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Resumo

Objetivo: Elaborar com metodologia original e simplificada um aditivo homoélogo do leite
humano para a alimentacdo do recém-nascido de muito baixo peso, conhecer a composicao
nutricional do leite humano fortificado com esse aditivo e avaliar sua adequacao para a
alimentacao desses recém-nascidos.

Métodos: Para a producao e analise do leite humano com o aditivo homoélogo, 25 amostras de
45 mL de leite humano passaram por processos de retirada de lactose, liofilizacao e foram dilui-
das em 50 mL de leite humano. Foram feitas dosagens de lactose, proteinas, lipidios, energia,
sodio, potassio, calcio, fosforo e osmolalidade.

Resultados: A composicdo do leite aditivado foi lactose 9,224+1g/dL; proteinas
2,20+£0,36g/dL; lipides 2,91+0,57g/dL; calorias 71,93+8,69kcal/dL; osmolalidade
389,6 +32,4m0smol/kgH,0; sodio 2,04 +0,45mEq/dL; potassio 1,42 +0,15mEq/dL; calcio
43,44 42,98 mg/dL; e fosforo 23,69 41,24 mg/dL.

Conclusoes: De acordo com os teores nutricionais analisados, com excecao do calcio e do fos-
foro, o leite humano com o aditivo proposto pode atender as necessidades nutricionais do
recém-nascido pré-termo de muito baixo peso.

© 2014 Associacao de Pediatria de Sao Paulo. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Todos os
direitos reservados.

Homologous fortifier for very low birth weight preterm infant feed

Abstract

Objective: To develop a homologous additive of human milk for feeding the very low weight
infants with an original and simplified methodology, to know the nutritional composition of
fortified human milk with this additive and to evaluate its suitability for feeding these infants.
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Methods: For the production and analysis of human milk with the homologous additive, 25
human milk samples of 45mL have undergone a lactose removal process, lyophilization and
they were diluted in 50 mL of human milk. Doses of lactose, proteins, lipids, energy, sodium,
potassium, calcium, phosphorus and osmolality were measured.

Results: The composition of the additive milk was lactose 9.22+1.00g/dL; pro-
teins 2.20+0.36g/dL; lipids 2.91+0.57g/dL; calories 71.93+8.69kcal/dL; osmolality
389.6 & 32.4mOsmol/kgH,0; sodium 2.04+0.45mEq/dL; potassium 1.42+0.15mEq/dL; cal-
cium 43.44 +£2.98 mg/dL; and phosphorus 23.69 +1.24mg/dL.

Conclusions: According to the nutritional contents analyzed, except for calcium and phospho-
rus, the human milk with the proposed additive can achieve the nutritional needs of the very
low birth weight preterm infant.

© 2014 Associacao de Pediatria de Sao Paulo. Published by Elsevier Editora Ltda. All rights

reserved.

Introducao

Apesar de nao atender plenamente ass necessidades nutrici-
onais do recém-nascido de muito baixo peso (RNMBP), o leite
humano é recomendado em vista da imaturidade digestiva,
metabdlica e imunoldgica que essas criancas apresentam.’?
A Academia Americana de Pediatria, bem como o Ministé-
rio da Saude brasileiro,** reconhece que o leite humano é
benéfico e apresenta inimeras vantagens na alimentacéao de
pré-termos. No entanto, por suas caracteristicas fisioldgicas,
recomenda-se a suplementacao do leite humano para esses
recém-nascidos.>?

Considerando sua maior disponibilidade, a proteina do
leite de vaca é a mais frequentemente usada nos aditivos de
leite humano. A preocupacdo com o prognodstico em curto
prazo e o conhecimento de que a nutricdo na infancia se
relaciona com doencas da vida adulta fizeram com que o uso
de aditivos que oferecam qualidade de aminoacidos e acidos
graxos mais adequados, como os derivados do proprio leite
humano, esteja sendo estudado.’ '

Esses trabalhos mostram que ha possibilidades de ofe-
recer concentracdes maiores de nutrientes do leite humano
ao RNMBP com boa tolerancia gastrointestinal e metabdlica.
Dentre tais estudos, destacam-se aqueles que usaram meto-
dologias viaveis para serem aplicadas em bancos de leite
humano, como evaporacao e liofilizacdo do leite humano
desnatado ou nao, apés retirada de parte da lactose.’'*
Nesses trabalhos o leite humano foi concentrado em um
rotaevaporador, procedimento que exige que o leite fique
em média 30 minutos a uma temperatura maior do que
a ambiente, o que, além de exigir grande manipulacao
do leite, possibilita maior desnaturacao de proteinas pelo
tempo e pela faixa de temperatura.

Na analise das técnicas usadas nestes estudos,
pretendeu-se: elaborar um aditivo homologo do leite
humano para a alimentacao do RNMBP com metodologia ori-
ginal, simplificada e que minimizasse etapas de manipulacao
e mudancas de temperatura como aquecimento, conge-
lamento e descongelamento durante sua producdo. Além
disso, procurou-se conhecer a composicao nutricional do
leite humano fortificado com esse aditivo e avaliar sua
adequacao para a alimentacao desses recém-nascidos.

Método

Apos a aprovacao do Comité de Etica em Pesquisas com seres
humanos da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(UFMS) (n° 1.975 CAAE 0035.0.049.000-11), foi preparado
o aditivo homologo de leite humano.

O leite humano usado na producao e diluicao do aditivo
e aquele empregado na comparacao com o leite aditivado
foi ordenhado por meio de expressao manual em domici-
lio ou no banco de leite humano do Hospital Universitario
da UFMS e doado por maes voluntarias, cujos filhos nasce-
ram a termo, com periodo de lactacao de até 12 meses.
Para a producao do aditivo foram usados leites que passa-
ram pelo critério de selecdo do banco de leite humano'
e que obtiveram, na analise de titulacdo de acidez (acidez
Dornic), indice <2. As amostras de leite usadas nao foram
selecionadas segundo tempo de lactacao, inicio ou fim da
mamada ou hora do dia em que a amostra foi coletada. Ape-
sar de essas caracteristicas influenciarem a composicao do
leite humano, sabe-se que os bancos de leite humano usu-
almente nao tém estoque excedente de leite e, por isso,
este trabalho nao teve o objetivo de trabalhar com leites
selecionados.

As amostras de leite humano passaram por duas fases
de preparo: retirada de lactose e liofilizacao, descritas a
seguir. Em primeiro lugar, foram acondicionadas 25 amostras
de 45 mL de leite humano em tubos plasticos conicos refrige-
rados a -22 °C por 24 horas. Apos esse periodo, as amostras
foram submetidas a centrifugacdo a 3.500 rpm durante 60
minutos em centrifuga NT 815 (Novatecnica®, SP, Brasil)
na temperatura de 0-2°C para formacao de precipitado de
lactose. O volume inicial de 45 mL foi definido porque é o
volume padrao dos tubos plasticos conicos usados na centri-
fuga. As amostras foram entao aquecidas em banho-maria
a 40°C por tempo minimo necessario ao descongelamento
para facilitar a retirada padronizada de 40 mL do sobrena-
dante. O sobrenadante foi transferido para um recipiente
de vidro, com o uso de uma pipeta graduada. O depdsito
de lactose formado foi desprezado. O conteldo restante do
processo de retirada da lactose foi congelado novamente a
-22°C por 24 horas e colocado na camara de vacuo do liofi-
lizador de bancada L101 (Liobras®, SP, Brasil) por 72 horas.
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O processo de liofilizacdo promove a desidratacao do leite
por sublimacao. O peso de cada amostra liofilizada varia de
acordo com o teor inicial de gordura, uma vez que o volume
dessa nao se altera na liofilizacao. Cada amostra liofilizada
foi diluida em 50 mL de leite humano. Ao diluir o aditivo em
50 mL de leite humano, o objetivo foi ter aproximadamente
o dobro de nutrientes no leite aditivado, ja que o aditivo
originou-se de 45mL.

Essas amostras foram analisadas quanto ao teor de
lactose, proteinas, lipidios, osmolalidade, sddio, potas-
sio, calcio e fosforo. A dosagem de macronutrientes foi
feita no aparelho Nexgen (Bentley®, MN, EUA), a osmola-
lidade foi avaliada no aparelho osmometro Vapro (Wescor®,
UT, EUA), a dosagem de sodio e potassio foi feita no
fotometro de chama B262 (Micronal®, SP, Brasil) e a dosa-
gem de calcio e fosforo, no espectrofotometro com a
solucao de cinzas das amostras, conforme metodologia
descrita do Instituto Adolfo Lutz."® Para a comparacédo
com as 25 amostras de leite aditivado, foram dosados
os macronutrientes de 20 amostras de leite humano sem
aditivo. Os teores de minerais foram comparados com
os teores descritos por Palhares et al., em 1987." O
valor energético das amostras foi calculado em calorias
com a multiplicacdo de cada grama de carboidrato e
de proteina por quatro e cada grama de gordura por
nove.

Durante a producao do aditivo, houve a preocupacao
de manter a qualidade fisico-quimica e o menor grau de
contaminacao microbioldgica, uma vez que essa pode alte-
rar os aspectos fisico-quimicos do leite. Para isso, foram
tomados os seguintes cuidados: os recipientes que arma-
zenavam o leite durante as duas fases de preparo, bem
como a pipeta volumétrica, eram autoclavados; o fracio-
namento do leite para preparo e diluicao do suplemento foi
feito apds desinfeccao das maos, com o uso de luvas, mas-
cara, avental e gorro; as bordas dos frascos passavam pela
chama do bico de Bunsen apds serem abertos e antes de
serem fechados; o banho-maria usado no descongelamento
das amostras foi higienizado previamente e a agua trocada
a cada preparo; a capsula de vacuo do liofilizador foi higi-
enizada antes e apds ser usada; o aditivo liofilizado ficou
armazenado tampado, sob congelamento, no mesmo recipi-
ente em que foi liofilizado até ser diluido. Neste trabalho,
os RNMBP nao foram alimentados com o leite aditivado e,
por isso, o leite aditivado nao passou por analise microbio-
logica. Porém, o aditivo foi elaborado para ser adicionado
ao leite humano cru que deve ser pasteurizado apds ser adi-
tivado e passar pelas analises microbioldgicas de rotina do
banco de leite humano antes de ser oferecido aos recém-
-nascidos.

Em trabalhos experimentais os grupos comparados devem
ter um tamanho amostral que seja suficiente para identifi-
car a diferenca entre eles, ou seja, o tamanho amostral se
relaciona com a variacdo esperada entre os grupos avali-
ados, além do intervalo de confianca.'® Assim, o tamanho
amostral neste trabalho foi definido com base em pesquisas
da area e na diferenca esperada entre os grupos analisados.
Para comparar os teores nutricionais do leite humano adi-
tivado com o leite humano sem aditivos foi usado o teste
nao paramétrico de Wilcoxon no GraphPad Software 2013
(GraphPad Software, Inc®, CA, EUA). O nivel de significancia
estabelecido foi de 5%.

Resultados

A média, o desvio padrao, o valor minimo e o maximo de
lactose, proteinas, lipidios, energia, osmolalidade, sédio,
potassio, calcio e fosforo do leite humano com aditivo
homologo estao referidos na tabela 1. Na tabela 2 estao
apresentadas as médias dos teores nutricionais no leite
humano com aditivo homdlogo em comparacdo com o leite
humano sem aditivo.

Discussao

A suplementacao do leite humano com aditivos surgiu com
0 objetivo de adequa-lo as necessidades nutricionais do
recém-nascido pré-termo (RNPT) de muito e extremo baixo
peso. O uso de fortificantes comerciais e técnicas de lac-
toengenharia do leite humano, entre elas a estruturacao
adequada dos bancos de leite humano, a quebra de globulos
de gordura do leite humano por ultrassom e a concentracao
do leite humano por meio da evaporacao dos leites esto-
cados nesses bancos renovaram o entusiasmo com o uso do
leite humano para essas criancas. "

A técnica descrita neste estudo foi planejada para mini-
mizar as etapas de manipulacao, mudancas de temperatura
e do estado fisico do leite para melhor conservacdo dos
nutrientes. A manipulacdo do leite é feita somente nas
etapas de acondicionamento nos tubos plasticos conicos e
retirada do sobrenadante. Quanto as mudancas de tem-
peratura, antes do processo de producao do aditivo, ele
é congelado e descongelado somente uma vez durante o
processo (na retirada do sobrenadante, apds precipitacao
da lactose), quando é novamente congelado, liofilizado a
temperatura de -40°C e mantido sob congelamento até ser
reconstituido em leite humano. Diferente das técnicas des-
critas em trabalhos semelhantes.'"™#

A concentracao de nutrientes no leite humano e o uso de
aditivos levam ao aumento da osmolalidade. Por isso, parte
da lactose foi retirada no processo de precipitacao. O teor de
lactose, por ser um dissacarideo, aumenta a osmolalidade da
solucdo.?%?" Por outro lado, a lactose aumenta a absorcao de
calcio e favorece a fermentacdo, que diminui a obstipacao
intestinal.?>?* O teor médio de lactose no leite humano adi-
tivado foi de 9,2 g/dl, de acordo com a recomendacao, que é
de 3a12g/dL. Com o inicio da alimentacao enteral minima,
a atividade da lactase aumenta rapidamente. Apesar do
aumento no teor de lactose, a osmolalidade encontrada foi
de 389,6mOsm/KgH,0. A osmolalidade do alimento desti-
nado ao prematuro deve ser inferior a 450mOsm/kgH;0.%*
Santos,'” em 1997, alimentou RNMBP com leite humano
adicionado de aditivo homoélogo com teor de lactose seme-
lhante a esse e relatou boa tolerancia gastrointestinal.
Assim, o teor do encontrado neste trabalho parece ser ade-
quado para alimentar RNMBP.

Os valores de proteinas encontrados no leite humano
aditivado atendem a recomendacdo da AAP,”> em 1985, de
2,9-3,3g/100kcal, e da Sociedade Canadense de Pediatria,?®
que recomendou 2,7-3,5 g/kg/dia em 1995. Com uma oferta
de leite aditivado de 150-200 mL/kg ao dia, atinge-se inges-
tao de 3,3-4,4g/kg de proteina ao dia, coincidente com
o intervalo de 3,5-4,0g/kg/dia recomendado pelo Comité
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Tabela 1  Teores de lactose, proteinas, lipidios, energia, osmolalidade, sddio, potassio, calcio e fosforo do leite humano com
aditivo homologo
Nutriente Média Desvio padrao Minimo Maximo
Lactose (g/dL) 9,22 1,00 7,80 11,02
Proteina (g/dL) 2,20 0,36 1,60 2,90
Lipidios (g/dL) 2,91 0,57 1,81 4,01
Energia (kcal/dL) 71,93 8,69 54,88 89,45
Osmolalidade (mOsm/KgH,0) 389,60 32,40 335,00 438,00
Sédio (mEq/dL) 2,04 0,45 1,30 2,60
Potassio (mEq/dL) 1,42 0,15 1,22 1,66
Calcio (mEq/dL) 43,44 2,98 38,07 48,21
Fésforo (mEq/dL) 23,69 1,24 21,72 25,51

da Sociedade Europeia de Gastroenterologia Hepatologia e
Nutricdo Pediatrica (ESPGHAN) em 2010.%7

O teor de sodio encontrado no leite aditivado tam-
bém atende a recomendacdo da AAP para formulas
infantis, que é de 2,5-3,5mEq/kg/dia, quando oferecidas
120kcal/kg/dia,””> e da ESPGHAN? (2,7-4,6mEq/100kcal).
Se a capacidade gastrica da crianca permitir, a ingestao
de um volume de leite que oferte 4mEq/kg/dia de sodio é
recomendada para prevencao de hiponatremia.? Ja quanto
ao potassio, o leite humano aditivado neste estudo ofere-
ceu 1,42mEq/dL de potassio. O requerimento de potassio
estimado pode ser suprido com o aleitamento materno que
contém 1,25-1,60mEq/dL.%

A presenca de calcio no leite humano difere das formu-
las infantis, ndo somente em quantidade, como também
nas espécies quimicas constituintes, devido as diferencas
na fracao proteica do leite humano e de vaca. Nas for-
mulas, o calcio esta associado principalmente a caseina.
No leite humano, uma proporcao elevada de calcio forma
parte da fracdo lipidica. Na fracdo aquosa, a maior parte
do calcio esta associada as proteinas do soro e a compos-
tos de baixo peso molecular. No leite humano ha pouco
calcio ligado a caseina. Essas diferencas na estrutura qui-
mica das espécies constituintes do conteldo de calcio dos
leites explicam a elevada biodisponibilidade de calcio do
leite humano.?® Apesar do aumento significativo nos teo-
res de calcio e fosforo do leite humano aditivado em
relacdo leite humano sem aditivos, esses teores nao aten-
dem as recomendagdes para recém-nascidos de muito baixo
peso que, segundo a ESPGHAN, sao de 20-140 mg/kg/dia
de calcio e 60-90mg/kg/dia de fosforo?” e, segundo a
AAP, sdao de 200 a 250mg/kg/dia de calcio e de 110 a

125mg/kg/dia de fésforo.?®> Ainda assim, esse aumento sig-
nificativo, aproximadamente o dobro do leite humano sem
aditivos, é vantajoso pela maior biodisponibilidade do calcio
e do fosforo do leite humano, comparado aos suplementos
comerciais. Além disso, a aquisicao de suplementos de cal-
cio e fosforo isolados é mais barata do que a aquisicdo de
suplementos com multinutrientes.

Devido a incorporacao de gordura no feto ocorrer no
Ultimo trimestre gestacional, o RNMBP é vulneravel a falta
de lipidios. A gordura da dieta do RNMBP deve atender
as necessidades de acidos graxos e prevenir a falta de
calorias.”’ A quantidade de gordura do leite humano com
aditivo homologo em g/100Kcal foi de 4g, proximo das
recomendacdes da AAP, 4,5-6 g/100kcal,” e da ESPGHAN,?’
4,4-6 g/100kcal. Os teores de gordura do leite humano com
aditivo homologo e do leite humano sem aditivos apresenta-
dos nos resultados sao mais baixos do que a média de gordura
do leite humano descrita na literatura. Isso ocorreu porque
os leites usados nao foram selecionados segundo seus valo-
res caldricos, devido a dificuldade de ter leite excedente no
banco de leite humano para a pesquisa. Apesar disso, o adi-
tivo feito com esses leites ‘‘magros’’ foi capaz de melhorar
significativamente o conteldo nutricional do leite humano
de banco para os RNMBP.

O leite produzido pela mae do recém-nascido pré-termo
apresenta composicao diferenciada do leite maduro no
aporte proteico energético e de constituintes imunologi-
cos nas primeiras semanas de producao. Essas modificacoes
tornam o leite materno adaptado as necessidades do pre-
maturo. Nas primeiras quatro semanas, o leite humano
pré-termo contém maior concentracdo de nitrogénio, pro-
teina com funcado imunoldgica, lipidios totais, acidos graxos

Tabela 2  Teores nutricionais médios de leite humano com aditivo homélogo (LH + AH) e de leite humano de banco de leite (LH)

Nutriente LH+AH LH Aumento n° de vezes p

Lactose (g/dL) 9,22 6,78 1,36 <0,001
Proteina (g/dL) 2,20 1,13 1,95 <0,001
Lipidios (g/dL) 2,91 1,49 1,95 <0,001
Energia (g/dL) 71,93 45,06 1,6 <0,001
Osmolalidade (mOsm/KgH,0) 389,6 267,70 1,45 <0,001
Sodio (mEq/dL) 2,04 0,93" 2,19 <0,001
Potassio (mEq/dL) 1,42 1,18"7 1,2 <0,011
Calcio (mEq/dL) 43,44 24,71 1,76 <0,001
Fosforo (mEq/dL) 23,69 10,75"7 2,2 <0,001
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de cadeia média, vitaminas, calcio, sodio e energia do que
os de maes de recém-nascidos a termo. Quanto maior o grau
de prematuridade, maior é o teor proteico e de lipidios."*°
Com excecao do calcio e do fosforo, os teores nutricionais
avaliados no leite aditivado atendem as recomendacoes para
a nutricao de RNMBP e sua composicao é semelhante a do
leite humano pré-termo, indicado para alimentacdo dessas
criancgas. O resultado obtido no presente estudo é similar ao
do leite humano aditivado com os aditivos produzidos por
Thomaz et al." e tem maior teor de proteinas do que os
produzidos por Santos'? e Valentini."?

As principais limitacoes na metodologia deste estudo sao
a sua reprodubilidade, pois os valores de composicao nutri-
cional variam de acordo com o leite humano usado; o uso de
diferentes pools de leite humano na producao do aditivo, na
diluicao e na comparacao de suas composicdes nutricionais;
e a comparacao do teor de minerais com dados de outro
estudo. Tais limitacoes estao justificadas abaixo.

Ao reproduzir a metodologia exposta neste trabalho,
os resultados obtidos da composicao nutricional do leite
humano com ou sem aditivo podem variar por causa da
composicao nutricional do leite humano usado, que sofre
variagdes ao longo do dia, de uma mama para outra, do ini-
cio para o fim da mamada e durante o tempo de lactacao.
Porém, o principal objetivo deste estudo é mostrar que a
técnica para produgdo do aditivo é capaz de tornar o leite
de banco de leite humano mais adequado a alimentacao dos
RNMBP sem impor critérios de selecdo e exclusédo de leite,
além daqueles que garantem a seguranca sanitaria. Isso por-
que nos bancos de leite humano ndo ha normalmente leite
humano excedente. Assim, uma técnica que imponha crité-
rios de selecao do leite disponivel para a producao do aditivo
nao seria viavel. Devido a essa variacao de disponibilidade de
leite no banco de leite humano, neste estudo o leite usado na
producao do aditivo, na diluicdo e na comparacao de suas
composicles nutricionais nao se originou do mesmo pool,
mas representou valores médios de diferentes amostras.

A comparacao do teor de minerais do leite humano
com aditivo homologo com leite humano sem aditivos foi
feita com os dados publicados em outro trabalho, porque a
composicao nutricional do leite humano sem aditivos é bem
descrita nas publicacées.

Quanto a viabilidade da producdo do aditivo, o custo
Unico e inicial para equipar o banco de leite humano e pro-
duzir o aditivo homdlogo é de U$ 19 mil para aquisicao da
centrifuga refrigerada e do liofilizador de bancada. Conside-
rando que o preco de mercado da caixa do aditivo comercial
com 70 flaconetes é de RS 115 e que um flaconete adi-
tiva 20mL de leite humano, o custo para alimentar uma
crianca de 1.000g com um volume diario de 150 mL/kg por
30 dias sera de RS 370,00. Para alimentar 10 criangas por dia
com esse volume durante um ano serao gastos RS 44.400.
Sendo assim, uma unidade de terapia neonatal que atende
10 criancas por més, se usar o volume proposto, tera gas-
tado em um ano o mesmo valor necessario para equipar o
banco de leite humano para produzir o aditivo homoélogo.

0 aditivo homologo tem vantagens sobre aditivos comer-
ciais por oferecer proteinas de alto valor bioldgico e
nutrientes do proprio leite humano. A técnica pode ser
implantada nos bancos de leite humano e apresenta via-
bilidade financeira para paises em desenvolvimento por
requerer apenas investimento inicial para aquisicao dos

equipamentos e por diminuir os gastos com aditivos comer-
ciais.

Financiamento

Bolsas de pesquisa da Coordenacao de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (Capes), Brasil e do Conselho Naci-
onal de Desenvolvimento Centifico e Tecnoldgico (CNPq),
Brasil.
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