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1 INTRODUCAO

O leite materno (LM) é um fluido biol6gico complexo e suficiente para suprir
todas as necessidades nutricionais do recém-nascido (RN) durante os primeiros seis
meses de vida. Apesar da alimentacdo materna variar enormemente, o LM,
surpreendentemente, apresenta composi¢cdo semelhante para todas as mulheres do mundo
que amamentam, sendo excecdo apenas para as mées com desnutricdo grave. A
composicao nutricional balanceada € constituida por proteinas, lipidios, carboidratos,
vitaminas e minerais *.

Desde o0 nascimento até suspender aamamentacéo, a mae produz o leite necessario
e fisiologicamente adaptado para cada etapa do desenvolvimento, sendo dividido em trés
fases principais: colostro, leite de transi¢do e finalmente uma produgdo com volume em
médio de 700 a 900 ml/dia a partir do 15° dia do leite maduro 2.

O surgimento do Rede do Banco de Leite Humano (RBLH), representa um
importante avanco para a alimentacéo dos recém-nascidos cujo o objetivo pressuposto é
armazenar o Leite Humano pasteurizado e o distribuir para RN, de acordo com a
necessidade. Dentre outros objetivos, o Banco de Leite Humano (BLH) complementa o
volume insuficiente do LH para algumas maes em especifico para 0s recém nascidos
prematuros °.

Segundo os autores Valentine CJ et al #, as recomendacdes atuais enfatizam que o
recém-nascido pré-termo deve receber leite materno ou leite materno doado ao Banco de
Leite Humano, além de fortificantes comerciais para melhorar a composicao do leite, uma
vez que o leite humano ¢ a Unica fonte nutricional do lactante.

Nesta fase da vida em determinadas evolugdes, hd complicacbes clinicas e o
recém-nascido tem necessidade de utilizacdo de terapia nutricional enteral. Entretendo, o
composto nutricional é representado geralmente pelo leite humano pasteurizado.

Para os autores Snoj Tratnik J et al °, o leite materno fornece nutrientes ideais e
fatores de protecdo que melhoram os sistemas imunoldgico e gastrointestinal, bem como
oferece suporte ao neurodesenvolvimento de longo prazo de bebés prematuros.

Para a populagdo neonatal, principalmente prematuro ou RN em estado critico, o
inicio da terapia nutricional nas primeiras 24 a 48 horas de admissdo em unidade de
terapia intensiva (UTI) é fundamental e quando possivel, a terapia nutricional enteral é
administrada isolada ou associada a terapia parenteral, para sustentar a compensacgao da

carga catabélica imposta pela doenca critica 36, Para uma resposta ao processo infeccioso
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é fundamental uma modulagdo da resposta imune, a¢do que envolve inimeros 6rgdos e
componentes, com destaque aos imunonutrientes e entre estes a glutamina (GLN) ’.

A GLN representa o principal aminoacido transferido para o feto por meio
transplacentario entre mée, placenta e feto, e constituem um dos aminoacidos mais
abundantes no leite materno. Entretanto bebés nascidos prematuramente sofrem
interrupcdo abrupta do fornecimento placentario de glutamina, o que acarreta em
dependéncia exclusiva de fornecimento por terapia nutricionais, sendo que a
concentracdo de glutamina livre é encontrada naturalmente na composicdo no leite
materno &,

O processo da pasteurizacdo é capaz de inativar até 100% dos microrganismos
patogénicos, 99,9% da microbiota sapréfito do leite materno sdo totalmente destruidos
pelo calor, motivo pelo qual o leite materno pasteurizado é seguro para introducdo aos
recém-nascidos na UTI °,

Segundo Savino F et al 1%, os produtos que passam por um processo de liofilizagao
(freeze-drying), caracterizam-se por terem baixo peso, em fungdo da retirada da agua,
conservam-se mesmo em temperatura ambiente e quando reconstituidos recuperam suas
propriedades originais.

Uma recente pesquisa realizada por Néia V. et al 11, da Universidade Estadual de
Maring4 (UEM), analisou amostras de leite humano cru de doadoras do Banco de Leite
Humano do Hospital Universitario de Maringa. O objetivo do estudo foi obter o leite
humano em pd por diferentes tecnologias, avaliar componentes nutricionais e
imunolodgicos ap6s os processamentos e avaliar a viabilidade do uso do leite humano em
p6 na Rede de Bancos de Leite Humano. O estudo foi realizado com amostras de leite
humano cru (colostro, transicdo e maduro) de doadoras do Banco de Leite Humano do
Hospital Universitario de Maringd. As amostras foram subdivididas em doze grupos
sendo classificados ap6s 0s processamentos como: colostro cru, colostro pasteurizado,
colostro liofilizado, colostro spray-drying, transicdo cru, transi¢ao pasteurizado, transicéo
liofilizado, transi¢do spray drying, maduro cru, maduro pasteurizado, maduro liofilizado
e maduro spray-drying. As amostras foram submetidas a anélise de composicéo de &cidos
graxos por Cromatografia Gasosa com Detector por lonizacdo de Chama (CG-DIC),
perfil de triacilglicerdis por Espectrometria de Massa com lonizagao por Electrospray por
Infusdo Direta (ESI-MS) e concentragdes séricas de citocinas por Citometria de Fluxo.

Neste outro estudo Oliveira MM et al 12, analisaram a partir da liofilizag4o direta

do leite materno e leite materno concentrado (LHM) demonstrando seguranca
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microbioldgica, osmolaridade aceitvel e composi¢do nutricional adequada dos principais
macro e micronutrientes, além do aumento significativo apenas nos elementos essenciais
Manganés e Selénio. O teor de micronutrientes essenciais no concentrado de LHM foi
semelhante ou superior ao do leite materno pré-termo, o que sugere que é viavel para o
suporte nutricional de bebés prematuros.

Embora existam estudos acerca da quantidade de glutamina no leite de mées de
recém-nascidos a termo, ndo foram encontrados na literatura trabalhos que avaliam as
concentracdes desse aminoacido no leite humano pasteurizado e liofilizado.

Neste contexto o nosso estudo deve como objetivo avaliar a concentracdo da
glutamina do leite humano maduro liofilizado e o leite humano maduro cru e ap6s o

processo de pasteurizacao e liofilizag&o.

2 METODOS

O estudo estd conforme os principios éticos aprovados pelo comité de ética de
pesquisa da UFMT, registrado sob o protocolo de numero 23108.049789/14-9 e
submetido a0 Comité de Etica em Pesquisa Plataforma Brasil, parecer n° 1.083.955. Foi
realizado a coleta de dados, amostra do material em estudo nos servicos de Ginecologia
e Obstetricia e no Banco de Leite Humano do Hospital Universitario Jalio Muller,
avaliando o leite materno de mées em aleitamento materno exclusivo aos recém-nascidos.
Conforme apresentada na figura 1, foram recrutadas 26 puérperas, 18 delas foram eleitas.
Entretanto por fatores diversos ocorreram desisténcias ou exclusfes da pesquisa tais
como: mudanca de endereco, telefone desconhecido e baixa producdo de leite. Assim
permaneceram no estudo 10 puérperas; para a analise da glutamina, foi padronizado o

volume de 50 ml de cada amostra em cada estagio.
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A figura 1: apresenta o primeiro fluxo do estudo para o recrutamento das puérperas, coleta do leite materno
e preparo das amostras.

Recrutamento das doadoras
26 puérperas

l Causa da exclusdo:
18 elegiveis = Baixa producio de leite.

08 excluidas - = Mudanca de endereco.
l = Desistiram de participar do estudo.
10 puérperas

l

Coleta do leite maduro 100 ml

/ \

LHM-O 7 50 ml LHM-O /50 ml
LHM-P / 50 ml
Concentracio da glutamina Concentracéo da glutamina

O estudo foi realizado a partir de um instrumento, utilizado para recrutamento das
doadoras por um questiondrio estruturado e adaptado de uma diretriz para aplicacdo da
pesquisa ** (Anexo 1). Posteriormente foram analisados os prontuérios e o cartio da
gestante para avaliar os exames realizados durante o pré-natal. Foram avaliados dados
antropométricos como: peso pré-gestacional, ganho de peso gestacional e estatura;
habitos alimentares de frequéncia alimentar através de recordatorio durante a gestacdo.
Apobs alta hospitalar continuamos a acompanha-las no ambulatoério e/ou residéncia, para
realizar a ordenha do leite materno a partir do 15° dia do puerpério.

O estudo foi realizado em trés etapas: 1) coleta do leite humano cru; 2) preparo
das amostras: a) pasteurizacgéo e b) liofilizagéo; 3) analise da glutamina.

Respeitando técnica padronizada °, foi coletado leite materno maduro, uma
primeira amostra com 50 ml cada por doadora, sendo coletada a partir do 15° dia do
puerpério uma segunda amostra com 50 ml por doadora para o processo de pasteurizacgéo,
foi realizado de acordo o protocolo padronizagéo e recomendados pela Rede Brasileira

de BLH. (disponivel em: http://www.redeblh.fiocruz.br).
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a) Processo de pasteurizagédo

Em conformidade com as técnicas padronizadas, foram coletadas duas amostras
com 100ml do total de cada doadora, a primeira no décimo quinto dia e a segunda a partir
do 15°dia. As amostras foram transportadas em caixa térmica com a temperatura em
constante medicdo com termémetro digital, mantendo a temperatura entre +2°C e +8°C.
De cada coleta por doadora uma amostra com 50 ml foi pasteurizada (LHP) de acordo
com o protocolo padronizado pelo Banco de Leite e recomendado pela Rede Brasileira

de BLH (disponivel em: http://www.redeblh.fiocruz.br).

a.1) Processo de liofilizacao

O processo de liofilizagdo a que foram submetidas as amostras, uma amostra de
LHC e outraamostra de LHP, ocorreu em um processo continuo com duracao de 72 horas,
utilizando-se o equipamento “Liofilizador LS 3000” do fabricante Terroni Ltda,
conforme foto, na figura 2, do equipamento utilizado. O resultado foi a amostra sélida

com granulometria reduzida.

Fotografia 2: Processo de liofilizacdo do leite humano cru

Fonte: Laboratério de biouimica

b) Anélise da Glutamina

c.1) Preparacdo das amostras

Como primeiro passo, cada uma das amostras liofilizadas (LHC e LHP) foram
pesadas, de cada uma foram retiradas 2g e identificadas; para a retirada de toda a gordura
do leite, aplicou-se o processo de lavagem com éter de petroleo e filtragem em papel
filtro, para maior qualidade da lavagem as amostras foram submetidas a duas lavagens, a
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primeira em 10ml de éter de petr6leo e a segunda em 5ml; apds o processo de filtragem
as amostras ficaram em descanso por 30 minutos para a completa volatizagdo do solvente,
apOs as amostras foram armazenadas em tubos (eppendorf’s). Todo 0 processo de
manuseio das amostras foi realizado em capela de exaustdo, utilizando também
equipamento estéril, seguindo as normas de biosseguranga prevista para o procedimento.
c.2) Andlise da Glutamina

Para analise do aminoacido (AA) foi usado o kit do fabricante SIGMA-ALDRICH
para determinacdo de glutamina/glutamato, o mesmo foi mantido em temperatura de
armazenamento 2-8°c, conforme orientacdo do fabricante. A medicdo ocorreu através da
espectrofotometria de L-glutamina e/ou L-glutamato por determinagdo enzimatica de L-
glutamina e desidrogenacao de L-glutamato com conversdo de NAD a NADH. Cada uma
das amostras foi reconstituida em agua e dividas em trés partes iguais (pocos) em duas
reacOes A e B, conforme o protocolo. Leu-se a absorbancia a 340 nm apds 40 minutos
e/ou até que a absorbancia permaneca constante. Subtraindo absorbancia de fundo desta
leitura para absorbancia liquida. Curva Padrdo de Glutamina: PadrBes de L-glutamina

usando mmoles vs. absorbancia.

3 RESULTADOS

Tabela 1: Dados demogréficos e o tipo de paro e idade gestacional das puérperas.

PUERPERA IDADE PESO (Kg) ALTURA IG IMC (kg/m?) T P
(anos) (m) (semanas)

P1 22 75 1,62 41,0 28,57 N

P2 20 57 1,57 39,0 23,12 N

P3 21 59 1,59 40,0 23,33 N

P4 22 72 1,63 37,0 27,09 N

P5 34 68 1,56 39,0 27,94 C

P6 24 67 1,57 39,5 27,18 N

P7 26 60 1,53 38,0 25,63 Cc

P8 18 64 1,66 37,0 23,22 C

P9 33 74 1,62 40,0 28,19 C

P10 34 69 1,71 39,0 23,59 N

MEDIA EPM 25,40 + 66,50 + 1,60 + 38,95+ 0,41 25,79 + N=60%
1,93 2,01 0,01 0,71

C=40%

IG: Idade gestacional; IMC: indice de massa corporal; TP: Tipo de parto; C: Cesariana; N= Normal;
Kg: Quilogramas; m: metros; EPM: Erro padrdo da média.

A idade média foi de 22 a 34 anos, 0 IMC 26,79 kg/m?, a idade gestacional de 39,95
semanas, e relagéo ao tipo de parto normal e cesariano os dados foram respectivamente
60% e 40% (tabela 1).
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Tabela 2: Perfil dos recém-nascidos do estudo.

VARIAVEL MEDIA + EPM
Peso (Kg) 3,29 + 0,08
Comprimento (cm) 51,85 + 1,09

Kg: Quilogramas; cm: centimetro;
EPM: Erro padrdo da média.

Em relacdo aos recém-nascidos, 70% eram do sexo feminino e 30 % do sexo
masculino, com peso médio de 3,29kg e comprimento de 51,85 centimetros (tabela 2).
A concentracdo de glutamina nos grupos LHMCL e LHMPL, foi semelhante,

conforme representados os dados na (tabela 3).

Grupos Media + EPM
Grupo - LHMCL 1,80 + 0,33
Grupo - LHMPL 1,93+0,44

Teste t de Student para amostras independentes com nivel de significancia de a = 5%. Letras iguais nas
colunas significam auséncia de diferenga estatistica (p = 0,825).

LHMCL.: leite humano maduro cru liofilizado; LHMPL: leite humano maduro pasteurizado e liofilizado;
EPM: Erro padrdo da média. (tabela 3).

4 DISCUSSAO

O presente estudo foi realizado com os levantamentos dos dados do tipo de parto,
idade gestacional das puérperas e perfil dos recém nascidos, analisamos a concentracao
do aminoacido no leite humano a partir do liofilizado obtido de leite humano maduro cru
e apls a pasteurizacdo, apresentando dados sobre a concentracdo do aminoacido
glutamina presente nos grupos leite humano cru liofilizado e leite humano pasteurizado e
liofilizado.

Em um ambiente de UTI neonatal, onde recém natos com algumas complicacdes
clinicas, careciam de uma terapia nutricional pelos componentes essenciais presentes
naturalmente no leite materno que fortalecem o sistema imunoldgico *.

Todavia a nutricdo em recém nascidos prematuros muitas vezes podera ser
interrompida pela pouca oferta, devida reserva comprometida de leite humano no BLH,

0 que acarreta em dependéncia exclusiva de formulas em terapia nutricional enteral
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desprovidas de glutamina. Aliado a isso, neonatos pré-termo (PT) e com baixo peso ao
nascer (BPN), frequentemente, recebem apenas nutrigdo parenteral total nas primeiras
semanas de vida. Cabe ainda destacar que esses bebés possuem pouca massa muscular e,
portanto, seus estoques de glutamina sio limitados &7,

Uma possibilidade do leite humano liofilizado apds o processo de pasteurizacdo
seria prolongar a vida Util do leite humano, j& que leite humano tem uma vida Util de até
seis meses quando congelado, a partir do processo de pasteurizacdo seguindo protocolo
Rede de Bancos de Leite Humano (RBLH) °.

No estudo Néia V. et al 1 pesquisou o leite humano em p6 obtido por diferentes
tecnologias (liofilizagdo e spry drying), demonstrou que os &cidos graxos, triacilglicerois
e citocinas foram conservados ap0s 0s processamentos e apresenta viabilidade de uso na
RBLH, além da possibilidade da extensdo da vida util do leite humano com a utilizacao
deste processo.

Para Pereira 14, o paciente critico tem necessidade de nutrientes especificos, a
glutamina presente no leite humano, em virtude das inimeras acdes que exerce, é
considerada um nutriente imunofarmaco e passa a ser classificada como um aminoacido
essencial nesta condicdo clinica. Assim sendo, a sua reposicao deve ser garantida, e desta
forma é fundamental a sua concentracao no leite pasteurizado para a evolucao do recém-
nascido. No Brasil o processo de pasteurizacdo do leite materno é uma alternativa segura
para a conservacdo do leite humano.

A oferta do leite humano pasteurizado ou da propria mée é indispensavel para
estes prematuros devido aos seus beneficios frente a fragilidade desta populacdo. Para
Nyqvist KH™ o uso precoce do leite humano tem efeitos positivos importantes para o
desenvolvimento do prematuro e contribui para a reducdo do tempo de internacéo.

No ano de 2000 Agostoni C et al & realizaram um estudo analisando o leite
materno em varias fases, exceto no leite materno pasteurizado. Foram avaliadas 16
puérperas com recém-nascidos a termo em aleitamento exclusivo, e analise dos
aminoacidos nas trés fases do leite materno: no colostro, leite maduro com trinta dias e
leite maduro aos trés meses. Os amino&cidos foram determinados utilizando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Concluindo que houve um aumento
significativo na concentracdo da glutamina, conforme a maturacéo do leite materno que
o conteido de AA do leite humano, mostrou que glutamina e acido glutdmico aumentam

nas primeiras 4 a 6 semanas da vida, sendo gque a glutamina aumentou aproximadamente
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2,5 e 20 vezes, respectivamente, com progressao da lactagéo representando mais de 50%
do total AA aos 3 meses.

Neu J et al ¢, constataram que a glutamina apresenta efeito imunomoduladores
que protegem os bebés contra infeccdes.

Para Anni Larnkjar et al ', a glutamina é rica no leite materno, mas varia
consideravelmente entre as méaes. Segundo Moura EC e Carvalho RN ! a variacdo
quimicado leite humano modifica-se com o tempo, de modo a se adaptar as caracteristicas
fisioldgicas e as necessidades nutricionais do bebé.

Martins EC et al °, relataram que o método desenvolvido para liofilizar o leite
humano tem como objetivo preservar suas caracteristicas, mesmo em temperatura
ambiente, sendo armazenado adequadamente para ndo sofrer alteracfes de volume,
textura, cor, sabor, aroma, teor de vitaminas, sais minerais, proteinas, teor de lipidios
principal fonte calérico-energética, dentre outros parametros, permitindo que o tempo de
prateleira seja superior a 1 ano e, resistem intactos por muitos anos. Assim como
Nascimento 2°, demonstrou a eficacia do processo de liofilizacdo na conservacdo dos
aspectos nutricionais do leite humano, nas amostras do colostro e do leite humano
pasteurizado.

Neste recente estudo os autores Bomfim VS et al 2!, analisaram o teor de lipidios
totais e o perfil lipidico do Leite Humano na Linha de Base (HMB) e dos Concentrados
com Leite Humano + liofilizado (com liofilizado de leite no periodo imediato (HMCI),
em 3 meses (HMC3m) e aos 6 meses (HMC6m) de armazenamento). Concluindo que o
leite humano liofilizado fortificado como um concentrado de leite humano, traz
beneficios potenciais ao recém-nascido, principalmente por conservar os nutrientes
essenciais presentes apenas no leite materno.

Em outro estudo Tavares 2, analisou 30 recém-nascidos pré-termo, com idade
gestacional inferior 34 semanas, massa corpérea ao nascimento igual ou inferior 1500
gramas, com objetivo de determinar os aminoécidos em dieta modificada no leite humano
em trés grupos (G): G1= leite humano do banco pasteurizado com 5% do aditivo FM85;
G2= leite humano do banco pasteurizado com aditivo do leite humano evaporado e G3=
leite humano do banco de leite pasteurizado com aditivo do leite humano liofilizado.
Através da dosagem da glutamina sanguinea dos recém-nascidos nos diferentes grupos,
demonstrou que a mesma aumenta conforme o grupo (G): (G1<G2<G3), concluindo que
hd preservacdo da concentracdo da glutamina apds o0s processos especificos de

evaporacéo e liofilizacéo.
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Neste atual estudo Jarzynka S et al 2%, avaliaram a eficéacia e seguranga da nova
combinacdo de métodos selecionada para a preservagdo do leite humano de doadores em
comparacdo com o tratamento térmico, esta combinacdo das duas técnicas,
processamento em alta pressdao e liofilizacdo, apresentou o melhor potencial de
preservacdo do valor nutricional do leite humano e foi avaliada quanto a seguranca
microbioldgica.

Com base nestes relatos, nosso estudo optou por liofilizar o leite humano coletado,
sendo que o processo de liofilizacdo permite a manutencdo dos nutrientes nas amostras
por um grande periodo de tempo. Demonstrou que a concentracdo da glutamina, se
mantém mesmo apos 0s processos de pasteurizacdo e liofilizacdo, fortalecendo a
importancia do uso do leite materno para os recém-nascidos criticos e prematuros nas
unidades de terapia intensiva UTI. Entretanto entendemos que o dominio do processo de
liofilizacdo permite uma conservacdo auténtica, fiel do leite humano e possibilitara
dosagem de varios nutrientes importantes da sua composi¢do para reposi¢do em situacao
clinica critica para os recém-nascidos.

O processo de liofilizacdo quer seja do leite humano maduro ou leite humano
concentrado, como demonstrado no experimento, nao interfere nos nutrientes presentes,
permitindo uma conservacao auténtica e fiel do LH, possibilitando que 0 mesmo possa
ser reconstituido e servido aos recém-nascidos ou ainda adicionado ao leite da mae
complementando a quantidade necessaria quando a mée ndo seja capaz de oferecer as
guantidades necessarias.

Porém fazem-se necessarios mais estudos que melhor definam a composicéo do
leite humano pasteurizado e liofilizado, no que refere oligoelementos nutricionais, a
exemplo, da glutamina, que sdo fundamentais quando a administracdo da terapia
nutricional para os recém-nascidos criticos em UTI, com a possibilidade de ofertar o leite
humano pasteurizado e liofilizado avaliando a resposta imunomoduladora.

As limitacbes de literaturas apresentando metodologias para analise do leite
humano, em especial na anélise da glutamina apds a pasteurizagdo e liofilizacdo, foi um
dos dificultadores para nosso estudo, uma outra situacdo é relativa a dificuldade de se
obter as doadoras de leite materno, nas condicdes e padronizac¢Bes que o estudo requer.
Feitas estas observagdes os resultados da analise forneceram informagdes confiaveis na
constatacdo da concentracdo da glutamina no leite humano cru e pasteurizado, apos a

liofilizacdo. Como resultado adicional a liofilizagdo que € um processo seguro, simples e
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de baixo custo, podera ser utilizado para viabilizar o armazenamento do leite humano nos
bancos de leite, estendendo sobremaneira a validade do leite.

Baseado em nossos dados podemos concluir que a concentracdo da glutamina no
leite maduro ndo apresentou alteracdo apos os processos de pasteurizacao e liofilizacao,

mantendo integro o aminoécido em estudo proposto.
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ANEXO 1 - QUESTIONARIO

Nome: Leito D.N I/
Endereco: n°__ Ponto de referéncia:
Cidade: Estado: Telefone:

Idade: Menor de 15 anos ( ) Maior de 35 anos ( )

Alfabetizada: Sim () Né&o ()

Escolaridade: nenhum ( ) fundamental ( ) médio ( ) superior ( )
Estado civil: casada ( ) unido estavel ( ) solteira ( ) outros ( )
Antecedentes pessoais: cardiopata ( ) diabetes hipertens&o arterial () infec¢des urinarias
( )outros ()

Gravidez atual: peso anterior: __ peso atual: altura:
Iniciou o pré-natal no: 1° trimestre ( ) 2° trimestre ( ) 3° trimestre ()
Dados obstétricos:

Gestacéo:

Tipo de parto: normal ( ) cesarea ( ) forceps ( )

Idade gestacional: sexo feminino () masculino ()

Data de nascimento: / / peso: altura

Exames clinicos: completos () incompletos ( ) nenhum ()
Imunizac@es: esquema completo ( ) incompleto ( ) nenhuma ()
Dieta durante a gestacdo: normal ( ) alterada ( )

Suplementacdo com sulfato ferroso (SF) e acido félico (AF)
SF()sim( )ndo AF( )sim( )néo

Data da coleta do leite materno:

12 / /

28 / /
Data: / /
Assinatura:
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