
periodo de 24 horas, apds esse periodo, o leite foi centrifugado a temperatura
de 4°C a 4000 rpm, durante 20 minutos em centrifuga da marca SIGMA 3K30®
(Figura 3), formando um precipitado de lactose. Para facilitar o descarte deste
precipitado, o leite foi aquecido em banho-maria a 37°C, e com uma pipeta de
vidro estéril (pipeta Pasteur) foi retirado o sobrenadante, desprezado por fim, a
lactose (Figura 4).

Apébs o desnate, evaporacao e retirada da lactose, dos 80ml iniciais do
LH, restou aproximadamente 15+2ml. Este volume restante de leite foi



encaminhado ao banco de LH e adicionado aproximadamente 65+2ml de pool

de LH totalizando novamente o volume inicial de 80ml de leite.

FIGURA 2 — Rotaevaporador MARCONI®
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FIGURA 3 - Centrifuga refrigerada SIGMA 3K30®



FIGURA 4 — Precipitado de lactose depois da retirada do sobrenadante.

C. Preparo do aditivo do Grupo Illl - LHB-L

O preparo de LH de banco modificado liofilizado foi feito em quatro
etapas: desnate, evaporacao, retirada da lactose e liofilizacao.

Os equipamentos utilizados nas etapas de desnate, evaporacao e
retirada da lactose do preparo do LH de banco modificado evaporado sao os
mesmos utilizados para o preparo do LH de banco modificado liofilizado.

1. Desnate - Retirada da Gordura

O processo de retirada da gordura para o preparo do LH de banco
liofilizado é igual ao processo de retirada da gordura para o preparo do LH de
banco evaporado.

2. Evaporacao e Retirada de Lactose

O processo de evaporacao e retirada de lactose para o preparo do LH
de banco liofilizado é igual ao processo de evaporagao e retirada de lactose
para o preparo do LH de banco evaporado. Difere somente quanto ao volume
inicial de 70ml.



3. Liofilizacao

O conteudo de leite transferido para o vidro na etapa anterior foi
congelado a -20°C por um periodo de 24 horas e depois condicionado em um
aparelho liofilizador de bancada da marca EDWARDS® (Figura 5) para serem
submetidos a vacuo por um periodo de 48 horas, o pé de leite foi retirado do
equipamento e enviado ao banco de LH para ser reconstituido com 100ml de
pool de LH de banco, pasteurizado e submetido a analise microbiolégica.

FIGURA 5 - Liofilizador (EDWARDS®).

Il. Segunda etapa
Selecao do RNPT, amostras de sangue para dosagem de
aminoacidos, avaliacao antropométrica e dos marcadores renais.

A. Selecdo dos prematuros

Apoés selecao prévia dos RNPT de acordo com critérios de inclusdo, no
momento em que o RNPT deu inicio a alimentagdo especifica do grupo a que
pertenceu foi preenchido uma ficha padrao constando os dados relevantes para
a pesquisa em questdo. Os RNPT foram acompanhados desde que iniciaram a
alimentacao dos leites modificados por 15+2 dias.



B. Amostras de sangue para dosagem de aminoacidos

Para a anadlise dos aa plasmaticos foram colhidos uma amostra de
sangue venoso pré-prandial (2h30min a 3h apds a ultima mamada) por puncao
percutanea com seringa contendo trés gotas de heparina (efeito
anticoagulante) no inicio antes da primeira oferta da dieta modificada (dieta
plena) e outra amostra no final (1542 dias de dieta) antes da ultima oferta da
dieta modificada. A amostra foi condicionada em tubo de microcentrifuga
(Ependorf) sendo o plasma devidamente separado por centrifugacdo (2500
rom) durante 10 minutos, identificado e congelado a —20°C para posterior
dosagem de aminoacidos, por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (High
Performance Liquid Cromatography - HPLC)

C. Avaliacao antropomeétrica

Foi feito uma avaliacao antropométrica semanal de acordo com a rotina
de antropometria utilizado pelo servico de neonatologia do NHU. O crescimento
foi acompanhado através da avaliacdo do peso, comprimento e perimetro
cefalico, aferido pelo examinador e auxiliado por um colaborador.

Os RNPT foram pesados em balanca eletronica infantil marca Filizola®
sensivel a 5g, tarada antes de cada pesagem, e os valores expressos em
gramas. Na balancga, antes de cada pesagem, foi feito assepsia com alcool 70°
e forrada com papel toalha para todos os RNPT.

O comprimento foi mensurado com uma régua antropométrica
(estadidmetro) modelo infantil, com prévia assepsia com alcool 70°. A medida
foi feita da cabeca a planta dos pés, com o RNPT em decubito dorsal; uma
parte fixa apoiou a cabeca e outra parte mével apoiou os pés, mantendo todo o
corpo em extensao.

O perimetro cefalico foi mensurado com uma fita métrica flexivel,
inelastica graduada em centimetros e milimetros, foi usada como ponto de
referéncia a medida da circunferéncia formada entre glabela - regido occipital -
glabela, com o RNPT em decubito dorsal. A fita métrica também foi higienizada

antes de cada medicao com alcool a 70°.



D. Avaliacao bioquimica dos marcadores de funcao renal

Conforme rotina do servico de neonatologia foi colhida semanalmente de
cada RNPT 1ml de sangue que foi posteriormente analisado quanto aos teores

de uréia, creatinina e albumina.

lll. Terceira etapa
Analise do perfil de aminoacidos

A. Analise do perfil de aminoacidos
Meétodo de determinagdo de aminoacido no sangue

A determinagdo de aminoacidos foi realizada através de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia, no laboratério da Empresa ELE (Exames
laboratoriais e especialidades — Campinas/SP). As amostras foram
transportadas dentro de um recipiente contendo gelo seco, com temperatura
variando entre -30°C a -25°C, transportadas até o referido laboratério em que
foi armazenada em congelador a -20°C até o momento do seu processamento

para analise.

v' O equipamento
O equipamento que foi utilizado, o Cromatdgrafo Liquido de Alta
Pressdo da Shimadzu Corporation, fabricado no Japdo, modelo LC-10. E um
equipamento capaz de separar os aminoacidos de uma determinada amostra e
cujos processamentos, reacdes pré-separacao, sao totalmente automatizados
e comandados por computador. Consta dos seguintes médulos:

o Bomba LC10AD: responsavel pelo transporte da fase A, uma
solugédo de fosfato de sédio de 25 mm/I (milimolar/litro), pH 6,6. Essa solugéao
corresponde a uma mistura de 20ml de acetonitrila, 20ml de metanol e 20 ml de
tetraidofurano para cada litro de tampao fosfato de sédio.

o Bomba LC10AD: responsavel pela fase B uma solucdo de

metanol a 65%.



o Misturador de fases: componente denominado CBM-10A,
programado via computador, que faz a mistura das duas fases, o fluxo final do
sistema corresponde a mistura das fases sendo de 0,8 ml/min, com gradiente
linear e proporcoes de acordo com a tabela 1. As fases A e B sdo submetidas a
pressurizagdo com gas hélio, que promove a desgaseificacdo, ou seja,a
remocao do oxigénio do sistema pela sua combinacdo como hélio. Esse
procedimento evita que o0 oxigénio que se acumula no pistdo das bombas
forme bolhas que impecam a aspiracao e a injecao das fases no sistema.

o Auto injetor SIL-10 A: funciona de acordo com a programacao
feita pelo computador em que promove a reacao pré-coluna das amostras com
o reagente OPA (Ortophital Dialdeido), que resulta em um complexo colorido, o
qual posteriormente é captado em um detector de fluorescéncia. Constando de
um rack com frascos numerados em que sao colocadas as amostras
analisadas, o padrdao e o padrado interno contendo uma seringa com uma
agulha que perfura os septos dos frascos para retirar aliquotas a serem
misturadas e injetadas na coluna de cromatografia.

o Mbdulo CTO 10 A: é o controlador da temperatura da coluna
mantida a 25°C durante o periodo das analises.

o Pré coluna: a coluna é protegida por um sistema de filtro contendo
resina, acoplado imediatamente antes da coluna, por onde passa toda a fase
liguida moével (fases, amostras apods derivatizagao) antes de chegar a coluna
cromatografica e sua funcéo € proteger e prolongar a vida Gtil da coluna.

o Coluna de silica C 18: é aonde ocorre a eluicao ou separacao dos
aminoacidos de acordo com a polaridade e com o peso molecular de cada um.
Coluna da Altech Associaes, Inc (USA), denominado Adsorbosphere OPA-HR

de 150 mm de comprimento, 4,6 mm de didmetro interno e contendo particulas

de 5 um.
TABELA 1 — Gradiente de mistura das fases A e B em fungéo do tempo
Tempo (min) % fase A % fase B
0-1 84 16
36 0 100
4 0 100
41,10 84 16
55 84 16
55,10 Stop Stop




o Detector de fluorescéncia Shimadzu RF 535: com lampada de
xendnio cuja detecgdo dos aminoacidos é feita de 455 nm de emissdo e 335
nm de excitacdo, detectando o complexo colorido, formado na derivatizacdo
entre a amostra e o reagente OPA, gerando um sinal elétrico, captado pelo
detector que é transformado em grafico chamado cromatograma. Com
impressora HP modelo 670C.

o Computador Microtec: responsavel por todos os comandos do

equipamento de acordo com um programa seqlencial pré-estabelecido

v’ A técnica

O sangue descongelado foi primeiramente desproteinizado com metanol
puro. Cada amostra que analisada foi pipetada (10 microlitros) e colocada em
um frasco especial que recebeu uma numeragao com o intuito de identificacao.
Outro frasco devidamente identificado recebeu o OPA, responsavel pela
chamada reacgao pré-coluna, estd € uma substancia que reagiu com o grupo
amino dos aminoacidos que resultou em um complexo molecular colorido
(isoindole) que foi captado pelo detector de fluorescéncia.

Para a preparacao do OPA foram pesados 10 ug, adicionados 250 ul de
mercaptoetanol. Outro frasco recebe a carboximetilcisteina (300
nanomoles/25microlitros), um aminoacido sintético, que nado existe
naturalmente em qualquer material passivel de analise, e que por isso funciona
como padrédo interno. Em cada amostra analisada o padréo interno adicionado,
por ser previamente conhecido, determina o erro da analise calculado pelo
computador. O erro aceitavel é de no maximo 10%. Todos os frascos
identificados previamente foram colocados nas posicdes especificas do auto-
injetor (rack), preestabelecidas na programacdo. O tempo de processamento
para cada amostra desde a sua colocacdo no auto-injetor e inicializacado da
corrida pelo programa, até ser gerado o cromatograma foi em média 1 hora.

A primeira analise realizada, antes das amostras do estudo, é a do
padrdo de aminoacidos, mistura de aminoacidos conhecida como concentracao
de 25 nanomoles/5ml, que determina um cromatograma padrdo, que serve
para avaliar se o sistema esta em equilibrio, calibrado e, portanto, em
condigcdes de processar as determinagdes das amostras. De acordo com a



programacao efetuada no computador realizada por um profissional
capacitado, € acionada a seqUéncia de procedimentos automatizados que
determinam a reacdo pré-coluna, o caminho a ser executado pelo
equipamento, ou seja, a injecao do padrao interno da amostra, a injecao do
OPA na amostra, a mistura destas substancias e a espera de sua reacao,para
ser injetada na coluna cromatografica. A reacao com o OPA produz o complexo
colorido posteriormente detectado. Sequencialmente tem inicio a corrida da
amostra através da coluna dinamizada pelas fases méveis, em que se da a
eluicdo dos aminoacidos ou a separagao propriamente dita de acordo com a
sua polaridade e peso molecular.

Cada aminoécido eluido (complexo colorido) € captado pelo detector
ultravioleta, fazendo a seguir o tracado cromatografico que fornece os dados
qualitativos e quantitativos. A dosagem qualitativa a partir da identificacdo do
tempo de eluicdo em reacdo a mistura padrdo de aminoacidos previamente
conhecida, e a dosagem quantitativa a partir do calculo da area de cada pico
identificado. O OPA utilizado na reacdo pré-coluna nao reage com 0S
aminoacidos taurina, prolina, triptofano os quais ndao foram dosados devido a
esta limitacdo técnica. Os aminoacidos dosados foram: fenilalanina, tirosina,

metionina, treonina, glicina, glutamina, leucina, lisina, valina e histidina.

B - Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada usando a média (X) e o erro padréao 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 versao 2.0. Para os testes com amostras paramétricas foram utilizados para
as comparacoes os testes de ANOVA de uma via de medidas repetitivas e
t’'student pareado. Os demais resultados das variaveis avaliadas neste estudo
foram apresentados na forma de estatistica descritiva ou na forma de graficos e
tabelas. Foi considerado como diferenca significativa valor de “p” menor que
0,05 '%°,



4. RESULTADOS

Quanto ao peso de nascimento dos RNPT, a média foi de 1093,54g. O
peso de nascimento do grupo | (LHB-FM85®) foi de 1171,00+56,36, do grupo |I
(LHB-E) foi de 1126,00 +£98,32 e do grupo IlI (LHB-L) foi de 989,44+72 57.
ANOVA de uma via de medidas repetitivas (p=0,16) com pds teste de Tukey,
sendo ndo significativa a diferenga entre os grupos.

4.1 Antropometria dos RNPT dos diferentes grupos estudados.

De acordo com dados antropométricos dos RNPT, foi avaliado o
crescimento em peso, comprimento e perimetro cefalico. Para o ganho (medida
final — medida inicial), para as trés variaveis, foi realizado o teste ANOVA de
uma via de medidas repetitivas com péds teste de Tukey.

Quanto ao ganho de peso (g) dos RNPT estudados, o grupo | (LHB-
FM85®) foi de 187,50+27,47, do grupo Il (LHB-E) foi de 132,00+44,77 e do
grupo Il (LHB-L) foi de 225,89+39,21, sem diferenga significativa entre os
grupos. O resultado referente ao ganho de peso esta ilustrado na figura 6.

Quanto ao comprimento (cm) dos RNPT estudados, o grupo | (LHB-
FM85®) foi de 1,51+0,30, do grupo Il (LHB- E) foi de 1,80+0,79 e do grupo llI
(LHB-L) foi de 1,81+0,31.

Quanto ao perimetro cefalico (cm) dos RNPT estudados, o grupo | (LHB-
FM85®) foi de 1,10+0,33, do grupo Il (LHB-E) foi de 1,71+0,39 e do grupo IlI
(LHB-L) foi de 2,00+£0,31. Destaca-se a diferenca significativa para o perimetro
cefalico nos grupos Il e Ill. Os resultados referentes ao comprimento e
perimetro cefalico estéo ilustrados na figura 7.

4.2 Concentracoes dos aminoacidos plasmaticos

Os resultados referentes a concentragcdo de aminoacidos essenciais e
nao essenciais da primeira coleta de sangue (antes do inicio da alimentacao
com a dieta referida, momento -1) em relacdo com a segunda coleta de



sangue (apds a ultima alimentacdo com a dieta referida, momento 15 dias) foi
realizada por meio do teste paramétrico t’- student pareado.
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Figura 6 — As colunas representam os valores médios e as barras o erro
padrao da média, diferenca ndo significativa entre os grupos (p= 0,28).
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Figura 7 — As colunas representam os valores médios e as barras o erro
padrao da média. Diferenca nao significativa entre os grupos quanto ao
comprimento, p=0,82. *Diferenca significativa entre os grupos | (LHB-FM85®) e
[Il (LHB-L) quanto ao perimetro cefélico p=0,04 (p<0,01).



No grupo | (LHB-FM85®), para o amino4cido fenilalanina a média+erro
padrdao da média foi de 11,9%£1,22 e 29,72+0,73 respectivamente. Para o
aminoacido leucina foi de 25,25+1,09 e 31,02+2,23. Para o aminoacido
metionina foi de 3,47+0,57 e 16,51+0,59. Para o aminoacido treonina foi de
20,54+1,74 e 67,745,04. Para o aminoéacido glicina foi de 25,18%42,42 e
50,38£3,18. Para o aminoacido lisina foi de 15,95+0,86 e 21,87+0,99. Para o
aminoacido valina foi de 19,89+1,70 e 76,54+1,67. Para o aminoacido histidina
foi de 14,50+1,08 e 61,18+2,01.

Os resultados referentes a concentracao de aminoacidos essenciais do
grupo | (LHB-FM85®) estao ilustrados na figura 8.
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Figura 8 - Grafico ilustrando a concentragdo dos aminoacidos essenciais
plasmaticos do grupo | (LHB-FM85®). Os simbolos representam os valores
médios e as barras o erro padrdao da média. * Diferenca significativa em relacédo
ao tempo dos aminoécidos fenilalanina p<0,0001, metionina p<0,0001, treonina
p<0,0001, glicina p<0,0007, lisina p <0,007, valina p<0,0001 e histidina
p<0,0001. Diferenca nao significativa para o aminoéacido leucina p=0,07.

O resultado referente a concentracdo de aminoacidos ndo essenciais da
primeira coleta de sangue em relacédo a segunda coleta de sangue do grupo |
(LHB-FM85®), para o aminoacido tirosina foi de 11,21+0,78 e 34,34+2,39 e
para o aminodacido glutamina foi de 11,04+0,19 e 17,3£1,02.



Os resultados referentes a concentracao de aminoacidos nao essenciais
do grupo | (LHB-FM85®) estao ilustrados na figura 9.
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Figura 9 - Grafico ilustrando a concentracdo dos aminoacidos nao essenciais
plasmaticos do grupo | (LHB-FM85®). Os simbolos representam os valores
médios e as barras o erro padrao da média. * Diferencga significativa em relacao
ao tempo dos aminoacidos tirosina p<0,0001 e glutamina p<0,001

Os resultados referentes a concentracdo de aminoacidos essenciais da
primeira coleta de sangue em relacdao a segunda coleta de sangue do grupo
II (LHB-E), para o aminoacido fenilalanina foi de 11,72+1,04 e 13,44+0,61
respectivamente. Para o aminoacido leucina foi de 25,59+0,89 e 25,43+0,85.
Para o aminoacido metionina foi de 3,40+0,41 e 10,01+0,73. Para o aminoacido
treonina foi de 20,61+£1,07 e 94,35+2,95. Para o aminoacido glicina foi de
26,02+2,64 e 44,54+3,60. Para o aminodcido lisina foi de 15,46+£0,95 e
26,10£1,45. Para o aminoacido valina foi de 19,26+1,47 e 74,98+2,88. Para o
aminodcido histidina foi de 14,87+0,92 e 35,79+3,87. Os resultados referentes
a concentracao de aminodacidos essenciais do grupo Il (LHB-E) estéo ilustrados
na figura 10.

Os resultados referentes a concentracdo de aminoacidos nao essenciais
da primeira coleta de sangue em relacdo com a segunda coleta de sangue
do grupo Il (LHB-E), para o aminoacido tirosina foi de 11,22+0,84 e 16,41+0,91 e
para o aminoacido glutamina foi de 11,37+0,27 e 21,194£1,34. Os resultados



referentes a concentragdo de aminoacidos nao essenciais do grupo Il (LHB-E)
estao ilustrados na figura 11.
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Figura 10 - Grafico ilustrando a concentragdo dos aminoacidos essenciais
plasmaticos do grupo Il (LHB-E). Os simbolos representam os valores médios e
as barras o erro padrdao da média. * Diferenca significativa em relacao ao
tempo dos aminoacidos metionina p<0,0001, treonina p<0,0001, glicina
p<0,0003, lisina p<0,0002, valina p<0,0001 e histidina p<0,0007. Diferenga ndo
significativa para os aminoacidos fenilalanina p=0,22, leucina p=0,87

Os resultados referentes a concentracdo de aminoacidos essenciais da
primeira coleta de sangue em relacdo a segunda coleta de sangue do grupo llI
(LHB-L), para o aminoé&cido fenilalanina foi de 11,3x1,18 e 15,42+0,83
respectivamente. Para o aminoacido leucina foi de 26,00+0,92 e 28,09+1,32.
Para o aminoacido metionina foi de 4,65+0,49 e 11,08+0,63. Para o aminoé&cido
treonina foi de 20,74+1,52 e 98,2413,28. Para o aminoacido glicina foi de
25,71+2,18 e 41,48+3,20. Para o aminoacido lisina foi de 16,55%£0,91 e
27,08£3,03 Para o aminoacido valina foi de 19,59+2,18 e 72,24+1,54 Para o
aminodcido histidina foi de 15,16+0,99 e 34,02+2,93. Os resultados referentes
a concentragdo de aminoacidos essenciais do grupo Il (LHB-L) estédo
ilustrados na figura 12. Os resultados referentes a concentracdao de
aminoacidos nao essenciais da primeira coleta de sangue em relagdo com a
segunda coleta de sangue do grupo lll (LHB-L), para o aminoé&cido tirosina foi
de 10,68+ 0,69 e 17,4940,74 e para o aminoacido glutamina foi de 11,53+0,36



e 24,62+1,92. Os resultados referentes a concentracdo de aminoacidos nao
essenciais do grupo Il (LHB-L) estéao ilustrados na figura 13.
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Figura 11 - Gréfico ilustrando a concentracao dos aminoacidos plasmaticos nao
essenciais do grupo Il (LHB-E). Os simbolos representam os valores médios e
as barras o erro padrao da média. * Diferenca significativa em relacao aos
aminoacidos tirosina p<0,001, glutamina p<0,001.
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Figura 12 - Grafico ilustrando a concentragdo dos aminoacidos essenciais
plasmaticos do grupo Il (LHB-L). Os simbolos representam os valores médios
e as barras o erro padrao da média. *Diferenca significativa em relagcdo aos
aminoacidos metionina p<0,0001, treonina p<0,0001, glicina p<0,001, lisina
p<0,01, valina p<0,0001 e histidina p<0,0001. Diferenca nao significativa para
0s aminodcidos fenilalanina p=0,001 e leucina p=0,08
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Figura 13 - Grafico ilustrando a concentragdo dos aminoacidos ndo essenciais
plasmaticos do grupo Il (LHB-L). Os simbolos representam os valores médios
e as barras o erro padrao da média. * Diferencga significativa em relacdo aos
aminoacidos tirosina p<0,0001 e glutamina p<0,001.

4.3 Diferenca na concentracdao dos aminoacidos nos diferentes

grupos do estudo.

Os resultados referentes a concentragdo de aminoacidos em relagao a
segunda coleta de sangue (momento 15 dias) quando comparados 0s grupos,
| (LHB-FM85®), Il (LHB-E) e Il (LHB-L) para todos os aminodacidos, foi
realizado o teste ANOVA de uma via de medidas repetitivas com pés teste de
Tukey. Os resultados referentes a diferenca de concentracdo dos aminoacidos
nos grupos do estudo estao ilustrados na tabela 2 e figura 14.



Tabela 2 - Diferenca na concentracdo dos aminoacidos dos recém nascidos
pré-termos nos diferentes grupos do estudo.

Aminodcido
ANOVA
p
Fenilalanina
p<0,0001
Tirosina
p<0,0001
Metionina
p<0,0001
Treonina
p<0,0001
Glutamina
p<0,006
Histidina
p<0,0001
Glicina
p<0,15
Lisina
p<0,17
Valina
p<0,36
Leucina

p<0,15

* Significativo ** Extremamente significativo

X+EPM Pos teste Tukey
p
LHB-FM85 LHB-E LHB-L Gl-Gll Gll - Gl - Glll
Gl Gll Glil Glll
29,72+0,73 13,44+0,61 15,5+0,83 **p<0,0001 p>0,05 ** p<0,0001
34,34+2,39 16,410,91 17,49+0,74  *p<0,001 p>0,05 *p<0,001
16,51£0,59 10,01£0,73  11,08+0,63 *p<0,01 p>0,05 *p<0,01
67,745,04 94,35+2,95  98,24+3,28 *p<0,01 p>0,05 *p<0,01
17,3+1,02 21,19+1,34  24,62+1,92 p>0,05 p>0,05 *p<0,01
61,18+2,01 35,79+3,87  34,02+2,93  *p<0,001 p>0,05 *p<0,001
50,38+3,18 44,54+3,11 41,4843,20
21,87+0,99 26,1+1,45 27,08+3,03
76,54+1,67 74,98+2.88 72,24+1,54
31,02+2,23 25,43+0,85  28,09+1,33
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Figura 14 - Grafico ilustrando a concentracdo dos aminodacidos plasmaticos. As colunas
representam os valores médios € as barras o erro padrao da média. *Diferenca significativa dos

aminoacidos em relagdo aos grupos.

4.3 Dados de conferéncia dos RNPT dos diferentes grupos

estudados.

Tabela 3 - Dado inicial e final dos marcadores de funcdo renal nos recém
nascidos pré- termo nos diferentes grupos de estudo.

Gru pos Uréia Creatinina Albumina
Inicial Final Inicial Final Inicial Final
LHB-FM85® 15,50 16,70 0,64 0,43 2,63 2,85
LHB - E 25,80 12,20 0,47 0,50 2,95 2,88
LHB - L 21,11 15,33 0,56 0,39 3,08 3,12




5. DISCUSSAO

"O recém nascido prematuro tem somente trés
necessidades essenciais: calor humano da mae,
a certeza da sua presenca e do leite de seus
peitos. Somente o aleitamento materno satisfaz a
todos os trés."” Colette Clark

Em se tratando de aditivos para o LH em RNPT, estudos da qualidade e
composicoes dos aa nas diversas preparacdes sdo geralmente conduzidos a
fim de aprimorar a dieta para essa RNPT''’, pois o perfil de aa é mais
adequado quando os bebés sdo alimentados com a composicdo do LH '"":112,

Aditivos derivados do LH tém sido estudados desde décadas passadas
13115 o hoje h& estudos que utilizam técnicas de evaporagdo e liofilizagdo
106,107,116,117,.

O primeiro relato’®

comparando a proteina do LH com hidrolisado
protéico heter6logo para alimentar RNPT foi conduzido no ano de 1947, os
RNPT alimentados com proteina heter6loga tiveram maior ganho de peso do
que aqueles alimentados com “pool/”de LH.

Em 1961, foram testados aditivos contendo hidrolisado protéico
heter6logo com teores variando de 1,7 a 7,7g/kcal na tentativa de relacionar
com o crescimento. Notaram que prematuros com uso de 2,5kg/proteina
ganharam pouco peso. Ja as criangas alimentadas com 3,8kg/proteina o
ganho de peso foi satisfatorio, enquanto que, inadvertidamente, os recém
nascidos que receberam ingestao de proteina em excesso como 8kg/proteina,
o crescimento havia diminuido e a mortalidade foi significativamente maior do

que aqueles alimentados com outras dietas'"®.

No ano de 1990, foi observado'®

que se utilizado aditivo derivado do LH
para enriquecer o préprio LH na alimentagdo de RNPT, o perfil de aa
sanguineo destas criancas, se assemelha ao perfil de aa encontrado em RNT
alimentados com LH, sendo este considerado como padrdo ouro'?'.

Estudos avaliaram o perfil de aa sanguineo de RNPT alimentados com
LH aditivado com FM85® e observaram que ha necessidade da melhor
adequacao da proteina ofertada por este aditivo. O hidrolisado protéico
heter6logo pode resultar em modificacbes dos macronutrientes bioquimicos e

também pode interferir no neurodesenvolvimento do RNPT 22123,



A razdo do presente estudo se deu na valorizagdo do aditivo do LH, fator
crucial da diferenca das dietas dos RNMBP. A oferta das dietas teve como
propésito verificar o0 comportamento nutricional dos diferentes grupos de
criangas alimentadas. Para isso contamos com grupos os mais homogéneos
possiveis, em relacdo ao peso de nascimento; todos os RNPT apresentaram
caracteristicas semelhantes.

De acordo com os dados antropométricos dos RNPT, foi avaliado o ganho
do crescimento em peso, comprimento e perimetro cefalico. Em nossos
resultados foi observado que, os alimentados com o aditivo liofilizado tiveram
maior ganho de peso, porém n&o houve diferenga significante em relacao aos
outros grupos estudados, os alimentados com aditivo evaporado tiveram menor
ganho de peso préximo a aqueles alimentados com hidrolisado protéico
heter6logo também sem diferenca estatistica.

Quanto ao ganho de comprimento dos RNPT alimentados com os aditivos
liofilizado e evaporado foi praticamente maior, porém sem significancia quando
comparado aos alimentados com o hidrolisado protéico heterélogo.

Enquanto que o ganho do perimetro cefalico, nos RNPT alimentados com
aditivo liofilizado, foi significativamente maior que os RNPT alimentados com
hidrolisado protéico heterélogo. O perimetro cefélico dos RNPT alimentados
com aditivo evaporado néo teve diferenca significativa em relacdo ao aditivo
liofilizado.

Talvez o maior crescimento craniano deva ser pelo perfil de aa do LHB-L.
Isso porque a composigao basica inicial das diferentes dietas foi semelhante,
porém com teor protéico maior no aditivo liofilizado, demonstrado pelas
anélises bioquimicas realizadas'”’.

Em relacdo ao ganho de peso, comprimento e perimetro cefélico quando
comparamos nossos resultados com o que seria esperado para o crescimento
fetal proposto em um estudo realizado em 2008, que relata que o aditivo de
hidrolisado protéico heterélogo proporcionou menor crescimento cerebral em
comparacdo aos grupos alimentados com LH aditivado com proteina
homéloga'®'.

Um aspecto que deve ser analisado € o crescimento insatisfatorio do
perimetro cefalico observado em RNMBP, um estudo concluiu que uma menor
circunferéncia da cabeca pode estar associada a resultados adversos quanto



ao desenvolvimento neuropsicomotor em longo prazo das criancas
acompanhadas, principalmente quando essas criancas sdo alimentadas com
hidrolisado protéico heterélogo para RNPT 24726,

No presente estudo, o Unico paradmetro de crescimento que apresentou
diferenga significativa entre os trés grupos estudados foi o crescimento do
perimetro cefalico. Provavelmente a interacdo dos nutrientes adicionados ao
LH, tanto o aditivo evaporado quanto o liofilizado promovam uma melhor
biodisponibilidade e melhor absorcao de nutrientes.

O maior crescimento do perimetro cefalico nos RNPT que receberam
aditivo liofilizado ndao pode ser explicado pelo maior aporte de acidos graxos
poliinsaturados de cadeia longa, pois teoricamente tanto os aditivos homologos
quanto o aditivo heterdlogo ndo acrescentam gordura ao LH. A qualidade
melhor dos aa ofertados pelo aditivo homélogo com provavel suprimento maior
de determinados aa em detrimentos de outros, pode estar implicada no melhor
crescimento cerebral.

Devido ao melhor crescimento, podemos destacar em nossa pesquisa a
importancia de um aditivo oriundo do LH nas dietas para alimentar RNPT para
um possivel melhor neurodesenvolvimento.

Pesquisadores'?’ compararam o crescimento de RNMBP em ventilagao
mecanica com 0s que nao necessitaram de ventilacdo mecénica, por cinco
semanas apos o nascimento. O parametro de ventilagdo mecanica foi utilizado
pelos autores como marcador de severidade do quadro clinico. Todos os
RNPT receberam no periodo de nutricdo enteral total, LH aditivado com
FM85®, com o intuito de manter 115 a 135 kcal/kg/dia e 3 a 4g/kg/dia de
proteina. O crescimento observado foi abaixo do esperado, os RNPT ganharam
em média 8,2 a 9,7g/kg/dia em peso, 0,8 a 1,0cm/semana em comprimento e
0,45 a 0,60cm/semana no perimetro cefalico.

Quando comparamos os resultados observados por estes autores com os
resultados encontrados no presente estudo observa-se que, 0 grupo que
recebeu aditivo de LH liofilizado, as taxas de ganho de peso e perimetro
cefalico tiveram uma tendéncia a serem maiores que aquele grupo que recebeu
aditivo FM85® demonstrado numericamente.

Estudiosos'® observaram que a velocidade de crescimento em

comprimento ndao tem diferenca nas primeiras cinco semanas apds o



nascimento, a partir de entdo, ha uma desaceleragdo no ganho em
comprimento. Esta medida variou de 0,92cm/semana a 1,0cm/semana, maior
nos RNPT com peso entre 1.250g e 1.500g. O crescimento do perimetro
cefélico apresentou uma aceleracdo nas primeiras quatro semanas, sendo
maior para o grupo de RNPT entre 750g e 1000g, 0,80cm/semana quando
comparado com o crescimento de 0,75cm/semana dos RNPT com peso entre
1.000g e 1.5009; a partir de entdo a velocidade de crescimento se mantém
constante de 0,85cm/semana para os menores e 0,80cm/semana para 0s
maiores.

A importancia do conhecimento destes detalhes do crescimento esta no
fato de que no presente estudo os RNPT foram acompanhados durante as
primeiras cinco semanas de idade pdés-natal, sendo que uma grande parte
deles foi 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. Isto dificulta a comparacdo com outros estudos, que
acompanharam o crescimento de RNPT até a alta hospitalar ou mais.

Em 2003 e 2004 estudos semelhantes '?*'° compararam grupos de
RNPT alimentados com LH e LH aditivado durante 30 dias ou até a alta
hospitalar e observaram um ganho de peso nesse periodo de 335g, 1,9cm em
comprimento e 1,9cm em perimetro cefalico nos RNPT alimentados com LH
aditivado. Quando comparamos com as médias do crescimento em apenas 15
dias de acompanhamento, observamos que houve um crescimento satisfatorio
em todos os parametros avaliados. O estudo justificou o crescimento de peso
reduzido quando comparado com outros estudos, em decorréncia do curto
periodo de observagéao.

No ano de 2005™" uma pesquisa comparou trés grupos de RNPT
alimentados com LH acrescido de aditivos comerciais e LH prematuro,
acompanhou-os por 90 dias ou até a alta hospitalar. Nos RNPT alimentados
com LH aditivado, observaram um ganho de 17,1g/kg/dia de peso,
1,2cm/semana de comprimento e 0,9cm/semana de perimetro cefélico.

Ao compararmos estes resultados com os encontrados no presente
estudo, observamos que o ganho de todos os parametros de crescimento

foram maiores no estudo de 2005. Talvez o resultado de maior ganho



observado pelo estudo realizado em 2005, seja pelo periodo de
acompanhamento por mais tempo.
A superioridade do LH na alimentacdo de RNPT ja esta bem

documentada’?. Um estudo'®®

retrospectivo da suporte aos estudos de outros
pesquisadores'* do assunto, pela observacdo de que o LH tem impacto
importante no crescimento cerebral e no desenvolvimento, mesmo quando nao
promove grande ganho de peso, reforcando o conceito de que o 6timo
crescimento pés-natal de RNMBP ainda ndo é conhecido. Contribuem para
esta afirmacdo os achados™® de que acelerar o ganho de peso de RNMBP
pode levar as consequéncias futuras em relacdo a obesidade, resisténcia
insulinica e problemas cardiovasculares.

Fica claro que o conhecimento do que é 6timo em nutricio de RNMBP
ainda nao é totalmente conhecido, enquanto isso pesquisadores devem estar
compromissados com o0 que parece ser o ideal, que ndo cause alteracdes
funcionais em curto prazo e traga melhor desenvolvimento em longo prazo.
Neste aspecto, enriquecer o LH com aditivo contendo proteina homdéloga, como
0 proposto neste estudo, parece ser mais apropriado.

Estudo'® sugere que para anélise do perfil de aa as amostras de sangue
devam ser colhidas imediatamente antes da alimentacdo, assim pode-se
analisar o perfil de aa sem a interferéncia da dieta posteriormente ofertada.

A metodologia referida acima foi seguida no que diz respeito ao momento
das coletas do sangue, observou-se que a maioria das amostras tomadas
antes da primeira dieta do primeiro dia os valores dos aa eram
significativamente menores do que aqueles tomados imediatamente apds a
ultima dieta no décimo quinto dia.

Quanto aos resultados referentes a concentracdo de aa essenciais em
relagdo as coletas de sangue dos RNPT alimentados com o hidrolisado
protéico heter6logo, todos os valores foram significativamente maiores na
segunda coleta, exceto o valor da leucina que aumentou, porém sem
significancia. Os resultados referentes a concentragdo de aa nao essenciais, 0s
valores de tirosina e glutamina, foram significativamente maiores, isto é se
comportando como 0s aa essenciais.

E quanto a concentragdo de aa essenciais dos RNPT alimentados com

os aditivos evaporado e liofilizado se comportaram de maneira semelhante,



todos os valores dos aa foram significativamente maiores na segunda coleta,
exceto para os valores de fenilalanina e leucina que aumentaram, porém sem
significancia. Os resultados referentes a concentragdo de aa n&o essenciais, 0s
valores de tirosina e glutamina, foram também significativamente maiores.

Ressaltamos que a distribuicdo de certos aa no hidrolisado protéico
heter6logo oferecido aos RNPT estudados possa ser uma hipdtese que
contribua para a diferenca observada no que se refere ao crescimento do
perimetro cefalico. Os LH aditivados, evaporado e liofilizado, aumentaram o
teor protéico, sempre com uma proporcionalidade da distribuicdo do LH
original.

Os valores de fenilalanina se apresentam ndo proporcionais em RNPT
alimentados com hidrolisado protéico heterélogo, pois a capacidade de
degradagao deste aa é maior em RNPT que recebem leite rico em caseina'®’.

Apesar do aumento significativo dos valores de fenilalanina, néo
observamos repercussdao metabdlica importante nos RNPT alimentados com
hidrolisado protéico heter6logo no decorrer do estudo, mas estudos admitem
que em longo prazo possa ser um fator ruim no desenvolvimento cognitivo'®.

Embora o ganho das medidas antropométricas dos RNPT alimentados
com hidrolisado protéico heterélogo foi considerado normal, niveis elevados de
fenilalanina pode predispor a acidose metabdlica, ter formacdo de substancias
téxicas no cérebro, déficits cerebrais, cognitivos e disturbios no crescimento.

Autores concluiram que altas concentracdes de aa na dieta ndo melhoram
o crescimento neonatal, e podem até ser desfavoraveis em termos de
tolerancia metabdlica. Por ndo haver diferenga no crescimento dos trés grupos
estudados, isto parece implicar que um alto teor de aa ndo é usado para o
anabolismo, sendo provavelmente oxidado '*°4°,

Quando foi comparado a concentracdo de fenilalanina entre os RNPT
alimentados com as diferentes dietas, verificou que RNPT alimentados com
hidrolisado protéico heterdlogo tiveram indices séricos maiores deste aa,
extremamente significativos, quando comparados com aqueles RNPT
alimentados com os aditivos evaporado e liofilizado. Assim, o nivel de
fenilalanina foi maior nos RNPT alimentados com hidrolisado protéico
heterélogo, e apresentaram indice menor do perimetro cefalico quando
comparados com aqueles alimentados com aditivos de LH.



A tirosina um aa nao essencial, provém tanto da ingesta diaria de proteina
como da sintese endégena a partir da hidroxilacdo da fenilalanina™', com
aumento da ingesta de fenilalanina, ocorre a inibicdo da enzima tirosinase,
aumentando a disponibilidade de tirosina, podendo ocasionar um efeito
deletério no desenvolvimento cerebral levando as conseqiéncias como
disturbio do sono, déficit de memoéria, dificuldade de atencéo e concentragéo'®’.

Supbe-se que o0s niveis de tirosina sérica elevados nas primeiras
semanas de vida sejam prejudiciais para o SNC em desenvolvimento, além de
ser quimicamente semelhante a fenilalanina, ela provoca inibicao da
mielinizagdo, resultando em prejuizo para o desenvolvimento'*.

Os RNPT alimentados com hidrolisado protéico heter6logo apresentaram
valores mais elevados de fenilalanina, como consequiéncia valores elevados
também de tirosina. Podemos sugerir que o metabolismo destes aa depende
de um sistema enzimatico complexo, que no RNPT ainda é precario. Assim, o
aumento das concentracdes plasmaticas de tirosina nos RNMBP estudados
pode estar diretamente relacionado com a proteina do seu aditivo na dieta.
Estes resultados podem oferecer evidéncias adicionais para a limitada
capacidade do RNPT catabolizar tirosina.

Também é de interesse o metabolismo da metionina, pois estudos '#%'4
sugerem que o RNPT é incapaz de converter metionina em cisteina, com isso
o desenvolvimento da atividade da metionina nao é eficiente por algum tempo

apés o parto'®. Ja outros estudos'*® 4

mostram que RNPT desenvolve a
capacidade de converter metionina rapidamente apés o nascimento.

Quando o hidrolisado protéico heterélogo foi oferecido, talvez como
consequéncia da imaturidade de algumas vias metabdlicas, os niveis de certos
aa (fenilalanina, tirosina e metionina) apresentam-se elevados. Ja os aditivos
de LH por conterem menores concentragdes desses aa apresentam-se mais
equilibrados. A sugestdao é que o aditivo do LH cause menos sobrecarga
metabdlica do que o hidrolisado protéico heterdlogo, bons resultados refletiram
na importancia do crescimento do perimetro cefdlico nos RNPT aqui
estudados.

Outro motivo da alta concentracdo plasmatica da metionina nos RNPT
alimentados com hidrolisado protéico heterélogo quando comparadas com dos

RNPT alimentados com aditivos de leite humano, pode ser resultado do



metabolismo desse aminoacido, devido a imaturidade da crianga, ou devido
maior contetido de caseina do aditivo heterélogo™®.

Estudos mostraram que RNPT com alto indice de metionina, eram
alimentado com hidrolisado protéico heterélogo, e ao substituir por um aditivo
de origem de LH o qual apresenta menor conteldo de metionina, os indices
foram menores. Esse dado mostra que a causa mais comum de
hipermetioninemia isolada em RNPT esta no consumo de metionina em
excesso através de dietas contendo proteina heterdloga usadas para
alimentacdo™' ">,

Evidencias mostram os efeitos de determinados aa na dieta,
particularmente da treonina, na barreira intestinal, pois aparenta ser de
fundamental importancia para a manutencao para um bom funcionamento do
intestino prematuro'®. Resultados sugerem que hidrolisado protéico heterélogo
em comparacao com proteina do LH em RNPT reduz o crescimento da mucosa
intestinal. Assim, a diminuicdo do metabolismo de treonina intestinal e da
funcdo da barreira intestinal, pode predispor o RNPT alimentado com
hidrolisado protéico heter6logo ao desenvolvimento da enterocolite
necrosante'®.

Os RNPT alimentados com aditivos de LH apresentaram valores maiores
de treonina e valores menores de fenilalanina, tirosina e metionina. Enquanto
os RNPT alimentados com hidrolisado protéico heterélogo apresentaram
valores menores de treonina e valores maiores de fenilalanina, tirosina e
metionina.

Estudo observou que valores de treonina se apresentam em quantidades
menores no LH prematuro quando comparados ao leite maduro'’. Esse estudo
vem a fortalecer a idéia de adicionar o LH para prematuros, sendo que o leite
utilizado para a nossa pesquisa foi o leite maduro, pois acredita ser a melhor
opcao nutricional, principalmente quando aditivado com proéprio LH.

Estudo realizado em 2007

sugere que o metabolismo da treonina em
RNPT durante a vida pds-natal precoce é alto, o aparecimento sistémico de
treonina nos RNPT alimentados com aditivos de LH é resultado ndo somente
de uma dieta mais adequada, como também de uma melhor digestdo '>°'¢°.
Portanto, a observacdo mais surpreendente a emergir neste estudo foi o

elevado valor de treonina nos RNPT alimentados com aditivo de LH.



Portanto, o LH aditivado com FM85® ndo nos mostrou proporcionar uma
concentracdo sanguinea adequada de fenilalanina, tirosina, metionina e
treonina em comparacao com LH aditivado oriundo do proprio LH.

" ho qual foi

Nossos resultados sdo similares aos de outro estudo
observado que os niveis plasmaticos da treonina eram superiores em RNPT
alimentados com LH comparados com aqueles alimentados com hidrolisado
protéico heterélogo, porém o crescimento em peso e comprimento foram os
mesmos em ambos 0S grupos.

Outro aminoacido estudado, a glutamina, deve ser ofertado em
quantidade adequada, porém ainda faltam informacdes confiaveis sobre o
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contetdo de glutamina no LH'®, Estudo
de glutamina no LH de maes ap6s parto de RNPT e a RNT, e foi observado
que o teor de glutamina diminui durante da lactacéo.

Em nosso trabalho apresentamos dados sobre os valores de glutamina
em RNPT, nos alimentados com aditivo liofilizado os valores foram
significativamente maiores do que nos RNPT alimentados com hidrolisado
protéico heterélogo. E nos RNPT alimentados com aditivo evaporado os
valores de glutamina nao tiveram diferenga significativa em comparacdo com
0s outros dois grupos.

A glutamina é um dos aa mais abundantes no LH' assim o aditivo de
LH nos parece ser um estimulo fundamental para a fungado intestinal e
consequentemente para o crescimento de RNPT, e a sua composicdo de aa,
por exemplo, glutamina e a treonina sdo necessarias para manter funcoes
especificas intestinais em RNPT, porém os valores adequados destes aa ainda
néo estdo bem estabelecidos.

Tem sido sugerido que a glutamina pode beneficiar RNPT em
aleitamento materno, particularmente RNMBP, logo apds o nascimento.
Concentragdes sanguineas de glutamina sdao mais elevadas em RNPT
alimentados com LH do que em RNPT alimentados com hidrolisado protéico
heterdlogo 1>,

Além disso, os RNMBP por apresentarem reservas energéticas reduzidas e
pouca musculatura esquelética, sdo mais susceptiveis a estados de deficiéncia de
glutamina e, portanto um suporte do LH aditivado com prépria proteina do LH
pode ter resultados benéficos ao RNPT, devido as caracteristicas intrinsecas



deste aa: promover o crescimento; favorecer a maturagao do trato gastrintestinal;
prevenir a enterocolite necrosante; melhorar o balanco nitrogenado através da
reducdo do catabolismo protéico; proporcionar melhor desenvolvimento e
funcionalidade das células do sistema imune e possibilitando maior resisténcia as
infeccdes 0718,

A concentracdo plasmatica do aa histidina foi significativamente menor
nos RNPT alimentados com aditivos de LH do que nos RNPT alimentados com
hidrolisado protéico heterélogo. Enquanto os aa lisina, glicina, valina e leucina
nao tiveram diferencgas significativas entre os LH aditivados.

Para avaliar se o LH doador pasteurizado satisfaz as necessidades
nutricionais dos RNPT, em termos de acidos graxos livres e aa, um estudo coletou
amostras de doadoras de LHB e a composi¢cées de aa nas amostras de leite das
doadoras foram medidos antes e apds a pasteurizagdo e os valores foram
comparados. Os resultados mostraram que a pasteurizacdo ndo influencia na
composicao de aa do LHB. O estudo conclui que o LHB nao é afetado pela
pasteurizagcdo, pois 0s aa sao termicamente estaveis, mas apresentam baixas
concentracdes de histidina e que a adi¢gao nutricional direcionada de LH doador
para alimentacdo de RNPT deve ser necessaria'®.

O conteudo de lisina é indicador de qualidade de proteina e valor
nutricional do leite. Muitos estudos examinaram os efeitos da extracéo,
tratamento e armazenamento de LH e seus componentes. Um destes
estudos'”® investigou o contetido disponivel de lisina no LH e as variagdes em
lisina resultante da manipulacao de leite. Apesar da manipulacao através do
armazenamento a frio ou calor ndo afetar o teor de proteina do LH, a qualidade
de proteina é modificada, pois o0 estudo sugere que a pasteurizacdo provoca
uma perda muito significativa de lisina disponivel.

A concentragdo plasmatica de lisina analisada nos RNPT nao foi
significativa quando comparado entre os grupos estudados. Nao podemos
afirmar que a pasteurizacao ou o resfriamento alterou a concentragéo de certos
aa, especialmente da lisina. Os valores plasmaticos de valina também foram
estatisticamente sem significancia entre os grupos estudados.

Outro estudo'”

avaliou o padrao de aa em RNPT alimentados com
hidrolisado protéico heterdlogo por periodo prolongado, e observou que 0s aa

fenilalanina, metionina, glicina e valina, foram significativamente maiores no



grupo alimentado com hidrolisado protéico heterélogo do que no grupo
alimentado com LH. Talvez no presente estudo o curto periodo de observagao
nao tenha resultado em alguma diferenca dos aa que nao foram significativos.

No que se refere o valor da concentragéo plasmatica de leucina, os RNPT
alimentados com aditivos de LH e os RNPT alimentados com hidrolisado
protéico heterélogo, ndo apresentaram diferenca significativa em seus valores.

Apesar de nao termos dosados todos os aa em nosso estudo, podemos
sugerir com os resultados que uma adicao de LH no préprio LH para dieta dos
RNMBP aparenta ser benéfica quando observamos a ndo restricio do
crescimento neonatal, e um crescimento significativo do perimetro cefélico
destes RNPT com a dieta completamente homdéloga.

Foi interessante observar que os tipos de aa plasmaticos diferem segundo
a fonte da proteina usada para o aditivo e que apesar das diferencas no perfil
de aa, os dados clinicos como uréia, creatinina e albumina se mantiveram em
niveis normais, assim como em outros estudos similares’ >3,

Um estudo de revisdo sistematica e metanalise'’*, envolvendo RNMBP,
divididos em dois grupos, avaliou os efeitos do metabolismo do LH, um foi
suplementado com proprio LH e o outro com hidrolisado protéico heterdlogo.
Os valores de uréia, creatinina e albumina foram normais e similares nos dois
grupos. Houve boa tolerancia de proteinas de ambas as fontes, mas a
diferenca do perfil de aa no plasma sugere que a qualidade da proteina em
RNPT alimentados com hidrolisado protéico heter6logo deve ser reavaliada.

As investigacdes abordam e presumem que o LH aditivado com o proprio
LH é o melhor alimento para RNPT, seja evaporado ou liofilizado. RNPT
também podem ser alimentados com aditivos de hidrolisado protéico
heter6logo nas condicdées em que ndo houver um aditivo de origem humano,

respeitando as necessidades especiais do prematuro.



6. CONCLUSAO

- A média do crescimento em peso e comprimento dos RNPT néao
mostrou diferenca significativa em relacao aos grupos analisados.

- A média do perimetro cefalico dos RNPT alimentados com LHB-L foi
significativamente maior, quando comparado com os RNPT alimentados com
LHB-E e com LHB-FM85®.

- Os valores dos aminoacidos analisados do grupo LHB-FM85® foram
significativamente maiores na segunda coleta em relacdo a primeira coleta
exceto o aminoacido leucina.

- Os valores dos aminoacidos analisados do grupo LHB-E foram
significativamente maiores na segunda coleta em relacdo a primeira coleta
exceto os aminoacidos fenilalanina e leucina.

- Os valores aa analisados do grupo LHB-L foram significativamente
maiores na segunda coleta em relagdo a primeira coleta exceto os aminoacidos
fenilalanina e leucina.

- Os valores dos aminoacidos fenilalanina, tirosina e metionina foram
significativamente maiores no grupo LHB-FM85® em relagdo aos grupos LHB-
E e LHB-L.

- O valor do aminoacido treonina foi significativamente maior nos grupos
LHB-E e LHB-L em relacao ao grupo LHB-FM85®.

-O valor do aminoacido glutamina foi significativamente maior no grupo
LHB-L em relacao aos grupos LHB-E e LHB-FM85®.

- O valor do aminoacido histidina foi significativamente maior nos grupos
LHB-E e LHB-L em relacao ao grupo LHB-FM85®.

- Os valores dos aminoé&cidos glicina, lisina, valina e leucina ndo foram
diferentes estatisticamente entre os grupos estudados.

- Os marcadores renais: uréia, creatinina e albumina nao foram

diferentes estatisticamente entre os grupos estudados.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Mae, vocé esta sendo convidada a participar dessa pesquisa e eu gostaria que antes
de tomar uma decissao, que vocé lesse o que eu proponho abaixo. As informagdes a seguir
estdo sendo fornecidas para que decida de maneira livre e esclarecida a participagdo de seu
recém-nascido (Rn) neste estudo que estd sendo conduzido pela Fisioterapeuta Luciana
Venhofen Martinelli Tavares sob orientacdo do Prof° Dr. Durval Batista Palhares. Fardo parte
desta pesquisa 30 bebés.

O leite humano é o melhor alimento a ser oferecido ao recém-nascido, mas, nao é
sempre igual. O recém-nascido prematuro precisa muito do leite humano, preferencialmente o
de sua mae. Quando isso nao é possivel, o bebe recebe o leite que vem do banco de leite o
qual passa por um controle de qualidade do banco de leite. Pesquisas tém mostrado que,
acrescentar suplementos ao leite humano traz beneficios ao crescimento e desenvolvimento
desses recém-nascidos. O Leite de banco de leite pode ndo ser suficiente na constituicao
protéica e perfil de aminoacidos, isso porque os prematuros necessitam de mais calorias,
minerais e proteinas para seu melhor desenvolvimento. Uma alternativa na alimentagéo do
prematuro é o uso do LH com acréscimo de um aditivo, pois aumenta a taxa de crescimento
expressa como ganho de peso, comprimento e tamanho da cabeca e se esse leite humano for
0 da propria mae haveria beneficios no desenvolvimento além de potencializar a duragéo da
lactagao.

Por isso para acompanhar o crescimento e a nutrigdo de seu filho precisamos fazer
exames de sangue e acompanhar o peso e comprimento, 0 que j& é de rotina do hospital.

Apds o inicio da pesquisa o Rn podera ser incluido somente em um Unico estudo. Ele
serd pesado, medido estatura e a cabeca semanalmente para acompanharmos e o
crescimento. Como rotina do UTI e do bercario, sera colhida uma pequena amostra de sangue
(1ml) para o acompanhamento do Rn semanalmente. Os bebes prematuros precisam receber
esses aditivos, pois enriquecermos o leite humano com proteinas do préprio leite materno na
diminuicdo dos custos com a alimentagéo. Trata-se, portanto, de tentativa para alcangarmos o
alimento ideal para o RNPT e assim melhorarmos o atendimento aos RNs internados e
contribuirmos com pesquisas nesta area, que promova crescimento, diminua o periodo de
internacdo, reduza a incidéncia de complicagdes relacionadas a nutricdo e para favorecer o
vinculo materno infantil. O proposito deste estudo é saber se o leite humano acrescido com
aditivos proporcionara no sangue uma quantidade aceitdvel de aminoéacidos.

Os RN nao serao excluidos de quaisquer rotinas do servigo de Neonatologia. Caso seja
necessario o volume da dieta poderd ser usado de acordo com as manifestagdes clinicas do
Rn. Os resultados dos exames serdo de conhecimento somente da pesquisadora, e vocé
podera receber todas as informacdes a respeito da pesquisa sempre que desejar. Sua
participacdo neste estudo é voluntaria e sem compensacdo financeira pela participagao,
podendo escolher ndo fazer parte ou desistir a qualquer momento, néo significando perda de
qualquer beneficio. A duracao da pesquisa dependera dos bebés que serdo internados e que
se encaixem no perfil procurado. Sera realizado um sorteio para a escolha da dieta que o seu
bebé recebera.

Todos os dados coletados serao confidenciais e a identidade dos Rns preservadas. A
menos que requerido por lei, somente o pesquisador, a equipe do estudo e o Comité de Etica
terdo acesso as informacoes sobre o estudo. Para consideragdo ou duvida ética da pesquisa
entre em contato com o comité de ética da em pesquisa da UFMS fone (33457187).

Se vocé concorda em participar do estudo, e nao tem dividas, peco que assine o termo
livre e esclarecido em duas vias.

Pesquisadora:

Luciana Venhofen Martinelli Tavares

Eu responsavel pelo paciente
RG no HU ndmero declaro que entendi todo o conteudo deste
formulario e tomo a participacdo de meu Rn voluntdria nesta pesquisa: Determinagao de
aminodcidos em criangas pré-termo alimentadas com trés dietas modificadas de leite humano.
Conheco os objetivos e estou ciente de sua duracgéo.

Campo Grande — MS, / /




