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RESUMO

FEIH ACHCAR, M. C. Nutricdo de recém-nascidos pré-termo de muito baixo peso
utilizando um concentrado com liofilizado de leite humano: Estudo de fase 1 seguranca e
tolerabilidade. 2022. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeiréo Preto, 2022.

Introducdo: Recentemente foi desenvolvido o leite humano concentrado com liofilizado de
origem humana (LioNeo). Testes pré-clinicos demonstraram que o LioNeo possui osmolalidade
aceitavel, adequada composicdo nutricional, estabilidade fisico-quimica e seguranca
microbioldgica imediatamente ap6s sua producdo e apds armazenamento por 3 e 6 meses.
Objetivo: Verificar a seguranca e tolerabilidade do LioNeo em comparacdo ao aditivo
comercial padrdo FM85® (a base de proteina do leite de vaca hidrolisada) na nutricdo de recém-
nascidos de muito baixo peso (RNMBP). Modelo de estudo: Ensaio clinico de fase 1,
randomizado, controlado e duplo cego. Local: Unidade de Terapia Intensiva Neonatal e
Unidade de Cuidados Intermediérios Neonatais do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto. Participantes: Entre 66 participantes elegiveis em potencial, 40
RNMBP foram inscritos e alocados aleatoriamente em dois grupos: Grupo A ou Grupo B.
Critérios de inclusdo: Prematuros (<37 semanas), peso ao nascer de 750-1500g, pequenos ou
adequados para a idade gestacional, recebendo exclusivamente leite humano, volume igual a
100ml/kg /dia ou superior, hemodinamicamente estaveis e cujos pais ou responsaveis assinaram
o termo de consentimento livre e esclarecido. Critérios de exclusdo: Recém-nascidos pré
termo grandes para idade gestacional, malformacdes, hemorragias peri e intraventriculares de
grau Il e IV e recém-nascidos de maes menores de idade sem um acompanhante responsavel.
Intervencéo: Os participantes randomizados para o grupo A foram alimentados com LioNeo e
os randomizados para grupo B com leite humano fortificado com aditivo comercial FM85®
(LHFMS85) durante 21 dias consecutivos. Principais desfechos: Morte, sepse neonatal tardia,
enterocolite necrosante (EN), sangramento e perfuracdo gastrointestinal, diarreia, distensdo
abdominal, vémito e regurgitacdo. Resultados: Os grupos LioNeo e LHFM85 apresentaram,
respectivamente, idade gestacional (30,4 £ 2,7s e 29,7 + 1,8s) e peso inicial (1220 £ 200g e
1219 + 204g) semelhantes. O modelo de regressdo simples ndo mostrou diferencas entre 0s
grupos comparando as médias dos eventos adversos. Diarreia, perfuracdo gastrointestinal, EN

e sepse neonatal tardia ndo foram observados no LioNeo, portanto, ndo foram comparados



estatisticamente (1 caso de perfuracdo gastrointestinal, 1 EN e 1 caso de sepse neonatal tardia
no grupo LHFM85). Também comparamos os grupos usando um modelo de regressao mdltiplo
com o volume total de leite ingerido durante os 21 dias de acompanhamento como variavel
ajustada e ndo houve diferencas. Ndo ocorreram mortes durante o estudo. Os pacientes de
ambos 0s grupos ganharam peso e comprimento de forma semelhante. Concluséo: O leite
humano concentrado com liofilizado de origem humana (LioNeo) foi considerado seguro e

toleravel para uso em RNMBP hemodinamicamente estaveis.

Palavras-chave: Leite humano. Banco de leite humano. Recém-nascido prematuro.

Liofilizado. Recém-nascidos de muito baixo peso. Enterocolite necrosante.



ABSTRACT

FEIH ACHCAR, M. C. Nutrition of very low birth weight preterm newborns with
concentrate containing human milk lyophilisate: Phase 1 safety and tolerability. 2022.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade
de Séo Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Introduction: Our group recently developed LioNeo, human milk concentrated with
lyophilisate from human origin. Pre-clinical tests showed that LioNeo has acceptable
osmolality, adequate nutritional composition, physical-chemical stability, and microbiological
safety. Objective: To assess safety and tolerability of LioNeo compared to the commercial
standard additive FM85® (based on hydrolyzed cow's milk protein) in the nutrition of very low
birth weight newborns (VLBW). Design: Phase | double blind, randomized, controlled clinical
trial. Setting: Neonatal Intensive Care Unit and Neonatal Intermediate Care Unit, Clinics
Hospital, Ribeirdo Preto Medical School. Participants: Among 66 potential eligible
participants, 40 VLBW were enrolled and randomly allocated into two groups: Group A or
Group B. Inclusion criteria: Preterm (<37 weeks), hemodynamically stable infants weighing
750-1500 g at birth (small or adequate for gestational age) and receiving 100 ml/kg/day human
milk; parents or guardians signed the informed consent. Exclusion criteria: Large weight for
gestational age, malformations, grade 111 and 1V peri and intraventricular hemorrhages, and no
guardian to sign the consent for underage mothers. Intervention: Participants randomized to
group A were fed LioNeo and those randomized to group B to human milk fortified with
commercial additive FM85® (HMCA) for 21 consecutive days. Main Outcomes: Death, late-
onset neonatal sepsis, necrotizing enterocolitis (NEC), gastrointestinal bleeding and
perforation, diarrhea, abdominal distension, vomiting, and regurgitation. Results: Groups
LioNeo and HMCA presented similar gestational age (30.4 + 2.7 and 29.7 £ 1.8 weeks,
respectively) and baseline weight (1220 £+ 200 and 1219 + 204 g, respectively). The groups had
similar means of adverse outcomes on regression analysis. Diarrhea, gastrointestinal
perforation, NEC, and neonatal sepsis were absent in LioNeo. HMCA had one cases of
gastrointestinal perforation, one NEC and one late-onset sepsis. The total volume of milk
ingested during the 21-day follow-up (as an adjusted variable), weight gain, and length were
the same in both groups. There were no deaths during the study. Patients in both groups gained
weight and length similarly. Conclusion: LioNeo is safe and tolerable for hemodynamically
stable VLBW.



Keywords: Human milk. Human milk bank. Preterm newborn. Lyophilisate. Very low birth
weight infants. Necrotizing enterocolitis.
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1 INTRODUCAO

Com o advento do tratamento bem-sucedido de recém-nascidos de risco em unidades de
terapia intensiva neonatal, a sobrevida dos pequenos prematuros tem aumentado. Atualmente,
um expressivo percentual de recém-nascidos pré-termo com peso maior ou igual a 400g em
paises desenvolvidos sobrevive. Essa mudanca tem sido atribuida ao uso mais racional dos
conhecimentos tecnoldgicos, ao aprimoramento de cuidados obstétricos e neonatais, ao melhor
entendimento e manejo das doencas pulmonares, neurolégicas, digestivas, pré e pos-operatorio,
administracao de fluidos e, em especial, ao suporte nutricional que vem sendo alvo de estudos
nas Gltimas décadas. (1,2)

Uma abordagem nutricional ideal é a chave para aumentar a sobrevida dos recém-
nascidos. A meta mais aceita para o crescimento pds-natal é a tentativa de mimetizar o
crescimento intrauterino de um feto normal de mesma idade gestacional, respeitando as
limitacbes da imaturidade, minimizando complicacBes e riscos futuros de doencas
degenerativas do adulto. Essa expectativa raramente € atingida. (3,4)

O crescimento de recém-nascidos de muito baixo peso (RNMBP), assim considerados 0s
de peso ao nascer menor do que 1.500g, é dificultado por problemas fisiopatol6gicos comuns a
este grupo, como hipotensdo, hipoxia, acidose, infecgoes, intervencgdes cirargicas, tratamentos
farmacoldgicos com corticosteroides, além da imaturidade fisiologica. Ha um consenso entre
0s neonatologistas de que a alimentacdo precoce em quantidade que supriria a necessidade
nutricional dos RNMBP ou com alta osmolalidade pode levar a enterocolite necrosante (EN)
se ofertada em volumes e velocidades superiores a capacidade gastrintestinal. Quanto mais
acentuada a prematuridade e menor o peso, maiores sdo as dificuldades enfrentadas para a
sobrevivéncia fora do espaco intrauterino. (5,6)

O nascimento pré-termo impede que o recém-nascido vivencie parte ou todo o Gltimo
trimestre gestacional e as aquisi¢des anatdmicas e de desenvolvimento de determinadas vias
metabolicas e estoque tecidual de nutrientes (como minerais e vitaminas lipossoliveis, que
fazem depdsitos organicos) que deveriam ocorrer neste periodo, interferindo nas necessidades
nutricionais e na forma de supri-las. H& entdo uma maior demanda de proteinas, calorias,
minerais, micronutrientes e eletrélitos para o crescimento e desenvolvimento adequados. O leite
materno e o leite humano de banco sdo as melhores opgdes para a alimentacdo de recém-
nascidos prematuros, assim como para os bebés nascidos a termo. (7) Entretanto, os RNMBP
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ndo tem condigdes de suportar volumes de LH suficientes para alcancar a quantidade necessaria
de nutrientes, precisando, portanto, de suplementacéo.

Fazer com que esses RNMBP crescam e se desenvolvam como se estivessem ainda no
ambiente intrauterino € um constante desafio a equipe multidisciplinar que atende esses
prematuros. O conhecimento da fisiologia do Gltimo trimestre gestacional, assim como dos
aspectos nutricionais para promogao do crescimento nesse periodo sdo imprescindiveis para o
tratamento desta populacdo. O terceiro trimestre € um periodo de rapido crescimento e
maturacdo estrutural, particularmente do Sistema Nervoso Central (SNC) e exige aporte
adequado de nutrientes, em quantidade e qualidade adequadas, a fim de garantir boa evolugéo
pondero-estatural, sem iatrogenias carenciais ou sobrecargas metabdlico-digestivas
indesejaveis. (8,9)

O leite humano possui composicao nutricional balanceada, incluindo todos os nutrientes
essenciais, além de um grande nimero dos condicionalmente essenciais e cerca de 250 ou mais
tipos diferentes de fatores bioativos. Muitos desses fatores parecem contribuir para o
crescimento e desenvolvimento do feto e maturacdo de seu trato gastrintestinal. Dentre eles
destacam-se fatores antimicrobianos, agentes anti-inflamatérios, enzimas digestivas, varios
tipos de hormonios, fatores de crescimento e imunomoduladores. (10,11) O maior
conhecimento das funcgdes fisioldgicas do leite humano, assim como de suas qualidades
nutritivas e imunoldgicas, consagraram o seu uso na dieta dos recém-nascidos pré-termo de
muito baixo peso. (5)

Uma vez que os RNMBP ndo tém condicdes de ingerir o volume adequado de leite
humano que supra suas necessidades nutricionais a solu¢do encontrada foi o desenvolvimento
de aditivos ou fortificantes para o leite humano, a base de proteina hidrolisada do leite de vaca
(PLV). Esses aditivos incrementam alguns nutrientes essenciais no leite humano cru ou
pasteurizado (como proteina, sodio, célcio e fésforo) melhorando seu aporte nutricional e
consequentemente aumentando o crescimento dos RNMBP. Apesar dos beneficios potenciais,
os aditivos PLV podem alterar a qualidade imunolégica do leite humano e aumentar o risco de
sensibilizagdo por proteina heteréloga, potencializando o risco de sangramento gastrointestinal,
EN e sepse neonatal tardia. E importante colocar que a pasteurizacdo do leite humano também
reduz a concentracdo e a funcionalidade de seus componentes bioativos. (12)

Como consequéncia do avango cientifico e tecnoldgico das Ultimas décadas, surgiu a
possibilidade de fortificacdo do leite humano para esse grupo de prematuros a base de proteina

exclusivamente humana, por meio de processos de ultra filtracdo, evaporagéo, centrifugacgéo e
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concentracdo do leite humano excluindo a necessidade de utilizagdo de aditivos a base de
proteina heterdloga.

No ano de 1999 foi fundada a empresa privada norte americana Prolacta Bioscience® que
introduziu no mercado o conceito dos aditivos comerciais de leite humano a base de proteina
exclusivamente humana, atualmente a referida Empresa ainda é a Unica a produzir e
comercializar aditivos a base de LH, segundo dados disponiveis no site proprio. (13) Estudos
recentes tém demonstrado suas vantagens nutricionais, excluindo o risco potencial de
complicacdes como sensibilizacdo por proteina heteréloga e perda acentuada das propriedades
imunoldgicas do leite humano. Ganapathy, Hay e Kim (2012), descreveram o custo-efetividade
da utilizacdo do aditivo a base de proteina do leite humano na prevengdo da EN. (14)
Ghandehari, Lee e Rechtman (2012), demonstraram que uma dieta predominantemente a base
de leite humano reduz o tempo de nutricdo parenteral. (15) Sullivan et al. (2010) observou que
aditivos de leite humano a base de proteina exclusivamente humana, quando comparados com
uma dieta a base de proteina do leite de vaca, tém uma maior tolerancia e menor incidéncia de
sepse e EN em RNMBP. (16) No entanto, o custo do aditivo de LH de origem humana
industrializado € impraticavel para unidades de satde publica de paises em desenvolvimento,
especialmente no Brasil, uma vez que além do alto custo, também contraria a legislacéo vigente
sobre a comercializacdo de material biolégico humano. Portanto, a utilizacdo dessa Unica op¢éo
disponivel € inviavel, além de eticamente questionavel. (17,18) Os aditivos a base de proteina
do leite humano, como por exemplo o Prolact+H2MF (Prolacta Bioscience®), aumentam o
valor nutricional do leite humano com proteinas, gorduras e carboidratos derivados de leite
humano pasteurizado e a adi¢do de minerais essenciais (sddio, potassio, cloro, célcio, fésforo,
magnésio, cobre e zinco), sem introduzir os riscos adicionais dos aditivos a base de proteina do
leite de vaca, mas com vieses éticos importantes, uma vez que o leite humano é comprado para
comercializacdo na forma de aditivo. (16,19)

Em relacdo aos aditivos a base de PLV no mercado brasileiro encontramos o FM-85®
(Nestlé®) e o Enfamil HMF® (Mead Johnson®). Tais aditivos melhoram o poder nutricional
do leite humano para RNMBP, mas expbem a riscos, além dos ja mencionados, de
desenvolvimento de alergia a proteina heter6loga em 5% dos casos. (20)

Em 2015 foi desenvolvido por pesquisadores brasileiros um aditivo a base de leite
humano doado utilizando a técnica de liofilizagéo, porém, antes de liofilizar, os autores fizeram
a retirada da lactose por precipitacdo a frio em centrifuga refrigerada, apds tentativa inicial de

concentracdo do LH por evaporacgdo. Os autores encontraram composic¢éo de lactose de 9,22 +
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1,00 g/dL, proteinas de 2,20 + 0,36 g/dL, lipidios totais de 2,91 + 0,57 g/dL, calorias de 71,93
* 8,69 kcal/dL e osmolalidade de 389,6 + 32,4 mOsm/kg H20. Consideraram essa composi¢ao
adequada para o crescimento dos RNMBP, exceto para o célcio e fésforo, que orientaram
suplementacdo. Os minerais magnésio, zinco e cobre, bem como o perfil lipidico ndo foram
analisados nesse estudo. (21,22) Os resultados desses trabalhos demonstram que ha
possibilidades de se oferecer concentracfes maiores de nutrientes do leite humano ao RNMBP
com boa tolerancia gastrointestinal e metabdlica.

Martysiak-Zurowska, Rozek e Puta (2020), liofilizaram o leite humano e observaram que
0 processo ndo afetou a atividade da superoxido dismutase, o perfil de acidos graxos ou o teor
de lactoferrina, mas reduziu a capacidade antioxidante total do LH em 22,1% e induziu a um
pequeno aumento na atividade de lisozima, em cerca de 9,8%. No leite liofilizado as substancias
bioativas, tais como a capacidade antioxidante total, lactoferrina, perfil de acidos graxos e
lisozima, permaneceram estaveis mesmo em temperatura ambiente. (23)

Diversos estudos analisaram os fortificantes de leite humano (Prolacta Bioscience®) e
verificaram que os mesmos sao capazes de oferecer excelente nutricdo para 0s RNMBP. O leite
humano apresenta vantagens por conter componentes imunoldgicos ndo nutritivos que podem
contribuir para a integridade da mucosa gastrointestinal e tém a funcdo de aumentar a imunidade
contra diversas infecges. (24-27)

Observada essa necessidade 0 nosso grupo de pesquisa desenvolveu um liofilizado de
leite humano proveniente de doacdo ao Banco de Leite Humano (BLH - HCFMRP-USP) para
ser usado como aditivo, através de uma metodologia simplificada, que podera ser implantada
na rotina dos bancos de leite do Brasil e do mundo para alimentacdo de RNMBP, garantindo o
alimento considerado padrdo-ouro na nutricdo do prematuro, com quantidade e qualidade
adequadas de nutrientes.

O leite humano concentrado com liofilizado de origem humana, que nomeamos LioNeo,
possui importante incremento do valor nutricional (cerca de 60%) comparado ao leite humano
de base nas dosagens de macro e micronutrientes e osmolalidade superior, porém dentro do
limite de seguranca e estabilidade do perfil lipidico frente a diferentes periodos de estocagem.
(28,29)
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1.1 Projeto de liofilizacdo do leite humano

Com o intuito de utilizar leite humano como aditivo, foi realizada em nosso Departamento
(Puericultura e Pediatria — FMRP-USP) uma prova de conceito, com a elaboracdo de um
concentrado com liofilizado de leite humano para alimentacéo de recém-nascidos pré-termo de
muito baixo peso (LioNeo). Esse estudo-semente recebeu o apoio financeiro do CNPq,
Ministério da Saude/DECIT — Departamento de Ciéncia e Tecnologia e da Fundacédo Bill &
Melinda Gates e apresentou resultados bastante favoraveis que permitiram o planejamento das
fases clinicas 1 e 2 relacionadas a seguranca, tolerabilidade e a eficcia do LioNeo em RNMBP.

O trabalho inicial na fase pré-clinica estudou 50 amostras de LH maduro (leite
proveniente de doadora com mais de 14 dias de pds-parto) pasteurizado, com energia entre 500-
700 kcal/L e acidez Dornic até 8°D. Foi realizada com sucesso a liofilizacdo do LH total, através
de uma técnica simples e com baixo custo, sem necessidade de manipulagao prévia. A técnica
de concentracdo do LH através da retirada da lactose por precipitacdo a frio ndo se mostrou
consistente nos nossos ensaios laboratoriais. (28)

O liofilizado (LH em pd) produzido a partir de 50 ml de LH foi reconstituido com 75 ml
de LH fluido da propria doadora, ambos crus, criando um concentrado de LH, com cuidado de
néo ultrapassar a osmolaridade de 450 mOsm/kg. Esse concentrado, bem como o leite humano
de linha de base (LHB) passaram pelo processo de pasteurizagdo e controle de qualidade
microbioldgica. Na sequéncia foram realizadas as analises do LHB com a adi¢éo do liofilizado,
gue nomeamos leite humano concentrado imediato (LHCIm) e apds armazenamento do mesmo
em freezer com temperatura controlada por 3 meses e 6 meses (LHCL3m/ LHCL6m). Os
macronutrientes foram dosados através de espectroscopia por infravermelho, osmolalidade,
perfil lipidico por cromatografia gasosa e os micronutrientes por espectrofotometria de
absorcdo atbmica nos 4 momentos diferentes (LHB/ LHCImediato/ LHCL3m/ LHCL6m).
(28,29)

Guias vigentes da Academia Americana de Pediatria recomendam que a osmolalidade do
leite humano enriquecido ndo deve ultrapassar 450 mOsm/Kg H20, ou osmolaridade
aproximada de 400 mOsm/L, o que foi respeitado na concentracdo obtida com o LioNeo na
prova de conceito. (8,28,29) Um estudo prospectivo austriaco, com o objetivo de analisar a
osmolaridade do LH apos a fortificacdo, demonstrou risco de aumento acima de limites

aceitaveis (605 mOsm/L) com a adicdo de modulos de proteina e micronutrientes. (20) No
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presente estudo fortificamos o LH com leite humano em p6 na sua forma integral o que

possivelmente favoreceu o controle da osmolaridade.

Na prova conceito do LioNeo, os valores dos carboidratos (lactose + oligossacarideos)
atingiram 9,18 + 0,68 g/100ml de leite, elevando a osmolalidade, juntamente com a
concentracdo dos demais nutrientes, para 452,12 + 59,79 mOsm/Kg. Consideramos este valor
como o limite superior de seguranga para o concentrado com liofilizado, na propor¢éo de 75 ml
de leite humano para 50 ml de leite liofilizado. Concentracfes superiores a esse valor podem
elevar a osmolalidade e aumentar o risco de EN consequente. Podemos, dessa maneira, antever
a vantagem de utilizar o liofilizado de leite humano total, que concentra todos os nutrientes,
sem exceder a osmolalidade na concentragdo proposta.

Os estudos pré-clinicos do Projeto LioNeo demostraram: (28,29)

a) Viabilidade da liofilizacdo do leite humano total, que foi bem-sucedida, permitindo a
utilizacdo do liofilizado de LH na concentracdo de leite humano de banco para a nutricdo
de RNMBP;

b)  Incremento variavel entre 30-70%, com valor médio de 60% na comparacéo das analises
de macronutrientes, micronutrientes e osmolalidade a partir do leite humano em linha de
base e 0 LioNeo;

c)  Mudancas no perfil lipidico nas proporcdes relativas de alguns acidos graxos especificos
nos diferentes tempos de andlise (periodo imediato e pds-estocagem com 3 e 6 meses),
como o acido araquidonico, acido docosahexaendico e eicosapentaenoico. No entanto, na
somatoria de acidos graxos dmega 6 e 3 ndo houve diferenca estatistica nos diferentes
tempos e o teor de lipidios ficou maior quando comparado com LH;

d) O armazenamento do concentrado com o liofilizado de leite humano pode ocorrer por até
6 meses sem mudancas bruscas no perfil fisico-quimico do leite;

e) A concentracdo obtida atende a maior parte das necessidades nutricionais do RNMBP,
exceto para o célcio e o fosforo, que provavelmente deverdo ser suplementados.

f)  Existe seguranga microbiologica no processamento e na liofilizagdo do leite humano.

1.2 Justificativa

O presente estudo justifica-se pelo fato de que a producéo do liofilizado de leite humano
para fortificacdo de leite de banco na nutricio de RNMBP tem potencial de melhorar

significativamente o crescimento e desenvolvimento dessa populagdo com reducdo de riscos

20



possiveis. Além disso, a producgdo do liofilizado é acessivel para paises e comunidades com

recursos financeiros limitados.

1.3  Hipotese

A hipdtese proposta neste estudo é que o leite humano concentrado com liofilizado de

origem humana (LioNeo) seja seguro e toleravel na nutricdo de recém-nascidos de muito baixo

peso (<1500g).

1.3.1 Pergunta do estudo

A fortificacdo de leite humano de banco de leite com liofilizado de origem humana é

segura e tolerdvel em recém-nascidos de muito baixo peso quando comparada ao aditivo

comercial a base de proteina do leite de vaca?

Quadro 1 — Metodologia PICO

P — populacédo de estudo

Recém-nascidos com peso de nascimento entre 750 e 15009

| — intervencao

Fortificagdo de leite humano de banco com liofilizado de origem humana

C — comparador

Fortificagdo de leite humano de banco com aditivo comercial & base de proteina
do leite de vaca

O — desfechos

Primarios: sangramento gastrointestinal ou perfuracdo gastrointestinal ou
enterocolite necrosante ou sepse ou choque séptico ou morte

Secundarios: distensdo abdominal, vémitos ou diarreia ou suspensdo da dieta,
por qualquer periodo, que devera ser computado em horas

Fonte: Elaborado pela autora.
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2 OBJETIVO

Verificar a seguranca (sangramento gastrointestinal ou perfuracdo gastrointestinal ou
enterocolite necrosante ou sepse ou choque séptico ou morte) e a tolerabilidade (distenséo
abdominal, vomitos ou diarreia ou suspensdo da dieta por qualquer periodo, que devera ser
computado em horas para efeito de comparacao entre os grupos) do leite humano concentrado
com liofilizado de origem humana na nutricdo de recém-nascidos de muito baixo peso
(<1500g).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  Desenho e configuracéo do estudo

Ensaio clinico controlado, randomizado e duplo cego, aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP com
CAAE n° 96682318.2.0000.5440. O ensaio foi registrado na UTN (Universal Trial Number)
com n° U1111-1220-0550 — http://www.ensaiosclinicos.gov.br/rg/RBR-8nnpfm/. O termo de

consentimento livre e esclarecido (TCLE), foi obtido dos pais ou responsaveis legais de todos
os participantes. (ANEXO A)

O estudo foi realizado em um unico centro denominado “HC Crianga”, que consiste na
unidade pediatrica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo, na cidade do Ribeirdo Preto. Neste centro foram utilizadas duas
unidades de cuidados neonatais: A Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTI Neo),
localizada no primeiro andar com 20 leitos disponiveis e a Unidade de Cuidados Intermediarios
Neonatais (UCI Neo), localizada no terceiro andar com capacidade méaxima de 21 leitos.

Foi realizada uma pesquisa clinica de fase 1, sobre fortificacdo de leite humano para
nutricdo de RNMBP com dois tipos de aditivos: leite humano concentrado com liofilizado de
origem humana, LioNeo (produto em investigagdo) e leite humano com aditivo comercial a
base de proteina do leite de vaca LHFM85 (produto utilizado como controle). Vale esclarecer
que a utilizacdo do LHFM85 faz parte da rotina do hospital para os prematuros que necessitam
de fortificacéo.

A populacéo de escolha para o estudo foi de RNMBP em seu estado mais estavel, pois
geralmente utilizam aditivos a base de proteina do leite de vaca, que atualmente é o padrdo no
mundo para nutricdo desses individuos, uma vez que 0s mesmos possuem uma condi¢do de
salde delicada imposta pela prematuridade e a alimentacdo é um fator determinante para a
sobrevida.

O tamanho amostral de 40 participantes foi determinado de acordo com o Manual do
Food and Drug Administration (FDA) (30), sendo 20 RNMBP para Grupo A — LioNeo e 20
RNMBP para o Grupo B — LHFM85.

Os RNMBP foram acompanhados por 21 dias, apds consenso da equipe em consulta a
estudos semelhantes. (31)
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A equipe multidisciplinar para a execugédo do trabalho foi composta por 19 profissionais
sendo: 7 enfermeiras, 4 médicos (1 deles o pesquisador principal), 4 nutricionistas (1 deles a
gerente de projeto), 1 biomeédica, 1 farmacéutica, 1 especialista em analises clinicas, 1
estatistico. As equipes médica e de enfermagem das unidades também tiveram importante
participagdo uma vez que a prescricdo diéria, a administracdo da dieta, assim como todos 0s
demais procedimentos de rotina para o acompanhamento dos participantes foram realizados
segundo a rotina do hospital. A equipe do estudo e das unidades de internacdo foram
previamente treinadas pelo pesquisador principal e pela gerente do projeto.

E importante salientar que o protocolo utilizado para a execugdo do presente estudo esta
de acordo com o Manual de Boas Praticas Clinicas: Documento das Américas. (32)

3.2 Critérios de inclusao e exclusao

A triagem dos pacientes elegiveis foi baseada em critérios de inclusdo e excluséo.

3.2.1 Critérios de inclusao

a)  peso ao nascer igual ou superior a 750 gramas e inferior ou igual a 1500 gramas;

b)  nascidos prematuramente (menos de 37 semanas de idade gestacional);

c) considerados nascidos pequenos (P1G) ou adequados para a idade gestacional (AIG);

d) recebendo leite humano, seja materno cru (que foi mantido) e/ou leite humano de banco;

e)  estaveis hemodinamicamente, sem uso de drogas vasoativas, com pressao arterial aferida
dentro da curva de normalidade e/ou boa perfusdo periférica (tempo de enchimento
capilar menor que 3 segundos), pulsos periféricos palpaveis e saturacao de oxigénio maior
gue 90%, conforme descrito no Protocolo para medida de pressdo arterial em recém-
nascidos pré-termo/ chogue no periodo neonatal/ HCFMRP-USP. (ANEXO B)

Né&o foi delimitada idade maxima para entrada no estudo, o critério foi atingir o volume
minimo diario de leite humano de 100 ml/kg/dia no momento de inclusdo, independentemente
da idade (dias de vida).
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Em situacdo de gemelaridade com univitelinos foi sorteado um dos recém-nascidos para
participar do estudo (exceto gémeos bivitelinos, ambos poderiam participar do estudo se
elegiveis).

A idade gestacional (IG) de nascimento dos RNMBP foi definida a partir dos dados de
ultrassonografia precoce de primeiro trimestre, quando registrados no prontuario médico.

A adequacdo do peso de nascimento para a IG foi classificada de acordo com a
Intergrowth 21%, (33) Para os casos sem a referida informacdo no prontuario médico, foi
utilizada a idade gestacional de nascimento determinada pelo método de New Ballard entre as
primeiras 12 a 20 horas de vida, pois avalia mais critérios neurologicos do que somaticos, sendo
assim, mais preciso. (34)

3.2.2 Critérios de exclusdo

a)  que apresentaram malformacdes maiores (como por exemplo, cardiopatias congeénitas,
atresia de es6fago, hérnia diafragmatica, doencas genéticas entre outras);

b) com hemorragias peri e intraventriculares (HPIV) graus Ill e IV diagnosticadas por
ultrassonografia transfontanelar em até 72h de vida;

c) filhos (as) de médes menores de idade sem acompanhante responsavel;

d)  pacientes com asfixia perinatal grave ou moderada;

e)  pacientes com historia prévia de EN ou intolerancia alimentar.

3.3 Triagem e recrutamento

Apos a internacdo de um RNMBP nas unidades de abrangéncia da pesquisa (UCI Neo ou
UTI Neo) uma das enfermeiras do estudo tinha a tarefa de consultar os dados sobre as condi¢fes
de nascimento e de alimentacdo, verificando se preenchiam os critérios de inclusdo. Realizada
essa primeira analise a enfermeira fazia contato com os pais e/ ou responsavel legal do neonato
para a apresentacdo do projeto e verificagdo de interesse em participacao voluntaria, proferindo
a leitura do TCLE. Para os pais que aceitaram foi coletada a assinatura em duas vias do TCLE,
uma das vias foi arquivada sob guarda do pesquisador principal e a outra via entregue para 0s

pais e/ou responsavel legal. O processo foi registrado no prontuério eletrénico do paciente.
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Foi garantido aos pais e/ou responsavel legal o direito ao afastamento da pesquisa por
qualquer motivo e a qualquer momento. Foi também esclarecido que, em caso de desisténcia
de participacdo, o atendimento na unidade nédo seria prejudicado ou sofreria qualquer tipo de

prejuizo.

3.4  Randomizagao e mascaramento

Os prematuros de ambos 0s sexos, com peso de nascimento entre 750 e 15009, apds seus
pais ou responsaveis terem assinado o TCLE foram admitidos no estudo, respeitando os
critérios de inclusao e exclusdo. Os entdo, participantes foram randomizados na razdo 1:1, entre
os dois tipos de fortificacdo definidas no estudo, com chances iguais, sendo que os RNMBP
randomizados para 0 grupo A, receberam o produto em investigacdo, o LioNeo e o0s RNMBP
randomizados para o grupo B receberam o LHFM85 para controle.

A randomizacéo ocorreu em blocos de tamanho aleatorio (4 ou 6), a partir de uma lista
gerada no servico Sealed Envelope e inserida no Research Electronic Data Capture (REDCap)
pelo estatistico responsavel que, por sua vez, foi cego a alocacdo dos sujeitos. O Research
Electronic Data Capture é uma plataforma baseada em metadados que visa apoiar projetos de
pesquisa translacional em ambientes académicos. Inicialmente desenvolvido pela Vanderbilt
University, o REDCap é atualmente apoiado por 398 instituicdes parceiras em 46 paises e apoia
cerca de 40.000 projetos em todo 0 mundo. A ocultacao foi realizada pelo REDCap atribuindo
a proxima alocacdo somente no momento de inclusdo do paciente, 0 mesmo foi acessado de
forma exclusiva pelo referido estatistico, unico responsavel pela randomizacéo, permanecendo
indisponivel para os demais pesquisadores. (35-37)

O ensaio clinico duplo cego, prevé a dupla ocultacdo do produto em investigacdo para 0s
envolvidos, no caso do nosso estudo, os pais e/ou responsavel legal dos participantes,
prestadores de cuidados (médicos, enfermeiras, auxiliares de enfermagem, membros da equipe
e funcionérios do hospital), investigador principal e avaliadores de resultados ndo tinham
conhecimento da randomizacdo. Os Unicos integrantes da equipe ndo cegos foram os trés
nutricionistas responsaveis pelo porcionamento das dietas e a farmacéutica responsavel pelo
envio de LH e LioNeo do banco de leite para o lactario. A informacdo da randomizacao restrita
ao grupo citado foi repassada através do REDCap.

Os trés nutricionistas (ndo cegos) responsaveis pela finalizagdo do preparo e

porcionamento dos leites fortificados seguiam a prescricdo médica padronizada no sistema
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HCFMRP-USP, redigida da seguinte maneira: Projeto LioNeo + volume X horarios de
administracdo. Com o conhecimento dessa informacao os nutricionistas preparavam a dieta de
acordo com o brago de alocacdo do participante. O contato da equipe cega com 0s demais
integrantes da equipe foi restrito a assuntos relacionados a prescri¢do das dietas com relagédo a
continuidade ou interrupgéo por algum evento adverso.

As dietas do grupo intervencdo (Grupo A — LioNeo) e controle (Grupo B — LHFM85) nédo
apresentavam nenhuma diferenca visual (cor) ou sensorial (cheiro e consisténcia) que
permitisse diferenciar os leites nas unidades e pudesse colocar em risco 0 mascaramento. As
seringas foram identificadas com etiquetas que constavam somente o nome do paciente,

unidade de internacéo, horério de administracao e a inscrigdo “Projeto LioNeo”.

3.5 Intervencao

3.5.1 Producéo do leite humano com liofilizado de origem humana (LioNeo)

A producdo do LioNeo durante os meses de execucdo da pesquisa ocorreu no BLH -
HCFMRP-USP. Foram responsaveis pela produgdo/ supervisao a Farmacéutica e a Biomédica
do estudo, respectivamente. O LioNeo foi produzido com leite humano liofilizado (em po)
reconstituido com leite humano fluido de acordo com a prova de conceito (fase pré-clinica).(28)
Segue breve descricdo e fluxograma de producéo.

O LioNeo foi produzido com leite naturalmente ordenhado (LNO) maduro doado por
nutrizes voluntarias. Os frascos de LNO destinados a liofilizacdo inicialmente seguiam aos
procedimentos de selecéo e classificagdo padronizados pela Rede Brasileira de Bancos de Leite.

Na etapa de liofilizacdo porcGes de 50 ml de leite humano eram cuidadosamente
separadas em recipientes de vidro inerte e estéril e congeladas a - 30°C por 24 horas. Apés 24
horas de congelamento os frascos eram colocados na camara de vacuo do Liofilizador modelo
L-108 da marca Liotop®. Cada por¢édo de 50 ml de leite humano originou de 5 a 7 g de leite
em po (liofilizado). A reconstituicdo do liofilizado (5 a 7 g de pd) era feita com 75 ml de leite
humano fluido da mesma doadora gerando como produto final cerca de 80 ml de LioNeo por
frasco. A proporcao de 7g de liofilizado (em média) para 75 ml de leite humano fluido foi fixa
durante a producdo. A osmolalidade maxima determinada para o LioNeo foi de 450 mOsm/Kag.

As etapas de pasteurizacdo e controle de qualidade microbioldgica eram realizadas apos

a reconstituicdo do liofilizado com leite humano fluido. (17) O armazenamento do LioNeo foi
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realizado sob congelamento em freezers com temperatura controlada com prazo de validade de
6 meses a partir da data de fabricagéo.

Os Macronutrientes lipidios totais, proteina total e verdadeira, carboidratos (lactose e
oligossacarideos), solidos totais e energia total foram analisados em conjunto pelo MIRIS
Human Milk Analyser®, por espectroscopia infravermelha. A determinacdo da osmolalidade
foi realizada no Osmémetro Microprocessador PZL-1000® através do método de osmometria
por congelamento, o perfil lipidico por cromatografia gasosa e micronutrientes por
espectrofotometria de absor¢do atbmica em quatro momentos diferentes. Foi descartada a
presenca de metais pesados e potencialmente toxicos atraves da analise por espectrometria de
massa por inducédo de plasma. (28,29,38)

O porcionamento do LioNeo ocorreu nas dependéncias do lactario do HCFMRP-USP
pelos nutricionistas do estudo responsaveis por essa atividade. O LioNeo era descongelado em
banho maria elétrico com temperatura controlada por dupla checagem (visor do aparelho e
termdmetro quimico) a temperatura de 40°C. Apo6s o descongelamento os frascos com a por¢ao
de 80 ml de LioNeo prontos para o consumo eram transferidos para a capela de fluxo laminar,
exclusiva para manipulacdo de leite humano, previamente higienizada com alcool 70% e ndo
tecido descartavel “wiper”. Os materiais de apoio para o porcionamento (avental, campo de
algodéo e frascos de vidro) eram esterilizados em autoclave no servico do HCFMRP-USP. As
seringas, suas respectivas tampas e luvas eram descartaveis, embaladas individualmente e
estéreis. O volume suficiente de LioNeo para suprir 24h de alimentacdo de cada participante

era dosado nas seringas de acordo com a prescri¢cdo médica por horario.
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Figura 1 — Fluxograma de producéo do leite humano com liofilizado de origem humana

LEITE HUMANO DOADO - CRU

Processos de Selegao e Classificagao
- Verificagdo de sujidades

- Off-flavor

- Condigoes da embalagem

- Cor

- Acidez Dornic
- Crematdcrito

50 ml do LEITE HUMANO CRU

(Obs.: Serdo congeladas em frasco de vidro inerte e estéril por no minimo 24hrs em freezer -
30°C e depois serdo colocadas no Ligfilizader L108®, LiaToep para iniciar o ciclo de liofilizagao
por 72hrs.)
RECONSTITUIGAO COM 75 ml de LEITE HUMANO CRU
dando origem ao

CONCENTRADO COM LIOFILIZADO DE LEITE HUMANO

(Obs.: Apés serem retiradas do liofilizador, mantém-se a cadeia de frio até serem reconstituidas
com leite humano cru.)

PASTEURIZAGAO

(Obs.: Os concentrados sdo levados para o banho maria por 30 min a 62,5°)

RESFRIAMENTO

(Obs.: O concentrado é resfriado em banho de gelo até atingir 5°C e depois é mantido em
cadeia de frio até seguir para o Controle de Qualidade Microbiol6gico)

CONTROLE DE QUALIDADE MICROBIOLOGICO
(CALDO VERDE BRILHANTE 5%)

/ N

POSITIVO NEGATIVO
PROVA CONFIRMATORIA OK - PRONTO PARA CONSUMO

(CALDO VERDE BRILHANTE 4%)

/ \ Obs.: Serdo encaminhados

congelados para o lactario
POSITIVO NEGATIVO

do HC-Crianga, local onde

serdo estocados.
DESQUALIFICADO PARA CONSUMO - DESCARTAR!

Fonte: Elaborado pela equipe do estudo.

29



3.5.2 Preparo do leite humano com aditivo de origem animal (LHFM85)

A preparacdo do leite humano com aditivo de origem animal ocorreu nas dependéncias
do lactario do HCFMRP-USP pelos nutricionistas do estudo responsaveis por essa atividade. O
LNO maduro pasteurizado era descongelado em banho maria elétrico com temperatura
controlada por dupla checagem (visor do aparelho e termdmetro quimico) a temperatura de
40°C. Apos o descongelamento o LNO era transferido para a capela de fluxo laminar, exclusiva
para manipulacdo de leite humano, previamente higienizada com alcool 70% e néo tecido
descartavel “wiper”. Os materiais de apoio para o porcionamento (avental, campo de algod&o
e frascos de vidro) eram esterilizados em autoclave no servico do HCFMRP-USP. As seringas,
suas respectivas tampas e luvas eram descartaveis, embaladas individualmente e estéreis.

O aditivo a base de leite de vaca FM85® era adicionado ao LNO e homogeneizado por
agitacdo manual na proporcao de 4% (1g para 25 ml de LNO) no volume total necesséario para
suprir 24h de alimentagédo do participante. O leite fortificado era entdo dosado nas seringas de
acordo com a prescricdo médica por horario. O aditivo a base de leite de vaca FM85® da marca
Nestlé® é composto basicamente de proteina hidrolisada do soro do leite de vaca, porém
também contém maltodextrina e lipideos (gordura vegetal e gordura animal). Na concentragdo
de 4% orientada pelo fabricante, que foi a utilizada no nosso estudo, o0 LNO com o referido
aditivo (LHFM85) possui osmolalidade de 390mOsm/Kg H20, segundo informagdes da marca
de ampla divulgacdo no site Pediatria Nestlé. (39)

Todas as atividades executadas pelos nutricionistas no lactario do HCFMRP-USP estéo
detalhadamente descritas no Manual operacional padronizado para o porcionamento de leites
fortificados do Projeto LioNeo. (ANEXO C) Os nutricionistas e a farmacéutica responsavel
pela producdo e envio do LioNeo e LNO foram previamente treinados por profissionais do BLH
e do lactario do HCFMRP-USP.

3.5.3 Alimentacéo dos recem-nascidos

Os RNMBP pertencentes ao Grupo A (intervencdo) foram alimentados com LioNeo e 0s
do Grupo B (controle) com LHFM85 durante os 21 dias de acompanhamento, salvo as
interrupgdes orientadas pela equipe médica em virtude de alguma ocorréncia.

O leite humano pasteurizado para a preparacdo do LHFMS85 e o LioNeo, ambos

congelados, eram enviados semanalmente para o lactario do HCFMRP-USP pela farmacéutica
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da equipe de pesquisa, conforme demanda semanal e armazenados em freezer proprio do estudo
sob temperatura controlada. Os nutricionistas foram responsaveis pelo recebimento, controle
de estoque, assim como pelo preparo final das dietas no lactario.

Diariamente frascos de LNO e/ou LioNeo eram descongelados de acordo com a
prescricdo médica e consequente necessidade (alocacdo dos participantes e volume) sob
temperatura controlada e manipulados com a utilizacdo de material estéril. (ANEXO C)

Os leites fortificados finalizados pelos nutricionistas eram dosados em seringas para
consumo nas proximas 24 horas, conforme a rotina do hospital e transportados pelos mesmos
para as unidades, onde ficavam em geladeira exclusiva para armazenamento de leite humano.
Tinham ainda como ultima etapa da rotina o lancamento dos dados relacionados a dieta de cada
participante no REDCap.

As equipes de enfermagem das unidades eram responsaveis por administrar as dietas
encaixando as seringas na bomba de infuséo nos horarios previstos de acordo com o Protocolo
para nutricdo enteral de recém-nascidos pré-termo/ HCFMRP-USP. Vale ressaltar que a
velocidade de infusdo da dieta, assim como a sua progressao seguiram o referido protocolo que
ja faz parte da rotina das unidades de internacdo neonatais. (ANEXO D)

Os participantes comecaram a receber a dieta do projeto apos a alimentacdo por sonda
atingir um volume minimo de 100 ml/Kg/dia e foram acompanhados por 21 dias consecutivos,
respeitando um volume méximo 160 ml/Kg/dia. Qualquer interrup¢do da alimentagdo foi
decidida pela equipe médica das unidades. A equipe médica tinha controle para prescrever o
volume ou suspender a dieta, se necessario. A equipe do projeto ndo interferiu nas decisdes
médicas. (ANEXO D) (40,41)

As maes que tinham condic¢des de oferecer o seu proprio leite aos seus filhos foram
orientadas como realizar a ordenha, a fim de evitar contaminacgdes e estimuladas a seguir com
a amamentacdo. Prioritariamente, o leite materno ordenhado era oferecido aos RNMBP,
também através da sonda. Seguimos a transicdo para a via oral entre 32 e 34 semanas de idade
gestacional, se o prematuro estivesse sem suporte ventilatorio, com dieta total e ap6s avaliagdo
fonoaudioldgica do processo de succao-degluticdo-respiracdo. Os RNMBP com condicdes
adequadas receberam o LNO no copinho e foram ao seio materno sob supervisdo. (ANEXO D)

Para os participantes que tinham condicdes de receber leite de suas proprias maes a dieta
do estudo foi oferecida e contabilizada como complemento. Todo o volume recebido e nédo
consumido de dieta do estudo foi devidamente anotado no REDCap de acordo com o Manual

operacional padronizado para coleta de dados do Projeto LioNeo. (ANEXO E)
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No Quadro 2 temos a composic¢do nutricional das dietas administradas por grupo, assim
como do leite humano (LH) puro em linha de base utilizado para as preparagdes das mesmas.
Usamos leite humano maduro como padrdo para a preparacao dos aditivos. Seguem os dados
de energia, macro e micronutrientes por 100 ml de leite humano de base (LHB), leite humano
concentrado com liofilizado de origem humana (LioNeo) e leite humano enriquecido com
aditivo comercial FM 85® da marca Nestlé® a base de proteina de leite de vaca (LHFM85) na

de concentragéo de 4%.

Quadro 2 — Energia, macro e micronutrientes do leite humano em linha de base e com aditivos
por 100 ml [Média (Desvio Padrao)]

Componentes Linha de base Grupo A~ Grupo B
Intervencgéo Controle
Energia e Nutrientes LH LioNeo LHFM85
Energia (kcal) 56.3 (10.5) 80.0 (13.7) 73.5(10.5)
Proteina (g) 0.9 (0.5) 1.5 (0.6) 2.3(0.5)
Carboidrato (g) 7.1(0.7) 9.2(0.7) 8.4 (0.7)
Total lipidios (g) 2.6 (1.1) 4.0 (1.4) 3.3(1.1)
Calcio (mg) 23.2 (4.7) 36.5 (7.2) 99.2 (4.7)
Magnésio (mg) 2.3(0.5) 3.7(0.7) 6.3 (0.5)
Sédio (mg) 13.1(9.8) 22.3 (16.9) 49.9 (9.1)
Potassio (mg) 60.1 (14.8) 101.4 (26.9) 108.1 (14.8)
Cobre (ug) 33.4 (14.6) 48.3 (19.9) 85.4 (14.6)
Zinco (mg) 0.1(0.1) 0.2 (0.1) 1.1(0.2)
Fésforo (mg) 14.8 (6.0) 18.5 (6.0) 58.5 (6.3)
Ferro (mg) 0.1 (0.0) 0.1 (0.0) 1.9 (0.0)

Fonte: Elaborado pela autora com base em Oliveira et al. (28)

E importante ressaltar que as dosagens sanguineas de micronutrientes de todos os
participantes, independente do grupo, foram monitoradas pela equipe médica e a suplementacao

foi realizada conforme necessario.

3.5.4 Reagdes adversas

Em conjunto com os médicos assistentes do Servigo de Neonatologia do HCFMRP-USP,
antes do inicio do estudo, foram revisadas as normas gerais de introducdo e manejo da dieta

enteral para RNMBP quanto ao inicio, progressao, interrupcao e suspensdo. (ANEXO D)
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Diariamente, os participantes foram avaliados pelos médicos assistentes das unidades e

pelas enfermeiras da pesquisa para 0s eventos adversos ocorridos. Os eventos adversos foram

monitorados e classificados por um médico da equipe de pesquisa (cego). Todos receberam

treinamento sobre os eventos esperados em dois momentos: antes do projeto ser iniciado e

durante a sua execugdo. O treinamento consistiu em uma apresentacdo oral com foco nas

reagdes adversas e na entrega de folhetos. Além disso, uma pasta com o detalhamento do projeto

esteve disponivel em ambas as unidades de internacdo para qualquer duvida. As reacOes

adversas com suas respectivas definicdes e qual a acdo tomada frente as ocorréncias estdo

descritas abaixo. As reacOes adversas foram anotadas em formulario préprio na plataforma

REDCap, assim como no prontuario eletrénico do paciente.

a)

b)

d)

f)

diarreia é o aumento do contetdo liquido das fezes ou nimero de evacuac@es fora do
padrdo normal observado. Para a classificacdo sera utilizada a pontuacdo conforme segue,
3 para fezes mole, 2 para liquida e 1 para aguada: (31)

- acdo: avaliacdo médica sobre continuidade ou ndo da dieta.
regurgitacao € o retorno ndo abrupto de pequeno volume do contetido gastrico (leite) a
boca.
vomito € o retorno de uma quantidade maior de alimentos com o esvaziamento mais
completo do estdbmago e que geralmente ocorre em algum momento apés a alimentacgéo:

- acdo: avaliacdo médica sobre continuidade ou ndo da dieta de acordo com contetido
expelido e recorréncia.
distensdo abdominal é o aumento da circunferéncia abdominal maior que 10% em relacédo
a ultima medida rotineira ndo considerada distenséo:

- acdo: avaliacdo médica sobre continuidade ou ndo da dieta dependendo da presenca de
dor e/ou aspecto do abdémen (vermelhidao, alcas visiveis entre outros) e/ou associacdo
com vomitos e diarreia e/ou residuos andmalos (sanguinolentos ou esverdeados), testados
Se necessario.
sangramento gastrointestinal é detectado pela avaliacdo clinica (observacao) de presenca
de melena, hematémese ou enterorragia:

- acdo: avaliacdo médica sobre continuidade ou ndo da dieta dependendo da quantidade

e causa.
perfuracéo gastrointestinal € o conjunto de sinais clinicos e/ou radioldgicos de perfuragédo
com entrada de ar livre na cavidade peritoneal, sem qualquer sinal de EN, que deve ser

excluida.
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9)

h)

enterocolite necrosante foi diagnosticada pelos Critérios de Bell 1B ou mais grave,
verificada por método clinico, radiografia seriada de abdémen, ultrassonografia de
abdémen, hemogramas, PCR e hemoculturas. Eventualmente laparotomia exploratoria.
A incidéncia média descrita na literatura varia de 3,2% a 10,9%, mas, ndo obstante,
qualquer evento de EN foi considerado um efeito adverso grave: (42,43)
- acdo: suspensdo da dieta (minimo de 1 semana) + antibioticoterapia.
morte: mortalidade deve ser inferior a 10% para recém-nascidos de muito baixo peso
(<1500g).
sepse neonatal tardia foi diagnosticada na presenca dos seguintes sintomas:
- gerais: febre, instabilidade térmica, edema, mé-alimentacdo, mau aspecto;
- gastrointestinais: distensdo abdominal, vomito, diarreia ou hepatomegalia;
- sistema respiratdrio: apneia, dispneia, taquipneia, retracdes intercostais, batimento de
asas nasais, gemeéncia e cianose;
- sistema renal: oliguria;
- sistema cardiovascular: palidez, pele com aspecto mosqueado, fria ou pegajosa,
taquicardia, hipotensdo ou bradicardia;
- sistema Nervoso Central: irritabilidade, letargia, tremores, crises convulsivas,
hiporreflexia, hipotonia, reflexo de Moro anormal, respiracdo irregular, fontanela
abaulada, choro anormal;
- sistema hematoldgico: ictericia, esplenomegalia, palidez, petéquias, purpura e
sangramento.

Anélises laboratoriais no quadro de sepse: hemograma com leucocitose, desvio a

esquerda ou leucopenia, com alteracdes qualitativas como granulacdes toxicas e micro

vacuolos. ldentificacdo de bactéria ou fungo por hemocultura, cultura de liquor ou urina. A

sepse foi confirmada por cultura, sendo que os RNMBP foram divididos entre sepse suspeita e

confirmada de acordo com o resultado do referido exame.

- acdo: A dieta foi suspensa até o retorno da estabilidade hemodinadmica completa e se

em associa¢do com EN, por no minimo 7 dias + antibioticoterapia. (44)
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Quadro 3 — Classificagdo quanto a gravidade dos eventos adversos analisados no estudo

Evento adverso

Classificacao

Enterocolite necrosante Grave
Morte Grave
Sangramento gastrointestinal profuso Grave
Sangramento gastrointestinal moderado Moderado
Sangramento gastrointestinal leve Leve
Vomitos isolados Leve
Vomitos repetidos com baixa frequéncia (até 3 vezes por dia) Moderado
VoOmitos repetidos com alta frequéncia (maior que 3 vezes por dia) Grave
Diarreia profusa Grave
Diarreia sem repercussdo do estado de hidratacéo Leve
Distenséo abdominal >10% Leve
Distensdo abdominal >20% Moderado
Distenséo abdominal >30% Grave
Sepse neonatal tardia suspeita Leve
Sepse neonatal tardia confirmada Moderado
Sepse neonatal tardia suspeita com choque Grave
Sepse neonatal tardia confirmada com choque Grave

Fonte: Elaborado pela equipe do estudo.

Testamos a seguranca quanto ao aparecimento de EN, morte, sepse neonatal tardia,

choque séptico ou sangramento gastrointestinal. A tolerancia foi definida como vémito,

diarreia, distensdo abdominal ou suspensdo da dieta por qualquer periodo.

3.5.5 Comité interno e externo de avaliacdo de seguranca

Foi criado um comité interno (Cl) dos pesquisadores do estudo para avaliar os eventos

adversos. Durante a coleta de dados os eventos ocorridos foram sistematicamente revisados

pelos pesquisadores de forma cega e classificados de acordo com as diretrizes da Organizacdo

Mundial da Saude. (45) O comité interno foi responsével por avaliar as condutas médicas e a

necessidade de acionar o comité externo (CE) de avaliacdo de seguranga, composto antes do

inicio do estudo. Segue abaixo o Quadro 4 utilizado para apoiar a avalia¢do dos eventos:
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Quadro 4 — Critérios de avaliacdo dos eventos adversos de acordo com a causalidade

Term-o de Critérios de Avaliagdo*
causalidade
Anormalidade de eventos ou testes laboratoriais, com relacdo de tempo plausivel ao
consumo de drogas;
N&o pode ser explicado por doenca ou outras drogas;
Certeza Resposta a retirada plausivel (farmacologicamente, patologicamente);
Evento definitivo farmacologicamente ou fenomenologicamente (ou seja, um distlrbio
médico objetivo e especifico ou um quadro fenémeno farmacoldgico);
Reposicdo satisfatoria, se necessario.
Anormalidade de eventos ou testes laboratoriais, com relagéo de tempo razoavel ao consumo
de drogas;
Provavel E improvavel que seja atribuido a doengas ou outras drogas;
Resposta a retirada clinicamente razoavel,
N&o ha necessidade de reposicionamento.
Anormalidade de eventos ou testes laboratoriais, com relacéo de tempo razoavel ao consumo
. de drogas;
Possivel b . .
Também pode ser explicado por doenca ou outras drogas;
Informagdes sobre a retirada de medicamentos podem estar ausentes ou pouco claras.
Evento ou anormalidade no teste laboratorial, com um tempo até a ingestdo de
Improvavel medicamentos que torna um relacionamento improvavel (mas nao impossivel);
Doenca ou outras drogas fornecem explicagdes plausiveis.
Condicional/ Anormalidade de teste de laboratério ou evento;
N&o classificavel | Mais dados para avaliagdo adequada sdo necessarios ou dados adicionais sob exame.
. Relatério sugerindo uma reagdo adversa;
Inacessivel/ x : . AR o
x o N&o pode ser julgado porque a informacdo é insuficiente ou contraditoria;
N&o classificavel N o
Os dados ndo podem ser complementados ou verificados.

*Todos o0s pontos devem ser razoavelmente cumpridos.
Fonte: Elaborado pela equipe do estudo com adaptacdo de WHO-UMC Causality Categories. (46)

Todos o0s eventos adversos graves, possivelmente relacionados com a dieta foram

notificados CE, que tomou decisdo clinicamente embasada sobre a necessidade de abertura do

cegamento e interrupcdo do estudo.

O CE foi responsavel pela analise interina realizada quando foi randomizado o 20°

participante, ou seja, em 50% da quantidade amostral prevista. O intuito foi analisar os dados

de forma néo cega e decidir se o estudo poderia prosseguir. As frequéncias de eventos adversos

para possivel interrupcdo do ensaio clinico foram definidas de acordo com a Rede Vermont

Oxford para o servico brasileiro. (47) O referido comité teve a liberdade de interromper a

pesquisa se observasse que a intervencao estivesse causando mais eventos adversos do que o

esperado ou se 0s participantes estivessem expostos a riscos desnecessarios. Todos 0s trés

membros do CE concordaram que o estudo estava apto a seguir.
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3.6 Coleta de dados

Os participantes tiveram seus dados clinicos, antropométricos e de alimentacdo coletados
e registrados, durante 21 dias, por uma das enfermeiras do estudo na plataforma REDCap e no
prontudrio eletrénico do hospital.

Os dados coletados relacionados a alimentacdo foram volume total consumido de dieta,
quantidade de dias de ingestao e média por dia de ingestao de acordo com o grupo randomizado.
O volume ingerido foi mensurado em mililitros em valores absolutos e por quilo de peso do
prematuro.

A avaliacdo diaria consistia na afericdo de peso corporal, circunferéncia abdominal,
registro do volume de leite efetivamente ingerido e a verificacdo de ocorréncia de eventos
adversos (desfechos). Todos os dados foram conferidos pela gerente de projeto e quaisquer
inconsisténcias foram resolvidas até o final da semana corrente. Se o participante apresentasse
algum evento adverso, um médico da equipe de pesquisa (cego) monitoraria de perto junto com
a equipe médica da unidade de internacdo. Adicionalmente, foram também avaliados dados
complementares em 5 momentos especificos, conforme descritos abaixo:

a) 1°e 22° dias: afericdo de comprimento, perimetro cefalico e coleta de sangue, urina e
fezes;

b)  4°, 7°e 14° dias: afericdo de comprimento e perimetro cefalico.

3.6.1 Dados antropométricos

Os dados antropométricos foram coletados pela equipe de enfermagem do estudo,
previamente treinada, seguindo 0s passos descritos a seguir:

a)  peso corporal: avaliacdo realizada em gramas com a utilizagao de balanca eletronica tipo
Filizola Baby®, especifica para a idade, calibrada, com capacidade maxima de 15 Kg e
minima de 125 g, precisdo de 5 g. Os prematuros foram avaliados deitados e sem roupa;

b)  comprimento: avaliacdo realizada em centimetros, por meio de uma régua antropometrica
(com laminas de acrilico unidas de forma retangular), a qual permite o encaixe no berco
ou incubadora, com uma escala de 0,1 cm e comprimento minimo de 0,35 m. Para a
afericdo, foram retirados dos prematuros todos os aderecos de cabeca, sapatos e meias e
colocados em posicdo anatdmica, deitados sobre a base do antropdmetro, com os bragos

livremente soltos ao longo do tronco, os calcanhares unidos e tocando a borda vertical do
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aparelho, as néddegas, as escapulas e o occipicio também tocando a borda vertical do
aparelho. Com a cabeca segura entre as méos, o cursor do aparelho foi colocado sobre o
ponto mais alto da mesma com pressao suficiente para comprimir o cabelo e a planta dos
pés e a medida registrada;

c)  perimetro cefalico (PC): avaliagdo realizada com a utilizacdo de fita métrica inelastica e
inextensivel com precisdo de 0,1 cm posicionada sobre a regido supraorbitaria (anterior,
logo acima das sobrancelhas) e passando pela proeminéncia occipital (posterior, maior
protuberancia posterior da cabeca), através do ajuste da fita a cabeca do paciente, de
forma firme e sem comprimir. Foi registrado o maior perimetro apds nivelamento da fita.
Os dados antropométricos (peso, comprimento e perimetro cefalico) aferidos durante o

estudo foram convertidos em escore Z ou percentil usando as curvas de referéncia de

crescimento do consdrcio internacional para o crescimento fetal e neonatal Intergrowth 21%,

especificas para cada sexo (33). O mesmo método foi utilizado para avaliar o peso de

nascimento (registrado em prontuario) para classificacdo segundo a idade gestacional na
admissdo ao estudo, conforme segue:

a)  pequeno para idade gestacional (PIG):

- percentil menor que 10.
b)  adequado para idade gestacional (AIG):
- percentil maior ou igual a 10 e menor ou igual a 90.
Também foi calculado indice de Réhrer no periodo pds-natal imediato (relacdo entre peso

e 0 cubo do comprimento corporal de nascimento) para avaliar o tipo de crescimento

intrauterino, indicando a proporcionalidade entre essas medidas: valor menor que 2,2 foi

classificado como crescimento retardado, valor entre 2,2 a 3,0 foi classificado como

crescimento normal (adequada proporcao) e valor maior que 3,0 como crescimento excessivo.

3.6.2 Dados bioquimicos

A coleta de material bioldgico (sangue, urina e fezes) foi executada pelas enfermeiras do
estudo e o pedido dos exames bioquimicos foi solicitado pelos médicos das unidades de
internacdo. O volume de sangue permitido para a realizacdo de exames corresponde até 10%
do volume total de sangue da crianca durante um periodo de 8 semanas, numa Unica ocasido ou

em partes separadas, em seres humanos saudaveis e com um hematocrito ndo inferior ao valor
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minimo aceitavel para a idade gestacional e cronoldgica. Para o presente estudo, o volume
maximo coletado ndo excedeu 3,5 ml. (48)

Seguem as dosagens sanguineas realizadas:

a) sodio, potassio, magnésio, cloro, céalcio, fosforo, cobre, zinco, glicemia, fosfatase
alcalina, proteina total, albumina, uréia, creatinina e ferro.

Foram aceitos valores de coletas dos exames acima realizados previamente com
tolerancia de até dois dias antes ou depois da data da coleta prevista para o estudo com o intuito
de preservar o participante. Os resultados dos exames bioquimicos ndo foram analisados nesse
estudo, pois ndo faziam parte dos objetivos elencados.

O exame de urina visa avaliar o perfil de acidos orgénicos e o de exame de fezes a
microbiota intestinal. O padrdo das fezes foi avaliado de acordo com a frequéncia e
consisténcia, conforme segue, 5 = dura; 4 = formadas; 3= mole; 2= liquida ou 1= aguada. (31)

As amostras de fezes e urina de todos os participantes foram armazenadas. Todo material
orgénico coletado foi encaminhado ao Laboratério Central HCFMRP-USP ou para o
Laboratorio de Metais e Doencas Raras FMRP-USP.

Os dados bioquimicos, assim como as amostras de urina e fezes dos participantes serdo
analisadas em outras etapas do Projeto LioNeo.

Para melhor visualizacdo da organizagédo do estudo com relagdo ao acompanhamento e

coleta de dados, segue fluxograma na Figura 2.

Figura 2 — Fluxograma de entrada e acompanhamento dos participantes na fase 1

___________________ Avaliagdo Didria (Dia 1 ao Dia 21)
Tolerincia de LH / 24h | _ Pesolorperal
> 100 mL/ kg de peso ! Circunferéncia Abdominal
___________________ Wolume de leite ingerido
Vémitos e regurgitacio
Evacuagdo e consisténcia das fezes
Distensdo abdominal
Sangramento e/ou perfuragio gastrintestinal
Enterocolite necrosante
Sepse neonatal tardia

Comprimento
Perimetro Cefilico
Sangue
Urina
Fezes

Comprimento
Perimetro Cefdlico
Sangue
Urina
Fezes

Comprimento
Perimetro Cefdlico

Comprimento
Perimetro Cefilico

Comprimento
Perimetro Cefdlico

P el T " T " e 1 i k-

iDial: ! Diad | Dia 7 | Dia 14 ! ! Dia 22 ;
] ___.l___. .__.l___. -___l ________ .l__.
______________ -
Inidnfnniﬁcagln_:
Grupo LHFMS85: Leite humano + aditivo comercial >
______________ -
Inicio fortificagdo !
Grupo LHCL: Leite humano + aditivo liofilizado de origem humana >
, Recrutamento |
Dados de nascimento :
TCLE !
Randomizagio I
.
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*A dieta foi administrada, conforme programacao da rotina do hospital, as 21h do Dia 1, por isso os 21 dias de
acompanhamento terminavam as 18h do Dia 22.
Fonte: Elaborado pela equipe do estudo.

E importante informar que foi gerado um calendario na plataforma REDCap para cada
um dos participantes e que quando o D1 ou D22 ocorreram durante o final de semana, a
programacdo da coleta de material bioldgico foi postergada para o proximo dia util em
decorréncia ao funcionamento restrito dos laboratorios (regime de plantdo) aos finais de

Semana.

3.7 Andlise estatistica

Foi elaborada uma anélise exploratoria detalhada dos dados, por meio de tabelas contendo
medidas de tendéncia central, dispersdo, frequéncias absolutas e relativas.

Modelos de regressao log-binomial simples e mdltiplo foram ajustados para estimar 0s
riscos relativos de eventos adversos entre os grupos e intervalos de confianga de 95% (IC).

Ao longo dos 21 dias, os individuos poderiam apresentar um mesmo evento adverso
(desfecho) mais de uma vez, se determinado evento ocorreu, pelo menos uma vez, o individuo
foi classificado como positivo, independentemente do nimero de ocorréncias.

Ao comparar as médias de ocorréncia dos principais desfechos (vomito, regurgitacéo,
distensdo abdominal, sangramento gastrointestinal, perfuracdo gastrointestinal, EN e sepse
neonatal tardia), acumulados por individuo (considerando o total de eventos contabilizados
durante os 21 dias), entre os grupos, utilizamos modelos de regressdo simples e maltiplo
baseados na distribuicdo de Dupla Poisson. O modelo de regressdao multiplo foi ajustado
considerando o volume de leite ingerido como covariavel. Este modelo é mais adequado para
dados contados, uma vez que ndo assume que a média deve ser igual a variancia, como o modelo
de Poisson padréo.

As comparacdes da ingestdo diaria de leite foram feitas através do modelo de regresséo
linear. O software utilizado foi 0 SAS 9.4 (SAS Foundation, USA) e o nivel de significancia
adotado de 5%.
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4 RESULTADOS

Sessenta e seis pacientes elegiveis foram recrutados no periodo de 6 de maio de 2019 a 6
de abril de 2020, desse grupo 40 RNMPB foram incluidos no estudo. Os dados dos participantes
foram coletados e inseridos na plataforma REDCap, de acordo com o diagrama de fluxo
apresentado na Figura 3. (49) Os 40 participantes foram aleatoriamente distribuidos em dois
grupos (Grupo A — LioNeo n =20 e Grupo B — LHFM85 n = 20).

Figura 3 — Diagrama de fluxo — CONSORT 2010

Inscricdo
RMMBP (n=66)
Excluidos (n=28)
® & Mao aceitaram participar (n=28)
Randomizados (n=40)
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+ Receberam o LioNEQ {n=20) + Receberam o LHFMBS (n=20)
+ Mo receberam LioMED {n=0) + Mo receberam LHFMES (n=0)

GRUPD A GRUPOD B
¥ [ Seguimento ¥
LS 5

Perda de seguimento (n=0) Perda de seguimento (n=0)
Intervengac descontinuada (n=0) Intervengac descontinuada (n=0)

v Anilise I v
Analisado (n=20) Analizado (n=20)
+ Excluido da analise (n=0) + Excluido da analize (n=0)

Fonte: Elaborado pela autora com base em Cobos-Carb6 e Augustovski. (49)

A descricdo das principais caracteristicas dos participantes, no momento de inclusao,

separados por grupos de acordo com a randomizacao, pode ser encontrada nas Tabelas 1 e 2.
41



Inicialmente foram aferidos peso ao nascer (Q),

idade gestacional (semanas),

comprimento ao nascer (cm), perimetro cefélico ao nascer (cm), idade no momento de inclusdo

no estudo (dias). Os grupos A — LioNeo e B — LHFM85 possuiam caracteristicas semelhantes

e comparaveis.

As principais caracteristicas foram similares entre os dois grupos: 1220+200g de peso ao

nascer e 30.4+2,6 semanas de idade gestacional para 0 Grupo A — LioNeo e 1219+204g de peso

ao nascer e 29.7+1,7 semanas de idade gestacional para o Grupo B — LHFM85.

Tabela 1 — Caracterizacdo da populagdo do estudo através da idade gestacional, antropometria
(peso, comprimento e perimetro ceféalico) e idade cronolégica no momento de inclusdo de

acordo com o grupo

Grupo A — LioNeo

Grupo B - LHFM85

Média  Desvio Q1 Mediana Q3 Média Desvio Q1 Mediana Q3
padrdo padrao
Idade 30.45 2.68 28.50 30.50 32.50 29.70 1.75 28.50 30.00 31.00
gestacional™
Peso ao 1220.00 200.69 1090.00 124250 1393.00 1219.30 204.78 1063.00 1255.00  1373.00
nascer (g)
Comprimento  38.08 2.17 36.00 38.00 40.00 37.77 2.89 36.00 39.00 40.00
ao nascer
(cm)
PC ao nascer 27.50 1.67 26.25 28.00 29.00 27.03 1.41 25.50 27.50 28.50
(cm)
Idade na 11.40 8.92 6.00 9.50 12.00 12.05 6.44 7.00 10.00 16.50
inclusdo
(dias)

*A idade gestacional esta expressa em semanas de gestacao.

Com relacdo ao sexo, os individuos foram divididos em 11 meninas ¢ no Grupo A —
LioNeo (52,38%) e 10 no Grupo B — LHFM85 (50%) e 9 meninos & no Grupo A — LioNeo
(47,92%) e 10 no Grupo B — LHFM85 (50%), de acordo com Tabela 2.
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Tabela 2 — Descrigéo por sexo, no recrutamento, de acordo com o grupo

Grupos (n = 20)

Sexo A — LioNeo B — LHFM85
Feminino 11 10
Masculino 9 10

Total (n=40) 20 20

Para a verificagdo da evolucdo antropométrica dos RNMBP aferimos peso (g),
comprimento (cm) e perimetro cefélico (cm) no dia de entrada no estudo (D1) e ao término do

acompanhamento (D22). Os dados estdo agrupados na Tabela 3.

Tabela 3 — Descri¢do das varidveis de crescimento dos RNMBP (peso, comprimento e
perimetro cefalico) durante o seguimento (1° e 22° dia), de acordo com o grupo

Grupo A - LioNeo Grupo B - LHFM85
Variavel Média  Desvio Q1 Mediana Q3 Média  Desvio Q1 Mediana Q3
padréo padréo

Peso (1°dia) 1222.80 178.09 1105.00 1210.00 1355.00 1254.30 200.43 1185.00 1275.00 1388.00

Comprimento 38.46 2.33 36.90 38.50 39.85 38.85 2.20 37.30 38.75 40.25
(1°dia)
*PC (1°dia) 26.34 2.13 24.60 26.00 28.40 26.27 1.99 25.30 26.45 27.75

Peso (22°dia) 1565.30 263.79 1400.00 1557.50 1728.00 167850 262.60 1510.00 1687.50 1890.00

Comprimento  41.14 1.92 39.80 41.25 43.00 42.05 2.14 40.80 42.25 43.35
(22°dia)

*PC (22°dia) 28.54 2.29 26.30 29.10 30.10 28.39 2.07 27.00 28.65 30.20

*PC: perimetro cefalico.

Para melhor visualizacdo e comparacao das variaveis descritas na Tabela 3, seguem 0s
dados em formato de box plot na Figura 4 com o peso (g), comprimento (cm) e perimetro

cefalico (cm) nos momentos de entrada e saida do estudo.
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Figura 4 — Box plot do peso (g), comprimento (cm) e perimetro cefalico (cm), na inclusdo no estudo (D1) e ao final do acompanhamento (D22),
de acordo com o grupo
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Entre os 20 RNMBP do Grupo B — LHFM85, foram registradas as seguintes ocorréncias:
diarreia (1), perfuracdo gastrointestinal (1), EN (1) e sepse neonatal tardia (1). Esses desfechos
ndo foram analisados ou comparados estatisticamente entre 0s grupos porque esses eventos nao
ocorreram no Grupo A — LioNeo. Outros desfechos foram analisados e estdo descritos nas
Tabelas 4 e 5.

A Tabela 4 apresenta os resultados dos ajustes dos modelos de regressdao simples e
multiplo, baseados na distribui¢cdo Dupla Poisson, comparando as médias (Grupo B - Grupo A)
de contagens de eventos adversos, por individuo. Ndo foram detectadas diferencas entre as
meédias dos eventos que ocorreram nos dois grupos.

A comparacdo dos dias de ingestdo de dieta apresentou diferenca entre as médias de 0.65
dias (1C95% -2.65; 3.95) e valor de p = 0.70. Com relacdo ao volume total ingerido de dieta
nenhuma diferenca estatistica foi encontrada 191.80 ml (IC 95% -603.72; 987.31) e valor p =
0.63. Para melhor entendimento, consulte os valores de médias descritos na Tabela 6.

Tabela 4 — Modelos de regressao, simples e multiplo, baseados na distribui¢cdo Dupla Poisson,
com comparacao de médias (Grupo B - Grupo A) de eventos adversos por individuo e 0 nimero
de dias e volume de ingestdo de dieta

Modelo simples Modelo multiplo
Difereng?l ggtsrg/oa)ls médias Diferenca entre as médias (1C95%)
Regurgitacdo 0(-0.13; 0.13) 0 (-0.06; 0.06)

Vomito -1.00 (-2.25; 0.25) -2-02 (-5.05; 1.00)

Distensdo abdominal -0.35 (-1.23; 0.52) -0-45 (-1.75; 0.84)

Sangramento gastrointestinal 0.10 (-0.56; 0.76) 1-41 (-3.03; 5.85)
N° de dias de ingestdo dieta 0.65 (-2.65; 3.95)

Volume de dieta ingerido 191.80 (-603.72; 987.31)

A Tabela 5 descreve todos os desfechos analisados, comparados com modelos de
regressdo log-binomial, simples e maltiplo. A contagem de positivo para o evento, ocorreu se
o0 individuo experimentou, pelo menos uma vez, algum dos desfechos analisados. N&o houve
diferenca nos desfechos que apareceram em ambos os grupos. Vale ressaltar que alguns eventos
apareceram somente no Grupo B — LHFMS85. A distensdo abdominal foi o evento mais
frequente nos grupos A e B. Trinta e dois participantes apresentaram essa intercorréncia pelo
menos 1 vez durante o estudo (Grupo A — LioNeo 16 RNMBP e no Grupo B — LHFM85 16
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RNMBP) e, portanto, foram classificados como positivos para a anélise de incidéncia, ou seja,
80% dos participantes tiveram algum episodio de distensdo abdominal no decorrer dos 21 dias
de acompanhamento. Os resultados estdo expressos em numeros absolutos de eventos adversos.

Com relacdo a incidéncia de eventos adversos graves, foram diagnosticados durante o
estudo 1 caso de perfuracdo gastrintestinal, 1 caso de EN e 1 caso de sepse neonatal tardia,
todos no Grupo B — LHFMS8S5.

Tabela 5 — Incidéncia de eventos adversos, ao final do estudo, de acordo com o grupo e ajustes
dos modelos de regresséo log-binomial, simples e multiplo

Grupo
Desfechos A-LioNeo B-LHFM85 *RR (IC95%) *RRaj (1C95%)
(n=20) (n=20)
Diarréia 0 (0.00) 1 (5.00) * *
Regurgitacdo 2 (10.00) 2 (10.00) 1.00 (0.16; 6.41) 0.95 (0.14; 6.08)
\Vomito 12 (60.00) 10 (50.00)  0.83 (0.47; 1.47) 0.93 (0.51; 1.69)
Distensao abdominal 16 (80.00) 16 (80.00) 1.0 (0.73; 1.37) 0.99 (0.70; 1.39)
giggg:gg:g;%l 2 (10.00) 5(25.00) 250 (0.55:11.40)  4.94 (0.69; 35.12)
Perfuracdo gastrointestinal 0 (0.00) 1 (5.00) * *
Enterocolite necrosante 0 (0.00) 1 (5.00) * *
Sepse neonatal tardia 0 (0.00) 1 (5.00) * *

Incidéncia: se o individuo vivenciou um evento pelo menos uma vez, foi classificado como positivo para aquele
evento; *RR: risco relativo; *IC 95%: intervalo de confianca de 95%; *RRaj: risco relativo ajustado para o volume
total de leite ingerido pelo grupo.

*: Né&o foi possivel estimar o risco relativo devido a presenga de zeros de amostrais.

Por fim, a Tabela 6 descreve a variacdo de peso (g), comprimento (cm) e PC (cm) e as
informacdes relacionadas a ingestao de dieta durante o acompanhamento de 21 dias, por grupo
de estudo.

Em relacdo ao numero de dias de ingestdo de dieta, dos 40 participantes do estudo, 21
RNMBP receberam o volume diario prescrito durante todos os dias de acompanhamento (21
dias). A média de numero de dias de ingestdo de dieta do Grupo A — LioNeo foi de 18 dias
(mediana = 21 dias) e do Grupo B — LHMF85 foi de 17.35 dias (mediana = 20.50 dias), sem
diferenca relevante.
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Tabela 6 — Descrigdo da variacdo da antropometria (peso, comprimento e perimetro cefalico)
e ingestdo de dieta (n° de dias e volume) durante o estudo

Grupo A - LioNeo Grupo B - LHFM85
Variaveis - Desvio . . Desvio .
Média padrio Q1 Mediana Q3 Média padrio Q1 Mediana Q3
*A de peso
© 34250 115.62 295.00 327.50 42750 42425 12571 35250 43750 507.50
Ade
comprimento 2.68 1.32 1.50 2.65 3.75 3.46 1.30 2.50 3.30 4.20
(cm)
x|
A ?Sm)P C 274 169 150 220 320 225 140 140 220  3.00
I\;;L‘ilrggt(?;?; 341520 142650 2432.00 3947.00 4437.00 3607.00 102650 2930.00 3679.00 4466.00
N° dias de
ingestdo de 17.35 5.98 16.00 20.50 21.00 18.00 417 14.00 21.00 21.00
dieta
*Me de
ingestdo

. . 192.05 35.95 171.70 200.95 212.10 201.02 39.16 167.30 212.64 225.60
dieta/ dia

(mh)
A variacdo considerada foi do dia 1 ao dia 22. *A: variagao; *PC: perimetro cefalico; Me: média.

Outras andlises que ndo faziam parte do protocolo inicial, como frequéncia de
alimentacdo, comparacao entre grupos e intragrupo de peso, altura e perimetro cefalico, assim
como a velocidade de ganho de peso diario, comprimento e perimetro cefalico podem ser
encontradas no Apéndice A. Vale ressaltar que esses resultados ndo faziam parte dos objetivos
da fase 1 e, portanto, ndo foram discutidos no presente estudo.

Todos os dados aqui apresentados estdo disponiveis nos documentos eletrdnicos do

hospital e podem ser auditados conforme a necessidade.
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5 DISCUSSAO

Para o melhor do nosso conhecimento, este é o primeiro estudo clinico a comparar o leite
humano concentrado com liofilizado proveniente de leite humano doado produzido em banco
de leite humano, como aditivo para RNMBP para a verificacdo de seguranca e tolerabilidade.
Né&o foram encontradas diferencas nos resultados de eventos adversos entre os grupos de estudo,
portanto, o aditivo de leite humano de banco foi considerado seguro e tolerdvel para ser usado
nesta populacio. E notavel que nenhum participante do grupo LioNeo teve diarréia, perfuracio
gastrointestinal, EN e sepse neonatal tardia. Ndo houve morte e ndo foram observadas
diferencas relevantes em relacdo aos desfechos primarios. Os dias de interrupcao da dieta foram
similares a todos os RNMBP inscritos, independentemente do tipo de aditivo que estavam
recebendo. Todos os participantes do estudo apresentaram crescimento semelhante no que
concerne aos parametros antropométricos observados. Para a verificacdo de seguranca e
tolerabilidade, os principais eventos adversos que poderiam ocorrer com o uso de fortificantes
durante o estudo foram observados de perto.

O leite humano é o alimento padrdo ouro para prematuros. Mesmo com forte apoio e
encorajamento a amamentacdo muitas vezes pode ser um desafio para a mae durante a
internacdo hospitalar do seu filho, considerando as caracteristicas de imaturidade dos RNMBP.
Sabe-se que o leite humano de banco é uma alternativa segura quando o leite da propria mae
ndo esta disponivel. (50,51) Assim, para proporcionar a melhor nutricdo ao lactente, é comum
utilizar leite humano proveniente de doacdo em adicdo ao leite cru da mae. (52) Artigo
publicado em 2016 analisou o impacto da disponibilidade de leite humano doado na
amamentacao e as taxas de EN e observou que o uso de leite humano de banco para RNMPB
aumentou em 10% a taxa amamentacédo na alta hospitalar e reduziu a incidéncia de EN em 2,6%
(53). Ha algumas tentativas recentes de concentrar o leite humano em até 30% dos nutrientes o
que consideramos um avanco. (52) Nosso metodo foi capaz de concentrar 60% dos nutrientes.
(28)

Na comparacdo do comprimento (cm), peso (g) e o perimetro cefalico (cm) entre os
participantes ndo houve diferengas independente do grupo ao qual pertenciam, apesar da
diferenga no teor de proteina dos aditivos. Esse fato pode levar a uma discussdo complexa sobre
nutricdo em RNMBP como um todo, no que diz respeito & importancia de todos os nutrientes e
nédo apenas do nivel de proteina, mas que ndo faz parte do escopo deste trabalho. Com relacao
a quantidade diferente de micronutrientes nos aditivos, em especial o célcio e o fosforo, todos
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os participantes foram testados durante a internacao e quaisquer deficiéncias de micronutrientes
foram suplementadas conforme necessario. E importante colocar que alguns RNMBP n&o
receberam a intervencdo direta durante os 21 dias, devido a distensdo abdominal ou vémito
(provavelmente relacionado a maior osmolalidade de ambos os aditivos), embora sem
relevancia clinica.

A enterocolite necrosante é um efeito adverso importante de etiologia multifatorial,
facilitada, por exemplo, pela utilizacdo de formula infantil na alimentacéo, uso de antibiéticos,
asfixia e isquemia, entre outros fatores. O leite materno exerce efeito protetor para os
prematuros. Tal protecdo oferecida pelo leite materno é dose—dependente. (54) Foi observado
também que, qualquer volume de leite humano é melhor que a formula infantil e quanto maior
a dose, maior a protecdo que o leite humano possivelmente oferece para reducdo de outras
complicacdes importantes como a sepse neonatal tardia, a retinopatia da prematuridade grave e
a EN. (55) Estudo de coorte realizado na Alemanha com 1433 RNMBP mostrou maior ganho
de peso em prematuros alimentados com férmula pré-termo comparados aos que receberam
leite humano, porém a alimentagdo exclusivamente com formula infantil foi associada a riscos
aumentados de displasia broncopulmonar (OR 2.6), bem como EN (OR 12.6) e retinopatia da
prematuridade (OR 1.80) apds o controle de fatores de risco conhecidos. (56) Refor¢ando esses
achados, extensa revisdo sistematica com ensaios clinicos controlados da Cochrane Library,
comparando férmula infantil com leite humano doado para alimentacdo de prematuros ou de
baixo peso ao nascer encontrou menor incidéncia de EN em prematuros ou com baixo peso ao
nascer que receberam leite humano doado (RR 1,87, 1,23-2,85 IC 95%). (57) Outra revisao
sistematica interessante com meta-andlise sobre a alimentagdo com leite humano e morbidade
em RNMBP também mostrou o efeito protetor do leite humano contra a EN e reducdo de 4%
na incidéncia da doenca. (55) Ha também os custos hospitalares relacionados a EN que
poderiam ser evitados com a utiliza¢do apenas de aditivos a base de leite humano para recém-
nascidos pré termo. (14) Para o controle do presente estudo foi utilizado leite humano com
aditivo comercial multinutrientes FM85® (Nestlé®), que possui em sua formulagdo apenas
parte da proteina do leite de vaca e ¢é especifico para esse tipo de suplementacéo para recém-
nascidos prematuros, se diferenciando das demais formulas infantis, porém o Unico caso de EN
que ocorreu durante o presente estudo foi justamente no Grupo B — controle, fato esse que
coincide aos apontamentos das publicacfes aqui citadas.

A sepse neonatal tardia é uma das principais causas de mortes neonatais em todo 0 mundo.

De acordo com as tendéncias globais, corresponde a 2,6% de todas as mortes. (58) Os RNMBP
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apresentam maior risco de desenvolver essa complicacdo devido a imaturidade do sistema
imunolégico e também a hospitalizagcdo. Uma das maiores avaliacGes sobre sepse em RNMBP,
publicada até o presente momento, mostrou que os fatores de risco mais importantes foram a
idade gestacional e a exposicéo aos antibidticos pré-natais. (59) Nao houve casos de EN e sepse
no Grupo LioNeo e devido a incidéncia em apenas um grupo, nenhuma anélise comparativa
pdde ser feita, apesar disso, levantamos a hipdtese de que tal situacdo poderia indicar que o leite
humano concentrado com liofilizado de origem humana (LioNeo) tem potencial de protecdo
para os eventos adversos (desfechos) observados neste estudo.

Recentemente, Dani et al. (2020) levantaram a hip6tese de que a alimentacdo enteral
induz altera¢cdes hemodindmicas mesentéricas em prematuros, que podem variar de acordo com
o tipo de leite utilizado. Eles avaliaram as mudancas na oxigenacao esplancnica regional através
de espectroscopia no infravermelho por aproximacdo em prematuros alimentados com leite
materno (prépria mae), leite humano fortificado ou férmula infantil para prematuros. Eles
observaram que a oxigenacédo esplancnica nao foi afetada pela alimentacédo com leite materno,
foi temporariamente diminuida pela alimentacdo com leite humano fortificado e
persistentemente diminuida pela formula infantil para prematuros. Esses resultados sugerem
que os prematuros que receberam férmula infantil tiveram maior extracdo de oxigénio do tecido
esplancnico do que aqueles que receberam leite materno ou leite humano fortificado. O leite
humano fortificado com aditivo de origem bovina aumentou transitoriamente o gasto de energia
esplancnica. Esses achados podem sugerir um risco aumentado de EN e sangramento
gastrointestinal devido a exposicdo a proteina do leite de vaca, especialmente de férmula
infantil. (60)

As alteracOes da dieta, seja em relacdo ao tempo (interrupgéo) ou a diminuicdo do volume
sdo indicativos importantes de tolerabilidade no que diz respeito a assimilacdo da alimentacédo
prescrita. Observar sinais como vomitos, diarreia ou distensdo abdominal vao de encontro aos
desfechos secundarios propostos para presente estudo. E uma pratica comum interromper a
alimentacéo por sonda em RNMBP que n&o a toleram. Foram registrados o nimero de dias de
ingestdo de leite com aditivo e o volume diario administrado da dieta durante os 21 dias de
acompanhamento de cada participante. Com base nesses dados, comparamos 0s grupos usando
um modelo de regressdo com o volume total de leite como varidvel ajustada e ndo foi detectada
diferenca entre os mesmos, o0 que nos leva a dizer que a toleréncia foi equivalente entre os dois
aditivos utilizados. Os periodos de jejum ocorridos durante estudo, foram principalmente

devido a problemas gastrointestinais, como distensdo abdominal e vomitos. Ambos sdo muito
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comuns em recém-nascidos pré-termo, principalmente naqueles em uso de antibioticos. (61)
Além disso, os prematuros devido ao desenvolvimento incompleto do sistema gastrointestinal
sdo mais suscetiveis a distensdo abdominal, por gastroparesia e/ou dismotilidade intestinal. A
intolerdncia alimentar manifestada como regurgitacdo, vomito, distensdo abdominal, pode
causar perda de peso e aumentar o risco de infeccdo e prolongar a hospitalizagdo. (62) Um
estudo comparativo entre a utilizacdo de aditivo a base de proteina humana e aditivo a base de
proteina animal para a fortificacdo de leite humano, foi realizado por pesquisadores canadenses,
com o objetivo de observar a tolerancia a alimentacao e a reducdo de morbidade em recém-
nascidos pré termo menores que 1250 g. Para tanto definiram como desfecho primério o
percentual de participantes com interrupcdo da dieta por um periodo > 12h ou uma redugao
maior que 50% no volume de dieta. Ndo foram identificadas diferencas estatisticamente
significativas nas interrupcdes da alimentacdo e observaram que o uso de aditivo a base de
proteina humana, em prematuros alimentados exclusivamente com LH, ndo melhorou a
tolerdncia a alimentacdo nem reduziu a mortalidade e morbidade em comparacdo com aditivo
a base de proteina animal. (63) Estudo realizado nos Estados Unidos da América (EUA) com
aditivo comercial derivado de leite humano ndo encontrou diferencas significativas nos
resultados clinicos, semelhante ao nosso estudo, porém observou menor nimero de dias de
internacdo hospitalar nos prematuros alimentados com o referido fortificante. (64)

Uma recente diretriz japonesa garante que a melhor nutricdo para RNMBP ¢é o leite da
prépria mae, se nao for possivel, deve-se usar leite humano doado. A amamentacdo dos
RNMBP participantes do estudo com leite de suas proprias maes ocorreu de forma escassa em
virtude da baixa idade gestacional, presenca ndo constante da mée no ambiente hospitalar,
fatores emocionais e a propria falta de condi¢des de succdo na mama. O LH pasteurizado deve
ser fornecido de acordo com as indicacGes médicas, independentemente da situacdo financeira
da familia. Autores apontaram a necessidade futura de criar um sistema para fornecimento de
dieta exclusiva a base de leite humano, consistindo em leite humano com a adigdo de um aditivo
derivado de leite humano para esses prematuros. (65)

O uso de leite humano proveniente de doacéo representa uma estratégia mais econémica
para reduzir o impacto da doenca relacionado ao recém-nascido de extremo baixo peso e da EN
quando comparado aos custos médicos e ndo médicos. Os valores giram em torno de $563.655
para os custos ndo médicos indiretos, $27,1 milhGes em custos médicos diretos e $1,5 bilhGes

em custos atribuidos a morte de criancas prematuras. (66)
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A metodologia aplicada em nosso estudo tem baixo custo e visa manter a gratuidade do
LioNeo, uma vez que o mesmo deve ser produzido em bancos de leite humano com leite
materno proveniente de doacdo. Atualmente, encontra-se disponivel no mercado um aditivo a
base de proteina humana, desenvolvido pela industria norte-americana, porém os valores sao
altos e envolvem questdes eticas importantes devido ao comércio de leite humano. Foi realizado
um estudo com o objetivo de estimar a relacdo custo-efetividade da utilizacdo desse aditivo
humano comercial, e o0 mesmo indicou que o custo da alimentacdo depende da dieta
estabelecida em funcéo do peso da crianca. A base de célculo para a estimativa de preco foi de
6 euros por ml do referido aditivo. (67) A utilizacdo de leite humano doado de bancos de leite
é um dos pontos fortes do presente estudo, pois garante a gratuidade e a ndo comercializagdo
do produto que podera beneficiar recém-nascidos prematuros e prevenir graves consequéncias
da desnutricdo nessa populacéo. (68)

Apesar de seu potencial, o Grupo de Trabalho da European Milk Bank Association afirma
que ainda é cedo para tirar conclusdes sobre o uso de fortificantes a base de leite humano em
recém-nascidos pré termo (46). No entanto, o presente estudo pode adicionar descobertas
importantes sobre este assunto, uma vez que a fase 2, com um tamanho amostral maior esta em
andamento. Além da verificacdo de eficécia, objetivo principal da fase 2, os eventos adversos
continuardo a ser observados, reforcando a analise sobre a seguranca e a tolerabilidade do
LioNeo.

O nosso estudo teve algumas limitagdes. O pequeno tamanho da amostra nao possibilitou
a comparacao de alguns dos principais desfechos menos prevalentes, como EN e sepse neonatal
tardia. Provavelmente, essa questdo devera ser minimizada na fase 2 com nimero amostral
maior, porém é notavel que ndo houve eventos adversos graves no Grupo LioNeo e houveram
alguns isolados no Grupo LHFM85. Outra limitagdo foi o numero de dias de ingestdo dieta em
todos os recém-nascidos incluidos. Vale destacar que a maioria deles completou no minimo 15
dias de consumo. Portanto, acreditamos que, na realidade, a alimentacdo foi interrompida
temporariamente em alguns RNMBP devido a dismotilidade, secundéria a imaturidade.
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6 CONCLUSAO

Este estudo destaca-se por ser um dos poucos ensaios clinicos randomizados realizado
com recém-nascidos estaveis de muito baixo peso com o objetivo de melhorar a nutri¢do desse
grupo de prematuros através da utilizacé@o de leite humano concentrado com aditivo de origem
humana e por consequéncia, manté-los protegidos de possiveis efeitos adversos durante o
periodo de internagdo. Testamos o LioNeo e os achados foram promissores, mostrando que 0s
principais resultados ndo foram diferentes do aditivo padréo atualmente utilizado (LHFM85).
Portanto, concluimos que o LioNeo, o novo aditivo a base de leite humano Brasileiro é seguro

e toleravel para ser usado nesta populagéo, o que nos propicia avancar para a fase 2.
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8 ANEXO A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do Projeto LioNeo

PACIENTE NO:
i,ﬂ,h*.:'n-'m;:ni TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO CR'NCA
E PARA GUARDA DE MATERIAL BIOLOGICO USP - RIBEIRAO PRETO

Titulo da pesquisa: Nutricdo de recém-nascidos pré-termo de muito baixo peso utilizando um
concentrado com liofilizado de leite humano — Estudo de Fases 1 e 2: Seguranca, Tolerabilidade
e Efetividade

Pesquisadores responsaveis: Prof. Dr. José Simon Camelo Janior - Departamento de
Puericultura e Pediatria da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o
Paulo. Avenida Bandeirantes, 3900, 5° andar, sala 506, HC Crianca - Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (HCFMRP- USP),
Ribeirdo Preto, SP. Telefone para contato: (16) 3963-6629

O(A) senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar, como voluntario, em uma pesquisa.

Ap0s ser esclarecido(a) sobre as informacg6es a seguir, no caso de aceitar fazer parte deste estudo,

assine ao final deste documento em duas vias. Caso o(a) senhor(a) ndo aceite participar da pesquisa,

ndo seré penalizado(a) de forma alguma e seu atendimento nao sera prejudicado nesse Hospital.

O objetivo da pesquisa é testar a eficacia do leite materno concentrado com liofilizado (leite materno

em po) na alimentacgdo de recém-nascidos de muito baixo peso (<1500 gramas), além de comparar

como as criangas crescem, como elas ganham peso, o tamanho da cabeca entre outros e a ocorréncia
de efeitos ndo esperados comparando com outros recém-nascidos que estejam recebendo leite
materno enriquecido com leite de vaca em po.

Caso concorde em participar, o(a) senhor(a) permitira que:

1. Inicialmente, seja realizada a analise do prontuario do seu filho(a) do HC Crianca, para coletar
dados de nascimento (como por exemplo qual foi o tempo de gestacéo e o tipo de parto, o que
aconteceu durante o nascimento, quais as condi¢es do nascimento)

2. Seu filho(a) seja sorteado para um dos grupos do estudo para receber leite materno com aditivo
de leite materno em pé ou leite materno com aditivo de leite de vaca em po. Esse sorteio € feito
por computador, ou seja, ninguém sabera o que ele esta recebendo, somente as pessoas
responsaveis que preparam o leite do projeto.

3. Seu filho seja acompanhado por 21 dias consecutivos. Em todos os dias de acompanhamento
no estudo, serdo avaliados os seguintes dados:

e Peso e circunferéncia abdominal,

e Volume de leite ingerido;
59



e Efeitos ndo esperados Ocorréncia ou ndo de efeitos como vémitos e regurgitacdo; alteracdes
nas fezes; distenséo da barriga; sangramento nas fezes, perfuracéo intestinal e infeccéao.
4. Em sequéncia, que sejam avaliados pelo pesquisador em dois momentos diferentes:

e Primeira e ultima avaliacédo (dia 1 e dia 22): comprimento, circunferéncia da cabeca,
exames de sangue (sodio, potéssio, magnésio, cloro, célcio, fdsforo, cobre, zinco,
aminoacidos, acilcarnitinas, glicemia, fosfatase alcalina, proteina total e albumina, uréia e
creatinina e ferro).

Que sejam coletadas e armazenadas duas amostras de sangue seco em papel filtro, urina
(para perfil de acidos organicos) e de fezes do seu filho(a) para posterior analise. Essas amostras
ficardo guardadas em freezer do Laboratoério de Pediatria, Metais e Doencas Raras por até 10 anos.
Os pesquisadores responsaveis pela equipe se comprometem a identificar as amostras e os dados
coletados de modo que garanta sigilo e confidencialidade ao senhor(a) e seu(sua) filho(a); para isso
as amostras de sangue, urina e fezes serdo identificadas por meio de nimeros (sera dado um nimero
de identificacdo para cada amostra).

Quanto ao material a ser guardado, serdo coletadas uma amostra de até 50 mililitros de urina
(um copinho de café), uma amostra de até 10 gramas de fezes (uma colher de sobremesa) e uma
amostra de até 5 mililitros de sangue (1 colher de chd) em cada um dos momentos (inicio e final da
pesquisa). Em decorréncia da coleta, para diminuir ou amenizar os desconfortos a seu(a) filho(a), a
realizacdo dos procedimentos se dard por meio de um profissional do servico, treinado e habituado
a realizar esse tipo de coleta na rotina de avaliacdo de criancas prematuras. O(A) senhor(a) também
tem o direito de retirar seu consentimento de guarda e utilizacdo do material biol6gico armazenado
a qualquer momento.

Os riscos ou desconfortos da pesquisa sao minimos a sua satde fisica ou psiquica bem como
de seu filho(a). A coleta de sangue poderad ocasionar manchas roxas e dor no local em que for
realizada; este risco sera minimizado através da realizagdo do procedimento por profissional
treinado. Os exames que serdo colhidos fazem parte da rotina de avaliagdo de criangas prematuras
(com excecdo de aminoacidos, acilcarnitinas, &cidos organicos na urina e fezes). Para realizar a
coleta de dados necessaria para esta pesquisa, seu filho(a) ndo sentird qualquer tipo de dor ou
incébmodo adicional, além dos procedimentos rotineiros de cuidados necessarios executados nas
Unidades de Terapia Intensiva e de Cuidado Intermediario Neonatal do HC Crianca.

Os beneficios esperados da pesquisa sdo a contribuicdo para o conhecimento da eficacia do
leite materno concentrado com leite materno em pd na alimentacdo de recém-nascidos de muito
baixo peso, podendo assim, futuramente, melhorar a atencao a saude desta populacdo, garantindo
crescimento igual ou melhor e ocorréncia de efeitos adversos igual ou menor quando comparado
com outros recém-nascidos alimentados com leite humano enriquecido com aditivo comercial a
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base do leite de vaca. Este estudo talvez traga beneficios imediatos (no crescimento, ganho de peso
e metabolismo) a seu filho(a) ou ndo, mas pode ajudar a melhorar, futuramente, o tratamento de
pacientes prematuros de muito baixo peso e, também auxiliar para melhor entendimento dos fatores
de crescimento e ocorréncia de efeitos adversos com a utilizacao do leite humano concentrado com
leite humano em po na alimentacdo desses recém-nascidos.

Sera mantido sigilo absoluto dos dados obtidos individualmente neste estudo, para assegurar
a privacidade dos participantes. Os pesquisadores estardo disponiveis para qualquer davida a
qualquer momento durante o estudo e o(a) senhor(a) tem a garantia de acesso aos resultados da
pesquisa.

Esta pesquisa foi analisada e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
HCFMRP-USP.

Um Comité de Etica em Pesquisa (CEP) é composto por um grupo de pessoas que sio
responsaveis por supervisionarem pesquisas em seres humanos que sao realizadas na instituicao e
tem a funcéo de proteger e garantir os direitos, a seguranca e o bem-estar de todos os participantes
de pesquisa que se voluntariam a participar da mesma. O CEP do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto é localizado no subsolo do hospital e funciona de segunda
a sexta-feira, das 8:00 as 17:00hs, telefone de contato (016) 3602-2228.

Vocé recebera uma via deste Termo, datada e assinada, e a outra via serd guardada pela

equipe de pesquisa. Ao assinar este termo, vocé concorda em participar da pesquisa.

Dados do participante (recém-nascido):

Nome: Data

nascimento: [

Dados do responsavel legal (pai, mae, ambos ou responsavel legal):

Nome legivel:
RG: CPF:

Endereco: , N° , Bairro

Cidade , Estado

Telefone fixo (_) Telefone celular 1 () Telefone celular 2
)

Telefone para recado () Outro telefone () Outro telefone
(D

Assinatura: data:
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(Outro responsavel que esteja presente)
Assinatura: data:

Nome legivel:

Assinatura Assentimento de Mae menor de 18 anos:
data:

Nome legivel:

Abaixo também seguem os dados de contato do pesquisador responsavel, caso o(a)

senhor(a) tenha alguma davida posteriormente.

Assinatura do pesquisador colaborador Assinatura de Testemunha em caso de Analfabetismo
Nome: Nome:

RG: RG:

data: data:
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9 ANEXO B - Protocolo para medida de pressdo arterial em recém-nascidos pré-

termo/ choque no periodo neonatal/ HCFMRP-USP

Prof. Dr. José Simon Camelo Junior

Introducéo

Ap0s 0 nascimento, a circulacdo fetal passa por uma série rpida de mudancas. A funcéo
cardiaca aumenta rapidamente para garantir a perfusao tecidual adequada. Dos recém-nascidos
(RNs) com idade gestacional (IG) > 36 semanas, 20% tém o canal arterial funcionalmente
fechado em 24 horas de vida po6s-natal, 90% com 48 horas de vida e praticamente 100% com
96 horas. Os prematuros, principalmente aqueles abaixo de 30 semanas de gestac¢ao, Sdo pouco
preparados para adaptacdo pds-natal imediata. Esse fato, associado a imaturidade do miocérdio,
pode resultar em reducdo do fluxo sanguineo sisttémico, com reducdo da perfusdo de 6rgéos.
Hipotensdo ocorre em aproximadamente 20 — 45% dos RNs de muito baixo peso (<1500g),

geralmente nas primeiras 48 horas de vida.

Definicdo de Choque Circulatério

Choque é uma sindrome clinica de alteracdo aguda da funcéo circulatéria que leva a
insuficiéncia na perfuséo tecidual, na oferta de oxigénio e na producdo de energia celular que,
uma vez mantida, produz dano celular irreversivel. A auséncia de hipotensdo ndo exclui o
choque, pois a pressdo arterial pode ser mantida por mecanismos compensatorios. Existe
relacdo direta entre a pressao arterial sanguinea e peso de nascimento, idade gestacional e idade
pos-natal.

Do ponto de vista etioldgico, podemos ter o Choque Hipovolémico (hemorragias, perdas
plasmaéticas, perda de agua livre), Choque Cardiogénico (cardiopatias congénitas, restricdo
cardiaca, retorno venoso comprometido, isquemia miocardica pos-asfixia, disturbios
metabolicos, miocardiopatias, arritmias, entre outros) e Choque Distributivo (séptico — forma
mais comum, farmacos utilizados pelo RN ou pela mée, choque refratario do prematuro). Em
muitos prematuros, especialmente no periodo pés-natal imediato, a hipotenséo é causada por

vasorregulacdo periférica anormal e/ou disfuncdo miocérdica.
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Diagnostico de Hipotensdo Arterial

A medida da pressdo arterial em neonatos prematuros € muito dificil, especialmente nos
de muito e extremo baixo peso. Como a pressao sanguinea varia de acordo com o fluxo
sanguineo e resisténcia vascular sisttmica, pode ndo refletir a perfusdo tecidual, ja que a
resisténcia vascular pode variar. Dessa maneira, uma medida de pressdo arterial dentro dos
limites de normalidade ndo é o suficiente para garantir que esteja havendo fluxo adequado aos
orgdos. Da mesma maneira, uma medida de valores baixos ou nao aferi¢do, associadas a sinais
de boa perfusdo periférica ndo fecha o diagnostico de choque circulatorio (hipotensdo
permissiva). Portanto, a pressdo arterial ndo deve ser o Unico critério para o inicio do tratamento
de choque. E importante que sejam também considerados outros marcadores de perfusio
sistémica como a acidose metabdlica, aumento do lactato sérico, tempo de enchimento capilar
(deve ser < 3 segundos), débito urinario (oligoanuria — diurese < 1ml/kg/hora) e temperatura
das extremidades, além de sinais como taquicardia, bradicardia, pulsos periféricos diminuidos,
diferencga entre pulsos centrais e periféricos, palidez cutanea, pele mal perfundida, cianose,
irritabilidade, hipoatividade, letargia e coma.

No RN, a relacao do “cuff’ ¢ a medida da circunferéncia do braco entre 0,45 ¢ 0,55
mostram uma boa acuracia da medida indireta da pressdo sanguinea (comparado com a medida
direta, invasiva, da pressao arterial).

A medida direta da pressdo sanguinea pode ser feita por cateter na artéria umbilical,
sendo considerado o padrdo ouro de medida. A extensdo e o didmetro do cateter podem

influenciar na medida. Cateteres de 3,5Fr e 5,0Fr podem fornecer medidas adequadas.

Tabela 1: Medida de presséo arterial média (PAM) e o percentil 10 para o peso de nascimento
e idade pos-natal, até 96 horas de vida.

Peso de Idade Pos- Em Horas
Nascimento Natal
(gramas)

3h 12h 24h 36h 48h 60h 72h 84h 96h
500 35/23 36/24 37/25 38/26 39/28 41/29 42/30 43/31 4433
600 35/24 36/25 37/26 39/27 40/28 41/29 42/31 44/32 45/33
700 36/24 37/25 38/26 39/28 42/29 42/30 43/31 44/32 45/34
800 36/25 37/26 39/27 40/28 41/29 42/31 44/32 45/33 46/34
900 37/25 38/26 39/27 40/29 42/30 43/31 44/32 45/34 47/35
1000 38/26 38/27 40/28 41/29 42/31 43/32 45/33 46/34 47/35
1100 38/27 39/27 40/29 42/30 43/31 44/32 45/34 46/35 48/36
1200 39/27 40/28 41/29 42/30 43/32 45/33 46/34 47/35 48/37
1300 39/28 40/29 41/30 43/31 44/32 45/33 46/35 48/36 49/37
1400 40/28 41/29 42/30 43/32 44/33 46/34 47/35 48/36 49/38
1500 40/29 42/30 43/31 44/32 45/33 46/35 48/36 49/37 50/38
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Outros critérios devem ser utilizados para 0 RN de idade cronoldgica mais avangada e

em condicOes clinicas diferenciadas, como pacientes em terapia intensiva, por exemplo

(Tabelas 2, 3 e 4).

Tabela 2: Pressao arterial sistolica (PAS) e diastolica (PAD) + 2 desvios-padréo (2DP) nos

primeiros 28 dias de vida, distribuidos por faixa ponderal ao nascimento

PN= | 600-999g PN= | 1000-1249g
Dias de vida PAS (2DP) PAD (2DP) Dias de vida PAS (2DP) PAD (2DP)
1 37,9(17,4) 23,2(10,3) 1 44,0(22,8) 22,5(13,5)
3 44,9(15,7) 30,6(12,3) 3 48,0(15,4) 36,5(9,6)
7 50,0(14,8) 30,4(12,4) 7 57,0(14,0) 42,5(16,5)
14 50,2(14,8) 37,4(12,0) 14 53,0(30,0) -
28 61,0(23,5) 45,8(27,4) 28 57,0(30,0) -
PN= 1250-1499¢g PN= 1500-1750g
Dias de vida PAS (2DP) PAD (2DP) Dias de vida PAS (2DP) PAD (2DP)
1 48,0(18,0) 27,0(12,4) 1 47,0(15,8) 26,0(15,6)
3 59,0(21,1) 40,0(13,7) 3 51,0(18,2) 35,0(10,0)
7 68,0(14,8) 40,0(11,3) 7 66,0(23,0) 41,0(24,0)
14 64,0(21,2) 36,0(24,2) 14 76,0(34,8) 42,0(20,3)
28 69,0(31,4) 44(25,2) 28 73,0(5,6) 50,0(9,9)

Tabela 3: Pressdo arterial média + 1 desvio-padrdo em RN a termo e RN pré-termo, sob
cuidados intensivos, do nascimento até 4 semanas de vida

Dias de vida/Peso <1000g 1000-1500g 1500-2500g >2500g
Nascimento 32,9+15,4 39,1+18,2 42,4+19,6 48,8+19,4
7 41,4+15 4 47,2+18,2 50,4+19,6 60,2+19,4
14 44,6+15 4 50,1+18,2 53,2+19,6 64,2194
28 47,6+15,4 53,0£18,2 56,1+19,6 68,3194

Tabela 4: Pressao arterial sanguinea sistolica, média e diastélica de RN / lactentes apos a
segunda semana de idade p6s-concepcional. Adequada para diagndéstico de hipertensao arterial

Idade Pos- Pressao arterial Percentil 50 Percentil 95 Percentil 99
Concepcional
(em semanas)
44 PAS 88 105 110
PAM 63 80 85
PAD 50 68 73
42 PAS 85 98 102
PAM 62 76 81
PAD 50 65 70
40 PAS 80 95 100
PAM 60 75 80
PAD 50 65 70
38 PAS 77 92 97
PAM 59 74 79
PAD 50 65 70
36 PAS 72 87 92
PAM 57 72 77
PAD 50 65 70
34 PAS 70 85 90
PAM 50 65 70
PAD 40 55 60
32 PAS 68 83 88
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PAM 49 64 69
PAD 40 55 60
30 PAS 65 80 85
PAM 48 63 68
PAD 40 55 60
28 PAS 60 75 80
PAM 45 58 63
PAD 38 50 54
26 PAS 55 72 77
PAM 38 57 63
PAD 30 50 56
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10 ANEXO C - Manual Operacional Padronizado para o Porcionamento de Leites

Fortificados do Projeto LioNeo

“HLIONEO

Manual Operacional Padronizado — MOP

MOP 5 — Nutricdo/ Porcionamento/ Lactario

Os nutricionistas responsaveis pelo porcionamento (ndo-cegos) realizardo suas
atividades no lactario do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
(HCFMRP-USP). Os nutricionistas deverdo cumprir as etapas de preparacao para a entrada no
local, tais como higienizacdo padrdo das maos e utilizacdo de avental proprio, méascara e touca.

Realizada a paramentacdo, o equipamento de banho-maria devera ser higienizado
diariamente com alcool 70%. Em seguida, devera ser coletada em recipiente higienizado de 6 a
10 litros de agua purificada proveniente do sistema de osmose reversa proprio do servigo do
lactario. Caso ndo seja possivel, serd necessario buscar 02 galdes de 5 litros cada de agua
deionizada (ou destilada) no Laboratério de Metais Pesados e Doencas Raras do HCFMRP-
USP. Tal &gua purificada serd utilizada no equipamento de banho-maria na etapa de
descongelamento do leite. Ap6s encher o banho-maria, 0 termémetro sera posicionado no seu
devido local e o equipamento seré ligado com temperatura ajustada em 40°C. A capela de fluxo
laminar também devera ser ligada e, apos 30 minutos, higienizada com alcool 70% conforme
procedimento proprio do lactério.

A seguir, os nutricionistas deverdo acessar o REDCap. A inclusdo de novos
participantes serd checada diariamente, juntamente com sua alocacéo para o grupo A ou B. A
randomizacdo sera realizada pelo estatistico no programa REDCap. Houve uma concordancia
entre os trés nutricionistas sobre qual serd o grupo A e B para definir qual grupo recebera leite
humano com liofilizado (grupo LioNeo) ou leite humano com FM85 (grupo LHFM85). Esse
resultado foi guardado em envelope selado e gaveta com chave. O rompimento do cegamento
ird acontecer somente no final do projeto ou quando o comité interno ou externo de avaliagdo
considerar pertinente.

Ap0s a randomizacéo de cada participante para um dos grupos da pesquisa (A ou B), o
nutricionista deverd acessar a prescricao dietética dos individuos no sistema do HCFMRP-USP,
e identificar os participantes. O nutricionista devera anotar, na planilha de porcionamento, o
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volume e a frequéncia da dieta a ser oferecida, para cada participante. Com base nessas
informagdes, podera entdo determinar o volume total de LioNeo e LHFM85 a ser utilizado em
24 horas, bem como a quantidade de seringas que serdo necessarias para 0 porcionamento.
Neste momento a quantidade total de seringas, tampas e sacos plasticos necessarios deverdo ser
separados para a utilizacao.

Uma vez cumprida essa etapa, o nutricionista devera checar a temperatura do freezer e
do banho-maria. No momento em que o banho-maria atingir 40°C, devera ser retirado do freezer
a quantidade de frascos necessarios para o preparo do volume total de LioNeo e LHFM85. Na
sequéncia os frascos deverdo ser descongelados em banho-maria, em temperatura a 40°C, com

agitacdo frequente do frasco, para apressar o degelo e uniformizar o produto.

- Temperatura do Freezer

A temperatura do freezer deverd ser avaliada em 2 momentos conforme procedimento
do lactéario. O controle de temperatura esta acoplado ao lado do freezer e deve ser assinado. A
afericdo deve ser diaria. A planilha de controle devera ser armazenada em local seguro com

chave ao término de cada més.

- Banho-Maria

O descongelamento dos frascos de leite humano ou LioNeo acontecerd conforme
demanda da prescricdo. Serd checada a prescricdo e descongelado os frascos que contém a
guantidade que mais corresponde ao prescrito para evitar sobras. Para o descongelamento sera
utilizado o banho-maria localizado no lactario de uso exclusivo do projeto. A utilizacdo do
banho-maria acontecera conforme descrito abaixo:

1) Higienizacdo do banho-maria com alcool 70%;

2) Ser abastecido com agua purificada proveniente do sistema de osmose reversa ou
deionizada/destilada, em torno de 6 a 10 litros de agua, até atingir a altura da saida de
vapor quente no interior do equipamento;

3) Verificar a temperatura da agua através do termdémetro. Os leites deverdo ser
descongelados na temperatura de 40°C (+/-1°C);

4) Anotar diariamente a temperatura na planilha especifica do banho-maria;

5) O banho deve ser limpo com agua e sab&do neutro e higienizado com alcool apés o seu

uso;
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6) Os galdes utilizados para a coleta de &gua deverao ser lavados uma vez por semana com
agua e sabdo/detergente neutro sem uso de &gua sanitaria (pedido da Vigilancia

Sanitéaria).

- Capela de Fluxo Laminar

1) Ligar o aparelho 30 minutos antes de iniciar a limpeza;

2) Paramentar-se com touca, avental de manga comprida e mascara descartavel. Nao é
necessario o uso de luvas;

3) Iniciar a higienizacdo utilizando pano multiuso descartavel embebido em solucéo de
alcool a 70%, num Unico sentido, ou seja, ndo fazer movimento de vai e vem com 0
pano descartavel;

4) Limpar primeiramente 0s cantos;

5) Limpar o teto passando o pano descartavel de dentro para fora;

6) Limpar a parede do fundo (grade) passando o pano de cima para baixo;

7) Limpar as laterais passando o pano de dentro para fora;

8) Limpar a base (bancada) passando o pano de dentro para fora;

Enguanto ocorre o degelo do leite, e ap6s a higienizacdo da capela de fluxo laminar, os
nutricionistas irdo fazer a forracdo estéril da capela e abrir as embalagens das seringas e tampas,
sem encostar nas mesmas, dentro da capela de fluxo laminar.

Os frascos de LioNeo e LNO deverdo ser retirados do banho-maria assim que restar uma
pequena bola de leite congelado em seu interior, e colocados dentro da capela de fluxo laminar.,
O equipamento de banho-maria sera entdo desligado. Em seguida, o nutricionista devera calcar
as luvas estéreis e iniciar o porcionamento. O porcionamento sera realizado na seguinte ordem:

primeiro o preparo do LioNeo e depois de LHFM85, quando pertinente.

- Porcionamento do LioNeo:

Os frascos de LioNeo deverdo ser abertos e manipulados dentro da capela de fluxo
laminar. O nutricionista devera porcionar o volume de LioNeo para cada individuo (de acordo

com a prescri¢cdo médica) em seringas de 20 ou 60 ml.
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- Porcionamento do LHFM85:
Os frascos de LNO deveréo ser abertos e manipulados dentro da capela de fluxo laminar.

O nutricionista abrira as embalagens de FM85 no local indicado pelo fabricante. Logo apds, ira
adicionar o FM85 ao volume total de LNO no frasco de vidro, respeitando a diluicdo padréo de
4% (1 saché (1g) para cada 25mL), conforme indicacdo do fabricante, e seguindo a
padronizacdo do servico de nutricdo do HCFMRP-USP. Em seguida, ser& porcionado o volume
de LHFMS85 para cada individuo (de acordo com a prescricdo médica) em seringas de 20 ou 60

ml.

- Etiguetagem das seringas e organizacao do lactario

Ao final do porcionamento as luvas serao retiradas, e as seringas serdo identificadas com
etiquetas contendo o nome do receptor, o horario e o volume a ser administrado. As etiquetas
com os dados do RN serdo impressas e adesivadas nas seringas. As seringas etiquetadas seréo
armazenadas em sacos plasticos proprios para este fim (1 saco plastico para cada participante).
O saco sera etiquetado sinalizando ser do projeto (escrever LIONEO) e colocadas na geladeira
do lactério até o transporte para a UTIN ou UCIN.

Em seguida, o equipamento de banho-maria ja desligado deveré ser higienizado com
alcool 70%. Os materiais de apoio utilizados para o porcionamento deverdo ser retirados da

capela de fluxo laminar e entregues na area de lavagem.

- Transporte do leite para UTIN ou UCIN

As seringas etiquetadas e embaladas em saco plastico serdo retiradas da geladeira do
lactario e levadas pelos nutricionistas do projeto até a UTIN ou UCIN em caixa térmica com
gelock. Na UTIN ou UCIN, as seringas deverdo ser armazenadas nas prateleiras da geladeira
de distribuicéo, entre 5 e 7°C, as quais serdo administradas pela equipe de enfermagem em 24

horas.

- Recebimento e armazenamento dos frascos de Leite Humano

Durante 2 dias da semana, devera ser recepcionado as 13 horas os frascos de leite
congelados advindos do Banco de Leite, e checada a temperatura da caixa térmica utilizada no
transporte. Em seguida, os frascos de LioNeo e LNO serdo estocados em gavetas separadas em

freezer proprio do projeto. O freezer terd sua temperatura monitorada e anotada diariamente.
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- Digitacdo de dados no REDCap e na planilha de controle de estoque

Por fim, toda manipulagdo do LioNeo e do LHFM85 devera ser anotada no REDCap,
em formuléario exclusivo para o lactario. Além disso, os nutricionistas deverdo anotar
diariamente, na planilha de controle de estoque, a quantidade de frascos utilizados, assim como

0S Seus respectivos numeros de registro no Banco de Leite Humano do HCFMRP-USP.
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11 ANEXO D - Protocolo para nutricdo enteral de recém-nascidos pré-termo/
HCFMRP-USP

Elaborado por Prof. Dr. José Simon Camelo Junior

Introducéo

A alimentacdo do recém-nascido pré-termo (RNPT, <37 semanas de idade gestacional)
€ uma urgéncia nutricional e depende essencialmente de sua condi¢cdo clinica. Avangos
tecnoldgicos tém permitido a sobrevivéncia de RN cada vez menores, em condi¢des mais graves
e 0 comportamento dessas criangas nao é homogéneo, sendo mais complexa a nutricdo dos
recém-nascidos de idade gestacional menor e de peso menor.

O ideal é que seja utilizada sempre que possivel a via fisiologica, que é a via digestiva,
mas nem sempre isso € possivel logo de inicio, sendo necessaria a nutri¢cdo parenteral total ou
parcial.

O leite a ser utilizado inicialmente deve ser o leite humano, preferencialmente o colostro
da prépria mae, mas existem limitacdes que serdo discutidas adiante, especialmente o status
materno de infeccdo por citomegalovirus (CMV). N&o havendo o leite da propria mée, ou se
for insuficiente, devera ser utilizado o LNO pasteurizado em Banco de Leite Humano.

Podemos classificar os RNPT em:

a) RN de baixo peso (RNBP): RN<2500g;
b) RN de muito baixo peso (RNMBP): RN<1500g;
c) RN de extremo baixo peso (RNEBP): RN<1000g.

Objetivos / Metas da Nutri¢gdo do RNPT

O Comité de Nutricdo da Academia Americana de Pediatria definiu em 1985, como
objetivo da nutricdo do RNPT, que se atinja a velocidade de crescimento intradtero para a idade
gestacional (IG) corrigida correspondente (AAP, Committee on Nutrition, 1985). Para tanto €
necessaria a comparacao dos parametros antropométricos do RN com curvas de crescimento
intrauterino (1U) apropriadas. Durante muito tempo foi utilizada a Curva de Crescimento 1U de
Alexander (Alexander et al, 1996), que é norte-americana. Foram feitas releituras do
crescimento extrauterino de prematuros, a luz das restricbes e limitagdes fisiologicas da

prematuridade, demonstrando que esse objetivo da AAP ¢ pouco factivel em muitas situacoes
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e novas curvas surgiram, como a de New Fenton (Fenton et al, 2013). Atualmente sugerimos o

uso das Curvas do Consorcio Internacional Intergrowth 21° (https://intergrowth21.tghn.org/).

E importante ressaltar que a subnutricio do RN pré-termo pode causar reducio do
numero de neurdbnios, com impacto negativo a longo prazo, no comportamento, aspectos
cognitivos, na memoria e agravamento de lesdes neuroldgicas pré-existentes ou concorrentes,
como leucomalécia periventricular e hemorragias intra e periventriculares.

Por outro lado, crescimento em velocidade excessiva pode facilitar processos de
programacdo nutricional deletéria, com desenvolvimento tardio de doencas degenerativas,
especialmente sindrome metabdlica (obesidade, diabetes tipo 2, dislipidemias, hipertensdo
arterial), no escopo do que conhecemos por origens desenvolvimentistas da saide e da doenca
(DOHabD).

Portanto, os objetivos da nutricdo do RNPT devem passar pelo crescimento em
velocidade adequada, espelhando, na medida do possivel o que ocorreria intraltero, com
consciéncia do impacto futuro, com bom desenvolvimento neuroldgico, minimizando

comprometimentos prévios e respeitando as limitacGes da prematuridade.

Nutricéo Inicial do RNMBP

a) O RNMBP admitido na Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN) ou Unidade de
Cuidados Intermediarios Neonatais (UCIN) deve preferencialmente receber o colostro
da propria mée e/ou colostro pasteurizado de Banco de Leite Humano (LNO), ja no
primeiro dia de vida se possivel. A sequéncia da alimentacdo deve ser com o leite da
prépria mée e/ou LNO pasteurizado maduro. Se houver contraindicacao formal absoluta
a amamentacdo, podem ser utilizadas formulas infantis para RN pré-termo;

b) O RN deve estar em condicdo hemodinamica estavel: com pressao arterial aferivel ou
com indicios indiretos de estabilidade, como boa perfusédo periférica, pulsos periféricos
palpaveis e saturacdao de O2 normal (90-95%);

c) Criangas asfixiadas, sujeitas a centralizacdo de fluxo sanguineo para protecdo do
cerebro, coragdo e adrenais estdo mais propensas a complicagdes como a enterocolite
necrosante; portanto, o inicio de sua alimentacdo pode ser retardado a critério medico,
entre 0 segundo e quinto dias de vida, dependendo da gravidade e repercussdes da

asfixia;
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d) Se a crianca tiver mais de 34 semanas de IG e ndo apresentar desconforto respiratorio,
poderd ser oferecido o colostro no volume inicial proposto de 20 ml/kg no copinho e/ou
levado ao seio materno, desde que a mae tenha condicdes;

e) Se a crianca tiver entre 32 e 34 semanas de idade gestacional e ndo apresentar
desconforto respiratorio, deverd ser testada sua capacidade de coordenar sucgdo-
degluti¢do-respiracdo (preferentemente por uma fonoaudiologa do servico), para poder
receber o leite pelo copinho e/ou ao seio materno;

f) Se o RN tiver <32semanas de IG e/ou apresentar desconforto respiratorio ao nascimento
com qualquer IG (entre 32 e 34 semanas de IG e > 34 semanas de 1G), independente do
suporte ventilatorio, devera ser posicionada uma sonda orogastrica ou nasogastrica,
atraves da qual sera introduzido o colostro, no volume inicial de 20 ml/kg;

g) A circunferéncia abdominal devera ser medida diariamente (linha de base), a altura da
cicatriz umbilical. Se houver suspeita de distensdo abdominal, com registro de aumento
maior que 10% do valor da linha de base, com mudanca de aspecto do abdome, como
coloracdo avermelhada, arroxeada, peristaltismo visivel e dor a palpacéo, associado ou
ndo a presenca de vomitos e/ou evacuagdes andmalas, a alimentacdo podera ser suspensa
a critério médico. Residuos s6 deverdo ser testados em situagcBes anormais, como
distensdo abdominal maior que 10%, mudanga de aspecto, dor, evacua¢fes andmalas
(diarreia, presenca de muco, pus ou sangue) e vomitos;

h) O leite devera ser administrado em bolus por seringas ou por gavagem, utilizando-se a
gravidade. Se ocorrerem vémitos, distensdo e for relacionada a velocidade de
administracdo do leite, a critério médico podera ser feita utilizacdo de bombas de infusdo
para administracdo mais lenta;

i) Intervalo proposto para a dieta para RN>1000g: inicial e progressdo de 3 em 3 horas; 2
em 2 horas pode ser considerada a critério médico, dependendo da tolerancia da dieta.

Para <1000g, ver Tabela 2 abaixo.

Velocidade de Progressao do Leite Naturalmente Ordenhado (LNO) cru (>28 semanas
de 1G) ou LNO Pasteurizado de Banco de Leite

Apresentamos a seguir a Tabela 1 com a progresséo de dieta proposta para nosso servico
para RN>1000g, adaptada da utilizada pela Emory University School of Medicine, Atlanta, GA,

USA (Ravi Patel, aula apresentada no Congresso Brasileiro de Perinatologia, Natal, 2018):
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Tabela 1: Progressédo de dieta para RNPT >1000g

Dia de Nutricéo Volume: Concentracao Comentarios

Enteral ml/kg/dia

1 20 LNO Considerar inicialmente como dieta
tréfica, se evoluir bem, prosseguir,
sendo manter o volume

2 50 LNO Atencéo ao abdome, vomitos, medida
de circunferéncia abdominal
diariamente

3 80 LNO Atencéo ao abdome, vomitos, medida
de circunferéncia abdominal
diariamente

4 80 LNO Considerar o inicio do aditivo
(liofilizado humano — LioNeo, ou
LHFM85)

5 100 LNO + aditivo LioNeo ou LHFM85 — Observar
abdome e vomitos atentamente

6 120 LNO + aditivo LioNeo ou LHFM85 — Observar
abdome e vomitos atentamente

7 140 LNO + aditivo LioNeo ou LHFM85 — Observar
abdome e vomitos atentamente

8 160 LNO + aditivo LioNeo ou LHFM85 — Observar
abdome e vomitos atentamente

Apresentamos a seguir, a Tabela 2 de progressao da dieta para RNPT com <1000g ao
nascer, baseada no Protocolo do The Hospital for Sick Kids, Toronto, Canada e hospitais

associados (O’Connor et al, 2018).

Tabela 2: Progressédo da dieta para RNPT com <1000g ao nascer

Peso de 500-599g 600-699¢ 700-799¢ 800-899g 900-1000g
Nascimento
Alimentacéo 1ml cada 1ml cada 1ml cada 1ml cada 1ml cada
tréfica de 4hs/3dias 4hs/3dias 4hs/2dias 4hs/2dias 3hs/2dias
inducdo Progredindo Progredindo Progredindo Progredindo
para: para: para: para:
1ml cada 1ml cada 1ml cada 1ml cada
3hs/3dias 3hs/3dias 3hs/2dias 3hs/1dia
Velocidade de
aumento da 1ml/2 dias 1ml/dia 1ml/dia Iml/dia 2ml/dia
dieta a partir
do dltimo dia
da progressdo
acima
Aos 100ml/kg/dia — iniciar uso de aditivos LioNeo ou LHFM85
Aos 120ml/kg/dia — simplificar nutricdo parenteral (manter soro com glicose e eletrolitos) e manter
LioNeo ou LHFM85
Aos 140ml/kg/dia — suspender nutri¢do parenteral e manter LioNeo ou LHFM85
Aos 160ml/kg/dia — dieta em volume méximo mantendo LioNeo ou LHFM85

a) Se a crianca ganhar peso acima de 1000g, usar os critérios da Tabela 1;
b) Sondas enterais sO devem ser posicionadas, se ndo houver sucesso com o0
posicionamento gastrico, com vomitos de dificil controle sem outros achados clinicos.
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Como a sonda enteral ultrapassa a barreira géstrica, aumenta o risco de infec¢do por
translocacdo bacteriana e sepse. Diagndstico de doenca do refluxo gastroesofagico néo
controlada com medicamentos também pode indicar sonda enteral. Considerar a sonda
em posicéo enteral quando a extremidade chegar ao angulo de Treitz, apds a quarta
porcao do duodeno; fazer a medida externa entre coroa (nivel da fontanela anterior) e
calcanhar, em inglés crown-heel, com introducéo rapida até o estbmago e mais lenta até
a entrada do jejuno; confirmar posicdo com raios-X; a partir dessa posicdo, sempre

administrar o leite por bomba de infusdo, lentamente.

Transigdo da Dieta de Sonda para Via Oral

A transicdo para a via oral deve ser feita entre 32 e 34 semanas de idade gestacional, se

a crianca estiver sem suporte ventilatorio, com dieta total e com avaliacdo fonoaudiolégica do

processo de succdo-degluticdo-respiracdo. Se estiver adequado poderad receber o LNO no

copinho e ir ao seio materno sob superviséo.

Situacdes Especiais

a)

b)

d)

Se o RN apresentar distensdo abdominal com >10% do valor medido no dia anterior,
poderdo ser testados residuos. Se o aspecto for claro ou leitoso, pode ser mantido o
volume ou se retornar para o esquema anterior, com maior intervalo (de 3 em 3 para 4
em 4 ou até 6 em 6 horas, por exemplo). Se o aspecto for anormal, esverdeado,
sanguinolento, escurecido ou fecalbide, deve ser suspensa a dieta e colocada a sonda em
drenagem. Se o aspecto do abdome for avermelhado, tenso, doloroso, acompanhado ou
ndo de vomitos, residuos anormais e/ou evacuacGes anormais, a dieta devera ser
suspensa e investigada enterocolite necrosante;

Pelo risco potencial de transmissdo vertical do CMV, leite cru s6 devera ser utilizado
acima de 28 semanas de idade gestacional ao nascimento ou corrigida;

Cateteres umbilicais, CPAP e ventilagdo mecénica ndo sdo contraindicacdes de
alimentacdo por sonda gastrica ou enteral. CPAP pode aumentar risco de distensao por
excesso de ar no tubo digestivo;

Apenas suspender a dieta nos casos listados no paragrafo anterior. Cateter venoso néo

deve ser mantido em territério hepatico e nesses casos a alimentagdo é um risco;
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f)

9)

h)

Criancas com episodios repetidos de apneia com bradicardia devem ter a continuidade
da dieta avaliada, para ndo se incorrer em risco aumentado de ma-perfusdo de algas e
consequentemente enterocolite necrosante;

RNs em uso de drogas vasoativas s6 devem receber alimentacdo gastrica ou enteral se
houver estabilidade hemodinamica;

Criancas com distensdo, residuos ndo andmalos e vémitos frequentes podem receber
alimentacéo tréfica, com volume total variavel de 10 a 20 ml/kg/dia, por periodo pré-
determinado, em geral uma semana, sem aumentos diarios, com o intuito de estimular
o trofismo da mucosa gastrintestinal e a motilidade, com regularizagdo dos complexos
migrantes motores;

RN em condicéo de ser colocado em método Canguru, devera ter avaliada capacidade
de coordenacdo de succdo-degluticdo-respiracdo e desde que adequada, com idade
gestacional igual ou superior a faixa de 32 a 34 semanas, podera ser levado ao seio
materno e, se necessario, a alimentacdo podera ser complementada com LioNeo ou
LHFMS85.
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12 ANEXO E - Manual Operacional Padronizado para Coleta de Dados do Projeto
LioNeo

“HLIONEO

Manual Operacional Padronizado — MOP

MOP 6 — Coleta de Dados — Enfermagem

Com a inclusdo do RNMBP na pesquisa, deverao ser verificados no Cartdo da Gestante
e/ou no Prontuario Eletronico do HC-Crianca dados referentes as condi¢cbes materna e
obstétricas durante o pré-natal e nascimento, de acordo com o instrumento de coleta de dados.
Os dados obtidos deverdo ser inseridos no sistema REDCap.

A coleta de dados devera ser realizada dentro das unidades neonatais participantes da
pesquisa (UCIN e UTI Neo), podendo os pais ou responsaveis permanecerem ao lado do recém-
nascido/crianca durante toda a coleta. O ambiente de avaliacdo deverd estar calmo, com
iluminacdo adequada para a realizacdo dos procedimentos necessarios, promovendo a
privacidade do participante.

Todos os materiais utilizados para o projeto (TCLE, tubos para coleta de amostras,
caderno do projeto entre outros) ficardo armazenados em local em arméario com chave na UCIN
e deverdo ser recolocados no mesmo local, apds o uso (exceto 0s materiais que necessitam de
descarte), garantindo a seguranca e a integridade dos materiais utilizados na pesquisa e dos
profissionais envolvidos ha mesma e pertencentes a instituicdo de salde.

Ao entrar nas unidades neonatais a enfermeira pesquisadora devera realizar a
higienizacdo das mados com agente antisséptico (Clorexidina) e, antes de tocar na incubadora
ou no bergo e manipular o RNMBP, deverd ser feita a higiene das méos com alcool gel a 70%.

Os participantes da pesquisa serdo avaliados DIARIAMENTE, durante 21 dias, sendo
0 1° dia contado a partir do dia em que a alimentacao enteral estiver com volume de 100 ml por
quilo de peso corporal por dia. A enfermeira pesquisadora devera coletar os dados de acordo

com o cronograma de coleta da pesquisa, descrito abaixo.
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= Dados Antropométricos:
Os dados antropométricos deverdo ser coletados na sequéncia: perimetro cefélico;
circunferéncia abdominal, comprimento e peso. A afericdo sera realizada conforme descrito

abaixo, 2 horas depois da dieta oferecida ou 30 minutos antes da passagem da préxima dieta.

= Perimetro Cefalico: devera ser aferido e registrado a partir da inclusdo do recém-

nascido/crianca na pesquisa, sendo este o0 1° dia. Apos, realizar a coleta dos dados em dias
distintos, sendo: 4°, 7°, 14° e 21° dia.

Para afericdo do PC serd utilizada uma fita métrica inelastica e inextensivel, com a parte

inicial em branco e precisdo de 0,1 cm. A enfermeira pesquisadora devera realizar a desinfec¢éo
da fita métrica com algoddo embebido em alcool a 70% antes e apds o uso. Inicialmente, todos
0s aderecos presentes na cabeca do RNMBP deveréo ser retirados, bem como coxins e ninhos
de tecido presentes na incubadora ou no bergo que possam atrapalhar a medicao. A enfermeira
pesquisadora devera posicionar a fita métrica com o lado da fita marcada em centimetros para
fora e 0 marcador zero o mais préximo de si para possibilitar a leitura. A fita métrica devera ser
posicionada na regido supraorbitaria (regido anterior da cabeca — logo acima das sobrancelhas)
e passar pela proeminéncia occipital (regido posterior — maior protuberancia posterior da
cabeca), devendo estar ajustada a cabeca do participante de forma firme, mas sem comprimir.
O valor obtido devera ser memorizado e ap6s, 0s aderecos de cabeca devem ser recolocados. O
RNMBP deve ser reposicionado na incubadora ou ber¢o, conforme rodizio de posicionamento
realizado pela equipe de enfermagem do HC-Crianga. Em seguida, o valor obtido na medicéo
devera ser registrado no prontuério eletrénico e no sistema REDCap.

= Circunferéncia Abdominal: devera ser aferida e registrada diariamente e durante 21 dias,

a partir da inclusdo do recém-nascido/crianca na pesquisa.

A afericdo da circunferéncia abdominal sera realizada com o uso de fita métrica
inelastica e inextensivel, com a parte inicial em branco e precisdo de 0,1 cm. A enfermeira
pesquisadora deverd realizar a desinfecgdo da fita métrica com algod&o embebido em &lcool a
70% antes e ap0s 0 uso. Para aferigdo, a fita métrica devera ser posicionada com o lado em
centimetros para fora e o marcador zero 0 mais proximo da enfermeira pesquisadora,
possibilitando a leitura. O recém-nascido/crianca devera estar posicionado em decubito dorsal,

com o abdome despido e a fita métrica posicionada na cicatriz umbilical da crianca. O valor
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obtido devera ser memorizado e 0 RNMBP reposicionado na incubadora ou bergo, sendo
recolocadas suas roupas e ninhos ou coxins de tecidos presentes na incubadora ou bergo,
conforme rodizio de posicionamento realizado pela equipe de enfermagem do HC-Crianga. Em
seguida, o valor da circunferéncia abdominal devera ser registrado no prontuario eletrdnico e

no sistema REDCap.

= Comprimento: devera ser aferido e registrado a partir_da_inclusdo do recém-

nascido/crianca na pesquisa, sendo este 0 1° dia. Apos, realizar a coleta dos dados em dias
distintos, sendo: 4°, 7°, 14° e 21°.

O comprimento Cseré aferido em centimetros, utilizando régua antropométrica com
laminas de acrilico unidas de forma retangular, a qual permite o encaixe na incubadora ou ber¢o
e apresenta escala de 0,1 cm e comprimento minimo de 0,35m. A enfermeira pesquisadora
devera realizar a desinfecgdo da régua antropométrica utilizando a técnica de fricgdo leve de
um pano umedecido em alcool a 70% na superficie do aparelho, antes de cada avaliacdo e ao
final da coleta dos dados. O RNMBP deverd permanecer na incubadora ou berco, ser
posicionado em decubito dorsal e devera estar sem fralda ou roupas da cintura para baixo, sendo
a higiene intima do recém-nascido/crianca realizada, com algoddo e agua morna, caso seja
necessario, antes de ser avaliado o comprimento. Devera ser retirado todos os aderecos da
cabeca, 0s sapatos e as meias do recém-nascido/crianca, assim como todos 0s cobertores, ninhos
e/ou coxins da incubadora ou berco. Em seguida, a enfermeira pesquisadora devera segurar o
recém-nascido/crianca em um dos bracos e com o outro colocar o antropédmetro na incubadora
ou berco e deitar o recém-nascido/crianca em posi¢cdo anatbmica sobre a base do antropdmetro,
mantendo os bragos livremente soltos ao longo do tronco, com as pernas suavemente esticadas
e os calcanhares unidos, tocando o cursor inferior do aparelho. As nadegas, as escapulas e o
occipicio deverdo tocar a borda horizontal do antropdmetro. Em seguida, a enfermeira
pesquisadora deverd mover cursor superior até encostar levemente no ponto mais alto da
cabeca, fazendo pressdo suficiente para comprimir levemente os cabelos do recem-
nascido/crianca e o valor verificado deverd ser memorizado. Apds afericdo, a enfermeira
pesquisadora devera pegar o participante novamente no colo e retirar o aparelho do berco ou
incubadora. O RNMBP devera ser vestido novamente com suas roupas, fralda e os aderecos de
cabeca, sapatos e meias. Ao final da avaliagdo a enfermeira pesquisadora devera colocar o

recém-nascido/crianga na incubadora ou berc¢o, seguindo o rodizio de posicionamento utilizado
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pela equipe de enfermagem das unidades neonatais do HC-Crianca. Ap6s, 0 peso corporal
obtido devera ser registrado no sistema REDCap e no prontuario eletronico.

= Peso Corporal: deverd ser aferido e registrado diariamente e durante 21 dias, a partir da

inclusdo do recém-nascido/crianca na pesquisa.

O peso corporal serd aferido em gramas, em balanga eletrénica Filizola Baby®,
especifica para a idade, calibrada com capacidade minima de 1259 e maxima de 15Kkg,
apresentando precisdo de 5¢g e tara de 99. Para o registro do peso corporal, a balanca utilizada
devera ser posicionada, em superficie plana, proxima a incubadora ou berco do RNMBP e o
prato da balanca devera ser coberto com tecido leve e individual. O recém-nascido/crianca
devera ser posicionado na balanca em decubito dorsal, sem roupas e/ou fralda e, caso seja
necessario, a higiene intima do recém-nascido/crianca devera ser realizada, com algodao e agua
morna, antes de ser colocado na balanga. Ao colocar o participante na balanga a enfermeira
pesquisadora devera esperar que ele se acomode e devera permanecer posicionada em frente ao
display da balanca até que o peso se estabilize e seja memorizado. Apds, 0 RNMBP devera ser
retirado da balanca, vestido e reposicionado na incubadora ou berco, seguindo o rodizio de
posicionamento utilizado pela equipe de enfermagem das unidades neonatais do HC-Crianca.
Em seguida, o peso corporal do recém-nascido/crianca devera ser registrado no sistema
REDCap e no prontudrio eletrnico.

= Volume de Leite Ingerido

= O volume de leite ingerido pelo recém-nascido/crianca devera ser verificado diariamente

no Prontuario Eletronico do HC-Crianca, a partir do 1° dia de coleta de dados até o 21°
dia.

Para obter o volume de leite ingerido pelo RNMBP, a enfermeira pesquisadora devera
registrar no sistema REDCap o volume de leite prescrito no periodo de 24 horas e as sobras de
leite que ficardo armazenadas em recipiente apropriado, exclusivo do projeto, para checagem
pela enfermeira do projeto de pesquisa. O volume devera ser mensurado, em mililitros e em
valores absolutos, por quilo de peso do participante. A enfermeira pesquisadora devera
verificar, diariamente, a prescri¢do da dieta feita pela equipe médica do HC-Crianca e registrar

a quantidade de leite prescrita a0 RNMBP no periodo de 24 horas. As sobras de leite ficardo
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armazenadas em recipiente apropriado, dentro da UTI-Neo e da UCIN e, diariamente, a
enfermeira do projeto deveré verificar e registrar a quantidade de sobras no sistema REDCap.
Caso a crianca esteja em protocolo de relactacdo, o leite que chegara em seringas devera

ser oferecido no copinho até se completarem os 21 dias de seguimento.

= [ntercorréncias

= Deverdo ser verificadas diariamente e a partir do 1° dia de coleta dos dados até o 21° dia,

no prontudrio eletréonico do HC-Crianca, as intercorréncias apresentadas pelo recém-

nascido/crianca:

A enfermeira pesquisadora devera verificar, diariamente, no prontuario eletrénico do
HC-Crianga, os registros médicos e de enfermagem, conferindo as intercorréncias apresentadas
pelo participante. Além disso, devera conversar com a equipe de enfermagem e médicos para
garantir que nenhum dado seja perdido.

Devera ser verificada a presenca ou nao das intercorréncias listadas abaixo:

Evento Defini¢do Acéo

Verificar a ocorréncia ou ndo de
vomito.

Data e horario do inicio da
ocorréncia, frequéncia,
quantidade e caracteristicas do
contetdo expelido.

Retorno de uma quantidade maior de
alimentos com 0 esvaziamento mais
Vomito completo do estdbmago e geralmente
ocorre em algum momento apds a
alimentacao (Rigo et al., 2017). Na ocorréncia, comunicar equipe
médica do projeto de pesquisa e
registrar no sistema REDCap e no
prontuario eletrénico.

Verificar a ocorréncia ou ndo de
diarreia.

Data e horéario do inicio da
ocorréncia, frequéncia,
Aumento do conteldo liquido das fezes | quantidade e caracteristicas,
ou nimero de evacuagoes fora do padrdo | padrdo das fezes: (5 = dura; 4 =
normal observado no recém- formadas; 3 = mole; 2 = liquida; 1
nascido/crianca. = aguada) (Rigo et al., 2017).

Diarreia

Na ocorréncia, comunicar equipe
médica do projeto de pesquisa e
registrar no sistema REDCap e no
prontudrio eletrénico.

Realizar a  medicdo da
circunferéncia abdominal e na
ocorréncia de aumento maior do

Distensdo Abdominal | Aumento da circunferéncia abdominal
maior que 10% em relacéo & ultima
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medida rotineira ndo considerada
distensdo.

que 10% na circunferéncia
abdominal, em relacdo a Gltima
medida, presenca de dor e/ou
abdome com coloracédo
avermelhada e algas visiveis,
comunicar equipe médica do
projeto de pesquisa e do HC-
Crianca. Registrar a avaliagdo no
prontuario eletrébnico do HC-
Crianca e nome dos médicos que
foram comunicados.

Sangramento
Gastrointestinal

Avaliacéo clinica da ocorréncia de
hematémese (ocorréncia de vémito com
sangue), melena (fezes escuras devido a
presenca de sangue), ou enterorragia
(presenga de sangue vivo nas fezes).

Verificar, no prontuario
eletrobnico do HC-Crianca e
conversar com a equipe, a
ocorréncia ou ndo de sangramento
gastrointestinal.

Na ocorréncia, comunicar a
equipe médica do projeto de
pesquisa e inserir o dado no
sistema REDCap.

Enterocolite
Necrosante

Enterocolite Necrosante — Critérios de
Bell 1B ou mais grave, confirmada por
exames clinicos e radioldgicos.

Verificar, no prontuario
eletrbnico do HC-Crianca e
conversar com a equipe, a
ocorréncia ou nao de enterocolite
necrosante.

Na ocorréncia, comunicar a
equipe médica do projeto de
pesquisa e inserir o dado no
sistema REDCap.

Sepse Neonatal

Apresentacdo dos seguintes sintomas
(Shane, Sanchez & Stoll, 2017):

Gerais: febre, instabilidade térmica,
edema, mé-alimentagdo, mau aspecto.

Gastrointestinais: distensdo abdominal,
vOmito, diarreia ou hepatomegalia.

Sistema respiratorio: apneia, dispneia,
taquipneia, retragdes intercostais,
batimento de asas nasais, geméncia e
cianose.

Sistema renal: oliglria

Sistema cardiovascular: palidez, pele
com aspecto mosqueado, fria ou
pegajosa, taquicardia, hipotenséo ou
bradicardia.

Sistema Nervoso Central: irritabilidade,
letargia, tremores, crises convulsivas,
hiporreflexia, hipotonia, reflexo de

Verificar, no prontuario
eletrobnico do HC-Crianca e
conversar com a equipe, a
ocorréncia ou nao de sepse
neonatal. Na ocorréncia,
comunicar a equipe médica do
projeto de pesquisa e inserir o
dado no sistema REDCap.
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Moro anormal, respiracéo irregular,
fontanela abaulada, choro anormal.

Sistema hematoldgico: ictericia,
esplenomegalia, palidez, petéquias,
pUrpura e sangramento.

Laboratoriais: hemograma com
leucocitose, desvio a esquerda ou
leucopenia, com alteracdes qualitativas
como granulacdes tdxicas e
microvacuolos. Identificacdo de bactéria
ou fungo por hemocultura, cultura de
liquor ou urina.

Sepse sera confirmada por cultura,
sendo que as criancgas serdo divididas
entre sepse suspeita e confirmada de
acordo com esse critério.

Em casos de Obito, comunicar
equipe médica do projeto de
pesquisa e registrar no sistema
REDCap.

Mortalidade deve ser inferior a 10%
Morte para recém-nascidos de muito baixo
peso (<1500g)

= Dados Bioquimicos

= Deverdo ser coletadas amostras de sanque venoso ou arterial, fezes e urina no 1° dia de

coleta dos dados e no 21° dia, para obtencao dos dados bioquimicos.

Os dados bioquimicos serdo obtidos por meio de coletas de amostras de sangue venoso
ou arterial, fezes e urina, realizadas pela enfermeira pesquisadora, no 1° dia de coleta de dados
e no 21° dia. Os resultados dos exames bioguimicos deverdo ser verificados no Prontuario
Eletrénico do HC-Criancga e inseridos no sistema REDCap e no prontuario eletrénico. O periodo
preferencial para a coleta devera ser pela manha.

Os materiais para a coleta das amostras de sangue venoso ou arterial, fezes e urina deverao ser
retirados e devolvidos, quando ndo utilizados, em local seguro destinado aos materiais de uso
do projeto de pesquisa. A enfermeira pesquisadora devera separar 0S materiais necessarios para
realizar a coleta de sangue venoso ou arterial, urina e fezes, deixando-os proximos a incubadora
ou berco do recém-nascido/crianga. Inicialmente, a enfermeira pesquisadora devera verificar a
presenca de fezes na fralda do recém-nascido/crianga e obter a amostra, caso 0 recem-
nascido/crianca tenha evacuado. A coleta sera realizada em material estéril (tubos e pa) e uma

etiqueta devera ser colocada no tubo apos seu fechamento.
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Ap0s, serd necessario realizar a higiene intima do recém-nascido/crianca, com algodao
e &gua morna, para fixar o coletor de urina infantil. O coletor de urina infantil devera ser fixado
somente apos a enfermeira pesquisadora ter realizado a higiene intima, com algodao e agua
morna, mesmo que 0 recém-nascido/crianca nao tenha evacuado. Em seguida, a enfermeira
pesquisadora deverd realizar o procedimento de coleta de sangue venoso ou arterial,
verificando, ao término, se o recém-nascido/crianga urinou e/ou evacuou para realizar a coletar
destas amostras. Ao término da coleta de amostras de sangue, fezes e urina 0 recém-
nascido/crianca devera ser reposicionado na incubadora ou berco, sendo recolocadas suas
roupas e ninhos ou coxins de tecidos presentes na incubadora ou berco, conforme rodizio de
posicionamento realizado pela equipe de enfermagem do HC-Crianga. Apos todas as amostras
de todos os recém-nascidos/criancas serem coletadas, identificadas e armazenadas em
recipiente apropriado, deverdo ser imediatamente encaminhadas ao laboratério pela enfermeira

do projeto de pesquisa.

- Coleta de Sangue Arterial:

Para proceder a coleta de sangue arterial a enfermeira pesquisadora devera separar 0s
seguintes materiais: um par de luvas de procedimento, duas bolas de algod&o, alcool 70%,
bandeja, seringa de 3ml, cateter agulhado “escalpe” n° 25, microtubo para coleta de amostra
sangue, etiqueta de identificacdo do recém-nascido/crianca. O manejo da dor durante o
procedimento doloroso devera seguir o protocolo estabelecido pelo HC-Criancga (a enfermeira
pesquisadora devera solicitar o protocolo de manejo da dor as enfermeiras das unidades
neonatais) e 0s materiais necessarios deverdao ser separados para utilizacdo. Inicialmente, a
enfermeira pesquisadora devera verificar qualquer condicdo do recém-nascido/crianca que
contraindique o procedimento e, ndo havendo, podera prosseguir com a coleta da amostra. A
enfermeira pesquisadora devera realizar a higienizacdo das maos com agente antisséptico
(Clorexidina) e, antes de tocar a incubadora ou o berco e manipular o recém-nascido/crianca
devera ser feita a higiene das médos com alcool gel a 70%. A avaliacdo do local para a puncao
devera ser realizada pela enfermeira pesquisadora, sendo a artéria radial ou braquial do membro
superior direito ou esquerdo, os locais de primeira escolha. Apds a escolha do local da pungéo,
0 “escalpe” devera ser conectado a seringa e deverd ser realizada antissepsia, com algodao
embebido em alcool a 70%, realizando movimentos circulares do centro para fora. A agulha do
“escalpe” devera estar com o bisel voltado para cima e a haste com angulacdo entre 30° e 45°.

No momento da inser¢do da agulha, a enfermeira pesquisadora deverd observar o retorno de
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sangue arterial no tubo do “escalpe” e aspirar o embolo da seringa até atingir quantidade
suficiente para cada tubo ndo ultrapassando o volume das normas internacionais conforme
descrito no protocolo. Posteriormente, a agulha devera ser retirada e o local da inser¢éo da
agulha devera ser cuidadosamente pressionado com algoddo seco por 5 minutos ou até a
hemostasia completa. Ao término, a enfermeira pesquisadora devera identificar o microtubo
com os dados do recém-nascido/crianca e armazena-lo em recipiente apropriado, finalizando o

procedimento de coleta com higienizacdo das mdos com agente anti-séptico (Clorexidina).

- Coleta de Sangue Venoso:

Para proceder a coleta de sangue venoso a enfermeira pesquisadora devera separar 0s
seguintes materiais: um par de luvas de procedimento, duas bolas de algodéo, alcool 70%,
bandeja, agulha 25x0,80mm, etiqueta de identificacdo do recém-nascido/crianca e microtubo
para coleta de amostra sangue. A enfermeira pesquisadora devera realizar a higienizacéo das
maos com agente antisséptico (Clorexidina) e, antes de tocar a incubadora ou o bergo e
manipular o recém-nascido/crianca devera ser feita a higiene das maos com alcool gel a 70%.
A avaliacdo do local para a puncdo devera ser realizada pela enfermeira pesquisadora, sendo a
fossa antecubital e o dorso da m&o do membro superior direito ou esquerdo, os locais de
primeira escolha. O manejo da dor durante o procedimento doloroso devera seguir o protocolo
estabelecido pelo HC-Crianca (a enfermeira pesquisadora devera solicitar protocolo para
enfermeiras das unidades neonatais) e 0s materiais necessarios deverdo ser separados para
utilizacdo. Apds a escolha do local da puncdo devera ser feita a antissepsia, com algodao
embebido em &lcool & 70%, realizando movimentos circulares do centro para fora. A agulha
devera estar com o bisel voltado para cima e a haste com angulacdo entre 15°e 30°. A enfermeira
pesquisadora devera observar o retorno de sangue venoso no canhdo da agulha posicionando o
microtubo para que, por gotejamento, seja coletado até atingir quantidade suficiente para cada
tubo n&o ultrapassando o volume das normas internacionais conforme descrito no protocolo.
Posteriormente, a agulha devera ser retirada e o local da insercdo da agulha devera ser
cuidadosamente pressionado com algoddo seco até a hemostasia completa. Ao término, a
enfermeira pesquisadora deverd identificar o microtubo com os dados do recém-nascido/crianca
e armazena-lo em recipiente apropriado, finalizando o procedimento de coleta com higienizagéo

das méos com agente antisseptico (Clorexidina).
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- Coleta de amostra de urina:

Para proceder a coleta de urina a enfermeira pesquisadora deveré separar 0s seguintes
materiais: um par de luvas de procedimento, coletor de urina infantil estéril, pote para coleta de
amostra de urina, etiqueta de identificacdo do recém-nascido/crianca, seringa de 3 ml ou 5 ml,
duas bolas de algodao, &gua morna e bandeja. Apos reunir o material e realizar a higienizacéo
das maos com agente antisseptico (Clorexidina) e com alcool & 70% antes de tocar a incubadora
ou berco e manipular o recém-nascido/crianca, a enfermeira pesquisadora devera verificar a
presenca de fezes na fralda do recém-nascido/crianca e, quando houver, devera ser coletada a
amostra de fezes e realizada a higiene intima, com algoddo e agua morna, para fixar o coletor
de urina infantil. A higiene intima devera ser realizada, com algodao e 4gua morna, mesmo na
auséncia de fezes. Nos recém-nascidos/criancas do sexo feminino, o coletor de urina infantil
devera ser fixado na regido dos grandes labios, com a abertura do coletor cobrindo o canal
uretral e nos recém-nascidos/criangas do sexo masculino o coletor de urina infantil devera ser
fixado de modo que o pénis do recém-nascido/crianca permaneca dentro da bolsa do coletor. A
enfermeira pesquisadora devera aguardar a miccdo espontanea do recém-nascido/crianca,
podendo proceder a coleta da amostra de sangue e, posteriormente, verificar a presenca de urina
no coletor. Ao verificar a presenga de urina no coletor, a enfermeira pesquisadora deveré retirar,
cuidadosamente, o coletor de urina infantil e realizar a higiene intima do recém-nascido/crianca,
com algoddo e agua morna. O coletor de urina infantil podera ficar fixado no paciente até que
apresente diurese. Toda a quantidade de urina presente no coletor devera ser retirada com
auxilio de uma seringa e colocada no pote para coleta de amostra de urina que devera ser
identificado com os dados do recém-nascido/crianca e armazenado em recipiente apropriado
para ser encaminhado ao laboratério. O procedimento devera ser finalizado com higienizacdo

das maos com agente antisseptico (Clorexidina).

- Coleta de amostra de fezes:

Para proceder a coleta de fezes a enfermeira pesquisadora devera separar 0s seguintes
materiais: um par de luvas de procedimento, pote para coleta de amostra de fezes, uma espatula
pequena, etiqueta de identificacdo do recém-nascido/crianca, duas bolas de algodao, agua
morna e bandeja. ApoOs reunir o material e realizar a higienizacdo das maos com agente
antisséptico (Clorexidina) e com alcool a 70% antes de tocar a incubadora ou berco e manipular
0 recéem-nascido/crianga a enfermeira pesquisadora devera verificar a presenga de fezes na

fralda do recém-nascido/crianca e, quando houver, devera ser coletada a amostra de fezes e a
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higiene intima deverd ser realizada com algoddo e &gua morna. Na auséncia de fezes, a
enfermeira pesquisadora podera proceder a coleta de sangue e verificar, posteriormente, se 0
recém-nascido/crianca evacuou. O material devera ser colhido com auxilio de uma espatula
pequena, na quantidade de uma colher de café, e ser colocado no pote para coleta de amostra
de fezes que deverd ser identificado com os dados do recéem-nascido/crianga e armazenado em
recipiente apropriado para ser levado ao laboratdrio. O procedimento devera ser finalizado com

higienizacdo das mdos com agente antisséptico (Clorexidina).

A figura abaixo mostra o resumo da coleta de dados do projeto de pesquisa:

-
| Tolerincia de LH / 24h
: 2 100 mL / kg de peso

Comprimento
Perimetra Cefdlico
Sangue

Avaliagdo Didria (Dia 1 ao Dia 21)
Peso Corporal
Circunferéncia Abdominal
Volume de leite ingerido
Vémitos e regurgitaciio
Evacuagdo e consisténcia das fezes
Distensio abdominal
Sangramento efou perfuracio gastrintestinal
Enterocalite necrosante
Sepse neonatal tardia

Urina

Fezes Comprimento

Perimetro Cefalico

Comprimento
Perimetra Cefdlico

Comprimento
Perimetro Cefalico
Sangue
Urina
Fezres

Comprimento
Perimetro Cefilica

iDi-al: | Diad | | Dia7 | I Dia 14 ! | Dia 22 !
| Inco fortificagdo |
Grupo LHFM85: Leite humano + aditivo comercial >
Jo— .
Inicio fortificacdo |
Grupo LHCL: Leite humano + aditivo liofilizado de origem humana >
P Recrutamento

Dados de nascimento
TCLE
Randomizacio

| S ——

Todos os tubos deverdo ser embalados em papel aluminio e uma outra etiqueta
devera ser colocada na parte externa. Esses tubos deverdo ser transportados até o
laboratoério e armazenados em freezer -80°C. Deverd ser anotado o nimero da caixa e sua

posicdo de armazenamento no freezer no REDCap.

- Pressdo Arterial

Para aferir a pressdo arterial a enfermeira pesquisadora devera escolher a bracadeira

adequada para o tamanho do membro do RNMBP e conecta-la ao medidor de sinais vitais,
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obtendo os valores e comparando-os aos valores disponibilizados no ANEXO B. Obtendo
valores dentro dos parametros de normalidade a enfermeira pesquisadora podera considerar o

RNMBP candidato em potencial para participar da pesquisa.

- Anotacdo no Documento Fonte

Todos os dados coletados deverdo ser anotados nas observacbes do paciente no

prontudrio eletrdnico conforme o modelo abaixo:

D (x — anotar o dia de avaliacdo e 0 horéario)

Paciente avaliado de acordo com o fluxograma de fase 1 do Projeto LioNeo
Peso:

Circunferéncia Abdominal:

Comprimento:

Perimetro Cefélico:

Coleta de sangue:

Coleta de Urina:

Coleta de fezes:

Reacbes Adversas:

(OBS: quando ndo for o dia da coleta, anotar N/A, se ndo houver reacdes adversas anotar: Nenhuma
até o momento da coleta).
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13

Contagem de dias de recebimento de alimentacao por grupo de estudo

Dias de alimentagdo Grupo controle (%) Grupo LioNeo (%) Total
4 2 (10) 0 (0) 2
8 1(5) 0 (0) 1
9 1(5) 1(5) 2
11 0 (0) 1(5) 1
12 0 (0) 1(5) 1
13 0(0) 2 (10) 2
15 1(5) 1(5) 2
17 1(5) 1(5) 2
19 0(0) 1(5) 1
20 4 (20) 1(5) 5
21 10 (50) 11 (55) 21
Total 20 20 40

APENDICE A — Analises adicionais ndo previstas no protocolo inicial do estudo

Comparacao entre as médias dos Grupos (A — LioNeo e B — LHFM85) de peso, comprimento
e perimetro cefalico com o modelo linear de efeitos mistos (ajustado pelo volume médio diario
ingerido de dieta)

. Limite  Limite
. x Diferenca entre as S )
Variavel Comparacdo medias p-valor inferior  superior
IC95% 1C95%
AD1 - AD22 -342,50 <0,01 -397,17  -287,83
Peso BD1 - BD22 -424,25 <0,01 -478,92  -369,58
AD1 - BD1 -0,66 0,99 -124,40 123,07
AD22 - BD22 -82,41 0,19 -206,15 41,32
AD1 - AD22 -2,68 <0,01 -3,37 -1,99
Comprimento BD1 - BD22 -3,20 <0,01 -3,89 -2,51
AD1 - BD1 -0,18 0,78 -1,46 1,11
AD22 - BD22 -0,70 0,28 -1,98 0,59
AD1 - AD22 -2,20 <0,01 -3,01 -1,38
Perimetro BD1 - BD22 -2,12 <0,01 -2,93 -1,30
Cefalico AD1 - BD1 0,31 0,61 -0,91 1,53
AD22 - BD22 0,39 0,52 -0,83 1,61

D1: dia 1; D22: dia 22.

Velocidade de peso, comprimento e perimetro cefalico entre os grupos (A — LioNeo e B —
LHFMB85) usando o teste ndo paramétrico de Mann Whitney

Grupo Velocidade Média  Desvio padrdio Q1 Mediana Q3
A Peso 19.38 19.89 10.81 13.55 16.15
LioNeo Comprimento 0.89 0.44 0.50 0.88 1.25
Perimetro Cefalico 0.91 0.56 0.50 0.73 1.07
B Peso 17.37 6.99 12.98 16.91 20.58
Controle Comprimento 1.15 0.43 0.83 1.10 1.40
Perimetro Cefalico 0.75 0.47 0.47 0.73 1.00

*P valor para peso: 0.15; p valor para comprimento: 0.09; p valor para perimetro cefalico: 0.57.
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