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1. RESUMO

A oleina de palma é usada como fonte de acido palmitico (C16:0) em formulas infantis
(FI) para reproduzir o perfil de acidos graxos (AG) do leite humano. Este estudo, inédito
no Brasil, buscou avaliar comparativamente os efeitos de FI comercialmente disponiveis
contendo diferentes composicdes de gorduras, uma com oleina de palma e outra sem
oleina, sobre o balanco metabolico de acidos graxos, gordura e calcio em criancas a termo
saudaveis. Trata-se de um ensaio clinico randomizado, duplo-cego, do tipo crossover,
realizado com 33 lactentes (68 — 159 + 3 dias de vida) de ambos os sexos, randomizados
para alimentacdo com as férmulas em estudo por 14 dias (periodo de tolerancia), seguido
por um periodo de balan¢o metabolico de 4 dias em 17 individuos do sexo masculino. A
férmula PALM continha oleina de palma (44%), 6leo de palmiste (21,7%), e o 6leo de
canola (18,5%), enquanto a formula NoPALM continha outras fontes de gordura. A
absorcédo de gordura (%) foi maior para alimentacdo NoPALM (96,55%) do que PALM
(95,50%), p = 0,023. As porcentagens de absorcdo de C16:0, ndo diferiram
significativamente entre os grupos (p>0,05), mas este acido foi excretado em
concentragfes mais elevadas (p<0,05) na alimentacdo com a formula PALM (29,42
mg/kg/dia) do que NoPALM (12,28 mg/kg/dia). As criancas alimentadas com a férmula
NoPALM apresentaram uma maior porcentagem de absorcdo DHA e ARA, em funcdo
da fonte desses acidos utilizada. A absorcéo de célcio no grupo NoPALM (58,00%) foi
maior do que no PALM (40,90%), mas sem diferenca significativa (p=0,104), quando a
ingestdo de célcio foi usada como covariavel. Entretanto, a retencdo de célcio foi maior
para alimentacdo NoPALM com e sem a ingestdo de célcio como covariavel. Efeitos
adversos ndo foram significantes (p>0,05). As porcentagens de absor¢do de AG
essenciais e totais foram semelhantes para ambas as formulas, mas AG poli-insaturados
de cadeia longa foram melhor absorvidos a partir da formula NoPALM. Lactentes
alimentados com FI contendo oleina de palma apresentaram menores retencdes de
gordura e de célcio, demonstrando que diferengas na composi¢do de gordura em Fl podem

influenciar a absorcéo de nutrientes.

Palavras-chaves: oleina de palma, 6leo de palmiste, balango metabdlico, absorcdo de

nutrientes, lactentes.



2. ABSTRACT

Palm olein is used in infant formula fat blends in order to match the fatty acid profile of
human milk. While the effects on fatty acid balance have been evaluated, their use in
combination with palm kernel oil and supplementation with docosahexaenoic acid and
arachidonic acid has not been similarly assessed in infants. This study, unprecedented in
Brazil, evaluated the effects of infant formulas containing different fat compositions on
the balance of fat, fatty acids, and calcium. In this randomized, crossover, double-blinded
study, 33 healthy term infants (68 — 159 £ 3 days of age at enrollment) were fed two
formulas for 14 days in a tolerance period, followed by a 4-day metabolic balance period
in 17 of the male subjects. The study compared two commercially available milk-based
powdered formulas in Brazil; the PALM formula contained palm olein (44%), kernel
palm oil (21.7%), and canola oil (18.5%) as the predominant fats, whereas the NoPALM
formula contained other fat sources. Fat absorption (%) was greater in the NOPALM than
in the PALM-fed infants (96.55% and 95.50%, respectively; p = 0.023). The absorption
percentage of palmitic acid (C16:0) did not differ significantly between formulas (p >
0.05), but this acid was excreted at significantly higher concentrations in the PALM
(29.42 mg/kg/day) than in the NoPALM (12.28 mg/kg/day) formula groups. DHA and
ARA absorptions were also higher in NoPALM-fed infants. Calcium absorption was
higher in NoPALM-fed infants (58.00%) compared to those fed PALM (40.90%), but the
difference was not significant (p = 0.104) when calcium intake was used as a covariate.
However, calcium retention was higher in NoPALM-fed infants compared to that in
PALM-fed infants with or without calcium intake as a covariate. Adverse events did not
differ between groups (p > 0.05). The absorption of essential fatty acids was similar for
both formulas; however, long-chain polyunsaturated fatty acids were better absorbed
from the NoPALM formula. Fat absorption and calcium retention were lower in term
infants fed the PALM-based formula.

Keywords: Palm olein, kernel palm oil, metabolic balance, absorption of nutrients,

infants.
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3. INTRODUCAO

A alimentacdo saudavel durante o primeiro ano de vida é de fundamental importancia,
pelo seu impacto na promog&o a salde, no crescimento e desenvolvimento adequado, trazendo
repercussdes na satde a longo prazo. Além disso, tem papel relevante na prevencao de doencas
crénicas na vida adulta (Robinson et al., 2013).

O aleitamento materno é o melhor alimento para o lactente, sendo capaz de suprir as
necessidades nutricionais da maioria das criancas até o sexto més de vida, com adequado teor
de nutrientes que se adapta a evolucgdo do infante (Eidelman et al., 2012).

Nos casos em que seja necessaria a complementacao ou suplementacao do leite materno,
guando sua ingestdo for inadequada ou as maes ndo queiram ou ndo possam amamentar (erros
inatos do metabolismo, maes portadoras do HIV ou usuarias de drogas) o recomendavel é a
substituicéo e a introducédo de alimentagéo adicional como complementacgdo. No primeiro ano
de vida, é contraindicado a utilizacdo de leite de vaca principalmente devido ao maior contetdo
proteico e diferente digestibilidade (Campos, et al., 2008; Hernell, 2011), sendo indicada
entdo, a introducdo das formulas infantis.

As formulas infantis sdo elaboradas para assemelhar-se o mais préximo possivel ao leite
materno, a fim de atender as demandas nutricionais dos lactentes conforme regulamentacéo e
preconizacao do Codex Alimentarius - FAO/OMS (Codex, 2007). Embora nao seja possivel o
desenvolvimento de formulas que reproduzam as propriedades imunoldgicas e a digestibilidade
do leite materno, as formulas infantis estdo passando por muitas modificacdes, tornando-se uma
importante parte do regime alimentar dos lactentes no 1° ano de vida.

Pesquisas para modificacbes e inovacBes em formulas infantis estdo sendo
constantemente realizadas como o objetivo de atingir todos os efeitos funcionais que sédo
observados em criangas amamentadas. As pesquisas estdo voltadas principalmente para os
componentes bioativos presentes no leite humano, destinando-se ndo necessariamente a
similaridade da composicdo, mas qualitativamente na obtencdo do desempenho funcional
observado em criangas amamentadas (Alles et al., 2004; Moreno-Villares, 2011; Nguyen et
a., 2015). Avancos estdo sendo alcancados com a producdo de formulas adequadas as
necessidades especificas do lactente. Exemplos s&o: acréscimo de nucleotideos,
prebidticos/probioticos e acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa, constituem parte dos
substitutos do leite materno que séo atualmente comercializados (Lonnerdal, 2014; Giovannini,
et al., 2014; Foiles, et al., 2016).
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Aproximadamente 50% do valor cal6rico do leite humano é referente ao seu contetido
lipidico, que é rico em acido palmitico, oleico e &cidos graxos essenciais. As formulas infantis
atuais contém misturas especificas de 0leos vegetais projetadas para ndo somente similar a
composicao correta de acidos graxos, mas também a absor¢do de gordura e acidos graxos do
leite humano. Estudos tém demonstrados que lactentes alimentados com férmulas contendo
diferentes blendas de 6leos vegetais podem apresentar variagdes nas absorcdes de gordura,
acidos graxos e minerais, bem como na tolerancia gastrointestinal (Leite et al., 2013). Uma
forma de melhorar essa assimilacdo, € a utilizacdo de misturas de gorduras que mais
estreitamente assemelhem-se, composicionalmente e estruturalmente, a gordura do leite
humano (Nelson et al., 1998; Koo et al., 2006; Bar-Yoseph et al., 2013; Leite et al., 2013).

O dleo de palma e seu derivado, oleina de palma, sdo incluidos nas combinacdes de
gorduras da maioria das formulas para lactentes. O acido palmitico é o segundo acido graxo
em concentracdo no leite humano. Estes o6leos, fornecem &cido palmitico para mimetizar a
quantidade relativa no leite humano (Koo et al., 2006). No entanto, a distribuicdo posicional de
acidos graxos individuais nas moléculas de triacilglicerdis de o6leos vegetais difere da
encontrada nos triacilglicerois do leite materno, o que afeta as taxas relativas de absorcédo de
4cidos graxos. Acidos graxos na posicdo sn-2 sio absorvidos como 2-monoacilglicerol e os
acidos graxos nas posi¢des sn-1 e sn-3 sdo absorvidos como acidos graxos livres. Em 6leos de
origem vegetal, inclusive aqueles usados em formulas para lactentes, o acido palmitico esta
esterificado principalmente nas posicdes sn-1 e sn-3 (Innis et al., 1994; Bar-Yoseph et al.,
2013). Depois da digestdo, os acidos graxos livres relativamente insolUveis conjugam-se com
calcio para formar sabdes de célcio insollveis, resultando na reducdo da absorcdo de célcio e
acidos graxos (Nelson et al., 1998). No leite humano, o acido palmitico encontra-se
principalmente na posicao sn-2 nos triacilglicerdis e sdo bem absorvidos apds a digestdo como
2-monoacilglicerol (Innis et al., 1994; Bar-Yoseph et al., 2013).

Vale salientar, que estudos ja demonstraram os efeitos da utilizacdo de oleina de palma
em formulas infantis sobre a absorcéo de célcio, gordura e &cidos graxos (Carnielli et al., 1996;
Nelson et al., 1998, Ostrom et al.,, 2002; Koo et al., 2006). No entanto, nenhuma das
formulacBes avaliadas nesses estudos continham além de oleina de palma e 6leo de palmiste
nas suas composicdes, associada a adicdo de acido docosahexaenodico (DHA) e é&cido
araquidénico (ARA) como nutrientes complementares.

Diante do exposto, e visando o maior aproveitamento nutricional de férmulas
infantis utilizadas na alimentacdo de lactentes, é importante demonstrar o impacto

clinico comparativo de formulas contendo oleina de palma como principal fonte de gordura,
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versus uma formula que ndo contenha oleina, frente & absorcéo de &cidos graxos, gordura e
célcio em infantes saudaveis.

Dessa forma, esse estudo pretende prover conhecimento e novos dados sobre o
efeito e influéncia da oleina de palma na absorcédo de célcio, gordura e acidos graxos,
em lactentes a termo saudaveis alimentados com formulas lacteas em p6 a base de leite,
suplementadas com DHA e ARA e comercialmente disponiveis no Brasil.
Adicionalmente, serdo fornecidos pela primeira vez, dados sobre o balanco metabdlico
desses nutrientes em criancas brasileiras, uma vez que o0s estudos existentes foram

realizados somente nos Estados Unidos e em paises da Uni&o Europeia.
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4. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar comparativamente o balan¢o metabélico de duas
férmulas infantis comercialmente disponiveis no Brasil, suplementadas com DHA e ARA, a
base de leite em pd, contendo diferentes composic¢des de gordura, uma com oleina de palma
como gordura predominante e outra sem oleina, frente a absorcéo de acidos graxos, gordura e

calcio em lactentes a termo saudaveis.
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5. REVISAO DE LITERATURA

Leite Humano e Formulas Infantis

O leite materno é considerado pela Organizacdo Mundial de Saude o alimento ideal nos
primeiros meses de vida do recém-nascido. Pela sua composicao, o leite humano (LH) é um
alimento completo e suficiente para suprir as necessidades nutricionais do recém-nascido nos
primeiros seis meses de vida (WHO, 2001). Evidéncias epidemioldgicas tém reafirmado a
importancia do aleitamento materno para a saude infantil na reducdo de mortalidade, doencas
infecciosas, doencas alérgicas e doencas cronico-degenerativas na idade adulta (Eidelman et
al., 2012; Fernandez et al., 2013; Ballard e Morrow 2013).

O LH é um fluido extremamente complexo que contém ndo apenas nutrientes em
quantidades ajustadas as necessidades nutricionais e a capacidade digestiva e metabdlica da
crianca, como também fatores protetores e substancias bioativas que garantem a saude, o
crescimento e o seu desenvolvimento (Fernandes et al., 2013). Sua composi¢do pode variar
consideravelmente ao longo do dia e entre diferentes populagdes. Entre os fatores que podem
influenciar sua composicgéo estdo: a dieta materna, o tempo de gestacédo e a duragédo da lactacéo
(Picciano, 2001; Fernandez et al., 2013).

Dentre os principais constituintes do LH estdo as proteinas, carboidratos, lipideos,
vitaminas, anticorpos, dgua e elementos traco (Tabela 1). A &gua estd em maior porcentagem
(88%) da composicdo do leite, na qual os ions (sodio, potassio, cloro, calcio e fosfato)
difundem-se livremente. Os lipidios (principalmente triacilglicer6is) constituem cerca de 3 a
5%, as proteinas (principalmente lactoalbumina e caseina) 1,5%, os carboidratos
(principalmente a lactose) 7% da composicédo, além de vitaminas e imunoglobulinas (Picciano,
2001; Silva et al., 2007; Ballard e Morrow 2013).

Dos 3 a 5% de lipidios presentes no LH, 98% estdo na forma de triacilglicerdis, 1%
fosfolipidios e 0,5% de esterdis. Os lipidios apresentam-se na forma de globulos em emulsédo
do tipo 6leo em agua, que ¢é estabilizada por proteinas (Jensen et al., 1992; Jensen, 1999). Cerca
de 50% do valor caldrico total do leite humano é proveniente da gordura, que € fonte de

vitaminas lipossoluveis, colesterol e acidos graxos (Jensen, 1999; Kim et al., 2012).



Tabela 1. Composigéo centesimal do leite humano.
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Nutrientes Intervalos
Energia (kcal) 48 - 70
Proteinas (g/100mL) 08-15
caseina 0,3
a-lactoalbumina 0,3
Carboidrato (g/100mL) 6,5-9,5
lactose 5-8
Lipidios Totais (g/100mL) 2-4
Principais Acidos Graxos (%)
12:0 7-12
14:0 5-11
16:0 14 - 25
16:1 15-2
18:0 3-9
18:1n9 22 - 47
18:2n-6 10-20
18:3n-3 05-14
20:0 0,1-04
20:4n-6 0,06 - 0,6
20:5n-3 0,04-0,1
22:6n-3 0,08-0,5
Somatorio Saturados 34 -56
Somatorio Insaturados 45 - 60
Razéo n6/n3 8-11
Minerais (g/100mL)
Calcio 0,03 -0,024
Faésforo 0,012 -0,014
Sodio 0,015 -0,029
Potassio 0,013 - 0,055
Vitaminas
A, g/l 68
D, pg/L 0,35-3
K, pg/L 2-9
E, mg/dL 034-14

Jensen et al., (1992); Prentice, (1995); Silva et al., (2005); Braga e Palhares, (2007).

Os acidos graxos no LH sdo derivados de sintese enddgena na glandula mamaria e a

partir da absor¢cdo do plasma materno. Tanto a sintese quanto a disponibilidade advinda do

plasma séo influenciados pela nutrigdo materna (Innis, 2014). O LH contém um grande nimero

de acidos graxos (AG), incluindo saturados, monoinsaturados e poli-insaturados como os da
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série n-3 e n-6. Os AG sdo na maioria de cadeia longa, com quantidades equivalente de acidos
graxos saturados e insaturados. Mais de 200 &cidos graxos foram identificados no leite humano,
sendo que seis correspondem a cerca de 90% do total de AG representados pelos acidos oleico
(C18:1), palmitico (C16:0), linoleico (C18:2 n-6), estearico (C18:0), miristico (C14:0) e
laurico (C12:0) (Innis, 1992; Jensen, 1999).

Os AG saturados séo responsaveis por 34-56% dos acidos graxos totais do leite humano,
sendo 14-25% representado pelo acido palmitico. Os AG insaturados representam 45-60% do
total, sendo o C18:1 seu principal representante (22-47%). Para os AG poli-insaturados (10-
25%), a serie n-6 se destaca com concentragdes variando de 10 a 20% (C18:2) seguida da série
n-3 com 0,9-1,8% (Jensen et al., 1992; Silva et al., 2005; Innis, 2014).

A melhor forma de assegurar a oferta de nutrientes para o lactente € através do leite
materno, porém, quando a pratica da amamentacdo é impossibilitada, como no caso de alguns
erros inatos do metabolismo, filhos de mées portadoras do virus da imunodeficiéncia adquirida
(HIV) e mées usuarias de drogas, o uso de formulas infantis (FI) é uma alternativa para a
alimentacdo da crianca (Rocha 2008).

As FI para lactentes e para criancas de primeira infancia sdo apresentadas nas formas
liguida ou em pd. Sdo produtos utilizados sob prescricio médica ou do nutricionista e,
especialmente, fabricados para satisfazer as necessidades nutricionais dos mesmos. As
Resolucdes da Diretoria Colegiada (RDC) n° 43, 44 e 45, de 19 de setembro de 2011 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, tratam do regulamento técnico para férmulas infantis
(ANVISA, 2011).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e de acordo com a legislacdo
vigente no Pais, as FI sdo atualmente definidas e regulamentadas pelas seguintes Resoluces:

1 - Resolucdo RDC n. 43/2011- Regulamento Técnico para formulas infantis para
lactentes:

“Formula infantil para lactentes é o produto, em forma liquida ou em po, utilizado sob

prescricdo, especialmente fabricado para satisfazer, por si sd, as necessidades

nutricionais dos lactentes sadios durante os primeiros seis meses de vida (5 meses e 29

dias)”.
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2 - Resolugdo RDC n. 44/2011- Regulamento Técnico para formulas infantis de

seguimento para lactentes e criancas de primeira infancia:

“Formula infantil de seguimento para lactentes e criangas de primeira infancia ¢ o
produto, em forma liquida ou em po, utilizado quando indicado, para lactentes sadios
a partir do sexto més de vida até doze meses de idade incompletos (11 meses e 29 dias)
e para criancas de primeira infancia sadias (criancas de doze meses até trés anos de

idade, ou seja, até os 36 meses)”.

3 - Resolucdo RDC n. 45/2011- Regulamento Técnico para formulas infantis para
lactentes e formulas infantis de seguimento para lactentes e criancas de primeira infancia
destinadas a necessidades dietoterapicas especificas e formulas infantis de seguimento para

lactentes e criangas de primeira infancia destinadas a necessidades dietoterapicas especificas.

“Formula infantil para lactentes destinada a necessidades dietoterapicas especificas é
aquela cuja composicéao foi alterada ou especialmente formulada para atender, por si
s0, as necessidades especificas decorrentes de alteracGes fisioldgicas e/ou doencas
temporarias ou permanentes e/ou para a reducéo de risco de alergias em individuos

predispostos de lactentes até o sexto més de vida (5 meses e 29 dias)”.

“Formula infantil de seguimento para lactentes e criangas de primeira infancia
destinada a necessidades dietoterapicas especificas é aquela cuja composicdo foi
alterada ou especialmente formulada para atender as necessidades especificas
decorrentes de alteracdes fisioldgicas e/ou doencas temporarias ou permanentes e/ou
para a reducdo de risco de alergias em individuos predispostos de lactentes a partir do
sexto més de vida até doze meses de idade incompletos (11 meses e 29 dias) e de

criangas de primeira infancia’ .

A composicdo do LH serve como referéncia disponivel para as Fl. Este, no entanto,
contém células vivas, nutrientes essenciais, compostos bioativos, imunoglobulinas e
componentes com estruturas moleculares que ndo podem ser sintetizados artificialmente (Alles
et al., 2004). Na impossibilidade do aleitamento materno, a formula infantil é indicada por ser
modificada para atender as necessidades nutricionais e as condices fisioldgicas do lactente no

primeiro ano de vida. E considerando que a introducao de outros alimentos na dieta de criancas
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com idade inferior a dois anos € cada vez mais precoce, a opc¢ao pelas formulas infantis é a mais
segura (Ballard e Morrow, 2013; Innis, 2014).

Historicamente, foi considerado o leite de diferentes animais (cabra, ovelha e vaca)
como alternativas ao leite materno, mas foi o leite de vaca que se destacou como a base da
alimentacdo artificial. No entanto, ao se comparar a constituicdo do LH com o leite de vaca, h4
uma gama de diferencas relevantes para o recém-nascido e que podem trazer sérios riscos para
sua saude (Campos et al., 2008).

O leite bovino ndo é uma fonte adequada de nutricdo para neonatos, pois as proteinas
do LH sdo quanti e qualitativamente diferentes. Do conteudo proteico no LH, 80% é
lactoalbumina, enquanto que no leite de vaca essa proporcao é de caseina. A baixa concentragdo
de caseina no leite humano resulta na formacéo de coalho gastrico mais leve, de facil digestdo
e com reduzido tempo de esvaziamento gastrico (Silva et al., 2007). O LH fornece 7 a 16 g de
proteina/L a depender do estdgio de lactacdo, enquanto que o leite de vaca 32g/L (Lonnerdal,
2003; Hernell, 2011), a maior concentracdo de proteinas no leite de vaca pode ocasionar
sobrecarga renal devido a imaturidade destes 6rgdos nos lactentes (Hamosh, 1996). O LH
possui concentracbes mais elevadas de AG poli-insaturados de cadeia longa
(4cido docosahexaendico e &cido araquidénico) e AG essenciais (linoleico e linolénico)
fundamentais na sintese de prostaglandinas e para o desenvolvimento cerebral e visual
(Lauritzen et al., 2001).

Embora a composicdo do LH seja um importante parametro para a composicao das Fl,
a similaridade ndo é um indicador de seguranca nutricional para os lactentes, pois nas Fl, os
nutrientes ndo a presentam a mesma biodisponibilidade do LH. Dessa forma, devem ser usados
indicadores de referéncia, como crescimento ponderal e marcadores bioldgico, relativos a
lactentes saudaveis alimentados exclusivamente com leite materno, para a avaliacdo (Aggett et
al., 2001).

A Tabela 2 apresenta os principais requisitos nutricionais das FI para lactentes de acordo
com a ANVISA (2011), que modificou a sua legislacdo ap0s a atualizacdo da norma Codex
Alimentarius — Codex Standard for Infant Formula 72-1981 em 2007.
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Tabela 2. Composicéo essencial para formulas infantis.

Composicao Valor minimo Valor maximo
Energia (kcal) 60 70
Proteina (g/100 kcal)? 1,8 3,0
Lipidios (9/100 kcal) 4,4 6,0
Cl12:0e C14:.0 Juntos ndo devem ultrapassar 20% do contetdo total de AG
trans Néo ultrapassar 3% do contetido total de AG
C22:1 Néo ultrapassar 1% do contetido total de AG
C18:2n-6 (mg/100 kcal) 300 1400
C18:3n-3 (mg/100 kcal) 50 -
C18:2n-6:C18:3n-3 5:1 15:1
Carboidratos (g/100 kcal) 9 14
Lactose (g/100 kcal) 4,5 -
Vitamina A (g REY/100 kcal) 60 180
Vitamina E (mg a-TE%100 kcal) 0,5 -
Vitamina D3 (ug/100 kcal) 1 2,5
Vitamina K (ug/100 kcal) 4 -
Vitamina Be (1g/100 Kkcal) 35 -
Vitamina B2 (ug/100 kcal) 0,1 -
Vitamina C (mg/100 kcal) 10
Acido Félico (ug/100 kcal) 10 -
Ferro (mg/100 kcal) 0,45 -
Célcio (mg/100 kcal) 50 -
Fésforo (mg/100 kcal) 25 -
Razdo célcio:fésforo 1:1 2:1
Magnésio (mg/100 kcal) 5 -
Sédio (mg/100 kcal) 20 60
Potassio (mg/100 kcal) 60 180
lodo (ug/100 kcal) 10 -
Selénio (ug/100 kcal) 1 -

Ingredientes opcionais

Taurina (mg/100 kcal) - 12
Nucleotideos Nao ultrapassar 5mg/100 kcal

C22:6n-3 (DHA) Né&o ultrapassar 0,5% do contetdo total de gordura
C20:4n-6 (ARA) Atingir pelo menos a mesma concentracdo de DHA
C20:5n-3 (EPA) Né&o ultrapassar o conteido de DHA

FOS e GOS Nao ultrapassar 0,8 g/100 mL em 10% de FOS e 90% de GOS

a0 valor minimo aplica-se a proteina do leite de vaca, para fdrmulas com base em proteina isolada de soja, um valor minimo
de 2,25 g/ 100 kcal; C12:0 - acido laurico; C14:0 — &cido miristico; C22:1- acido ercico; C18:2n-6 — acido linoléico; C18:3n-
3 - 4cido a-linolénico; * Expresso como retinol equivalente (RE). 1 mcg RE = 3,33 Ul Vitamina A = 1 mcg retinol trans; 2 1
myg alfa-TE (alfa-tocoferol equivalente) = 1 mg d-alfa-tocoferol; 2 Calciferol. 1 mcg calciferol = 40 Ul vitamina D; C22:6n-3 -
acido docosahexaentico (DHA); C20:4n-6 — &cido araquiddnico (ARA); C20:5n-3 — 4cido eicosapentaenoico (EPA); FOS:
frutooligossacarideos; GOS: galactooligossacarideos.

Modifica¢cdes Nutricionais em Formulas Infantis

As formulas para lactentes modificaram-se constantemente nos ultimos anos, em virtude
de novos conhecimentos sobre nutrientes que devem ser utilizados em maior ou menor

quantidade ou acerca de novos componentes a incorporar as formulas (Caver, 2003; Campos et
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al., 2008). A descoberta de que o leite bovino apresenta maior concentracdo de proteinas
representou um marco e um impulso para o desenvolvimento da alimentacdo artificial. O
conhecimento sobre a composicdo do leite materno e seus beneficios acelerou o processo de
elaboracdo de formulas infantis, principalmente em virtude de pesquisas que comprovaram as
limitacbes das mesmas. Por consequéncia, estudos sobre novas estratégias para o
desenvolvimento e aperfeicoamento de FI sdo continuamente estimulados (Campos et al.,
2008).

Atualmente, embora a composicdo das FI ndo tenha apresentado grandes mudancas
quantitativamente, alteracGes qualitativas tornaram possivel assemelhar-se cada vez mais ao
LH (Heird, 2007). No momento, existem Vvérias alternativas para as necessidades especiais de
lactentes como: utilizacdo de proteinas hidrolisadas e compostos bioativos, adicdo de acidos
graxos poli-insaturados de cadeia longa, nucleotideos, enriquecimento com minerais, dentre
outras (Carver, 2003; Singhal et al., 2010; Lonnerdal, 2014; Uauy e Mena, 2015).

Prebioticos e Probioticos

Prebioticos sdo elementos nutricionais ndo digeridos que modificam seletivamente a
composicdo da microbiota preexistente no célon, estimulando o crescimento e a atividade,
naturalmente presentes no LH. Como: oligossacarideos e componentes contendo frutose e
galactose (Epifanio, 2012).

Existem mais de 100 tipos de estruturas de oligossacarideos presentes no LH, sendo a
maioria destes, resistentes a digestao e absorcao no intestino delgado, podendo assim, agir como
prebidticos no colon do lactente. Para Roberfroid (2007), somente os fruto-oligossacarideos e
os galacto-oligossacarideos, dentre o0s oligossacarideos, possuem  caracteristicas
comprovadamente prebidticas.

Os probiédticos sdo microrganismos vivos, capazes de melhorar o equilibrio microbiano
intestinal, produzindo efeitos benéficos a salde do individuo. Sdo obtidos por meio de
suplemento oral ou produto alimentar que contenha suficiente nimero de microrganismos, com
condicBes para alterar a microflora do hospedeiro. Os probidticos mais estudados sdo as
espécies de Lactobacillus (L. rhamnosus GG), Bifidobacterium (B. Lactis), Streptococcus (S.

thermophilus), assim como a levedura Saccharomyces cerevisiae (Epifanio, 2012).
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A flora intestinal de lactentes alimentados com LH difere da de lactentes alimentados
com Fl. A flora intestinal de criangas amamentadas € predominantemente composta de
Bifidobacterium e Lactobacillus, enquanto a flora dos lactentes alimentados com férmula é
mais complexa, incluindo também Bacteroides, Enterobacteriaceae, Clostridium e
Streptococcus. A diferenca ocorre, em parte, devido as altas concentrac@es de oligossacarideos
presentes no leite humano que estimulam seletivamente bifidobactérias e lactobacilos (Martinez
e Ballew, 2011). Estas bactérias sdo acreditadas como importantes para a absorcdo de
nutrientes, protecdo contra a colonizagdo de patdgenos e desenvolvimento dos sistemas imune
e intestinal. Na tentativa de reproduzir a flora intestinal de lactentes alimentados com LH,
prebidticos e probioticos podem ser adicionados as FI com resultados promissores (Campos et
al., 2008; Epifanio 2012).

Em um ensaio clinico randomizado com 92 criancas que consumiram formulas
hipoalergénicas suplementadas com prebidticos ou suplementadas com placebo, o grupo que
recebeu os prebidticos apresentou menos episddios de manifestacdes alérgicas do que o grupo
controle. Esta tendéncia manteve-se ao longo de 5 anos de idade, embora a férmula
suplementada com prebidtico tenha sido suspensa aos 6 meses (Arslanoglu et al., 2012).

Dados cientificos disponiveis de uma revisdo sistematica da Comissdo Europeia de
Nutricdo, sugerem que a suplementacdo de FI para criancas saudaveis com probidticos e
prebidticos ndo suscita preocupacdes de seguranca em relagcdo ao crescimento e os efeitos
adversos. Mas ndo ha dados suficientes para recomendar o0 uso rotineiro desses compostos em
FI. O Comité considera que a suplementacdo de formulas com probidticos e/ou prebidticos é
um importante campo de pesquisa, havendo a necessidade de conducdo de novos ensaios
clinicos (Braegger et al., 2012).

Nucleotideos

Os nucleotideos sdao compostos quimicos de baixa massa molecular (300-350 Da) que
séo formados pela unido de uma pentose, uma base nitrogenada (purina ou pirimidina) e 1 a 3
grupos fosfatos. Quando o grupo fosfato é ausente 0 composto é conhecido como nucleosideo
e sdo formados pela combinagdo da pentose e uma base nitrogenada (Lehninger et al., 1995)

Seres humanos obtém nucleotideos por absorcdo intestinal via dieta ou sintese de novo.

A sintese de novo € metabolicamente dispendiosa, e 0s nucleotideos podem ser obtidos de forma
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mais eficiente a partir da alimentac&o ou através da via de recuperacdo (Caver, 2003). No limen
intestinal, nucleoproteinas (nucleotideos ligados a proteinas e &cidos nucleicos) sdo degradadas
por proteases que produzem nucleotideos livres. Estes sdo metabolizados por outras enzimas,
separando os grupos fosfatos, originando nucleosideos. Os nucleosideos podem ser absorvidos
pela mucosa intestinal e/ou degradados para formar &cido Urico e/ou convertidos de volta para
nucleotideos via salvamento (Millan, 2005). Essa via é extremamente importante para os
tecidos e Orgaos cuja sintese de nucleotideos € deficiente, mas que apresentam uma rapida
divisdo mitotica, como cérebro, eritrocitos, medula 0ssea, mucosa intestinal e linfocitos. Os
nucleotideos e seus produtos metabdlicos desempenham pap€is importantes em muitos
processos bioldgicos, e servem como precursores de acido nucleico, mediadores fisioldgicos,
constituintes de coenzimas, e fontes de energia celular. Embora a maioria dos nucleotideos
dietéticos sejam metabolizados e excretados, até 5% sdo incorporados em tecidos,
especialmente durante periodos de crescimento rapido e a ingestdo de alimentos limitado
(Caver, 2003; Millan, 2005).

Os nucleotideos representam, aproximadamente, 2-5% de nitrogénio ndo proteico no
LH (30 e 70 mg/L), no entanto, o leite de vaca possui um teor muito menor (504 umol/L) o que
influenciou a suplementacdo de FI com nucleotideos (Barness, 1994).

Tanto o Comité Cientifico da Uni&o Europeia quanto a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, consideram que o conteldo de nucleotideos adicionados em FI para lactentes ndo
deve exceder 5 mg/100 kcal, sendo a referéncia o teor do LH, mas vale ressaltar que este € um
ingrediente opcional em FI (ANVISA, 2011; EFSA, 2014).

Os nucleotideos tém sido associados a alguns dos efeitos positivos como ac¢Bes sobre o
sistema imune e sobre o crescimento e reparacao de células do trato gastrointestinal, além disso,
os nucleotideos estdo ligados a uma menor incidéncia de diarreia (Brunser et al., 1994; Caver
2003).

Estudos em recém-nascidos indicam que a suplementacdo com nucleotideos dietéticos
pode proteger contra doencas diarreicas e afetar a velocidade do fluxo sanguineo nas artérias
mesentéricas de criangas apos uma refeicdo (Brunser et al., 1994; Pickering et al., 1998).

Em um ensaio clinico randomizado com 116 lactentes alimentados com leite materno,
com férmula controle e formula suplementada com nucleotideos, foi possivel observar que a
suplementacdo com nucleotideos melhorou a composicdo da microbiota intestinal dos infantes
em relacédo a formula controle, mas sem diferenca com o leite materno. A suplementacgao pode
contribuir na reducdo da incidéncia de diarreia por promover o crescimento de bifidobactérias

(Singhal et al., 2008). No entanto, para Balmer et al. (1994), a suplementagédo de formula com
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sais de nucleotideos ndo promoveu uma flora fecal proxima a de criangas alimentadas com leite
materno, sendo que os resultados ndo suportaram a adi¢do de nucleotideos para o reforgco da
colonizacdo de bifidobactérias na flora intestinal.

Em outro ensaio clinico realizado por Singhal et al. (2010), foi testada a hipotese de que
a suplementacdo com nucleotideos em FI pode promover um crescimento precoce infantil.
Foram avaliadas duas férmulas, uma suplementada e outra controle em um total de 200
lactentes. Os dados suportaram a hipétese de que a suplementacdo com nucleotideos leva a um
aumento do ganho de peso e crescimento do perimetro cefalico, mas, os autores sugerem
pesquisas adicionais para avaliar essas vantagens no desenvolvimento cognitivo a longo prazo.

O efeito da adi¢do de nucleotideos sobre o sistema imune foi avaliado com FI a base de
soja. A adicdo de nucleotideos as formulas ndo alterou significativamente as populacGes de
células imunes especificas nos individuos, mas tendeu a aumentar o nimero e a percentagem
de células T (Cordle et al., 2002).

Para a EFSA (European Food Safety Authority), embora muitos estudos relatem os
efeitos benéficos sobre a suplementacdo de FI com nucleotideos em funcdo de dados
clinicamente relevantes, os resultados ndo sdo consistentes e ndo demonstram os efeitos sobre
a incidéncia ou gravidade de infeccOes e sobre o crescimento e desenvolvimento infantil. Dessa
forma, o Comité considera que ndo ha necessidade de determinar a adicdo de nucleotideos em
Fl, ficando esse ingrediente como opcional (EFSA, 2014).

Acidos Graxos Poli-insaturados de Cadeia Longa (LCPUFA)

Alcancar um padrdo lipidico similar ao de criancas alimentadas com leite humano é
outra meta das formulas para lactentes. Uma das dificuldades para se atingir esse objetivo é a
grande variabilidade nas taxas de lipidios presentes no leite humano que variam de acordo com
a genética, com o estagio de lactacdo e principalmente com a alimentacdo (Campos et al., 2008).

Atualmente, considera-se que lactentes requerem uma grande quantidade de acidos
graxos para suprir as suas necessidades metabolicas, bem como a funcéo de varios sistemas. O
leite materno prové ao recém-nascido o aporte de LCPUFA necessario para 0 Seu
desenvolvimento, de modo que na impossibilidade da utilizagdo, as FI utilizadas como
substitutas devem ser semelhantes em concentracGes desses &cidos graxos, mas principalmente

de seus precursores (Makrides et al., 1995; Innis, 2013).
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Dentre os LCPUFAs o éacido docosahexaendico (DHA, C22:6n-3), o é&cido
eicosapentaendico (EPA, 20:5n-3) e o &cido araquiddnico (ARA, C20:4n-6) recebem destaque.
Nos humanos, estes podem ser obtidos diretamente da dieta, ou por conversdo enddgena, com
sucessivas reacdes de elongacéo e dessaturacao a partir dos seus precursores — acidos graxos
essenciais — acido a-linolénico (ALA, C18:3n3) e 4acido linoleico (LA, C18:2n6). O acido a-
linolénico é convertido para &cido eicosapentaenoico e, entdo para DHA, enquanto o &cido
linoleico é convertido para &cido araquidénico também por reacfes enzimaticas, em cadeia
(Tinoco et al., 2007; Innis, 2013).

O ARA é o principal o &cido graxo insaturado presente na membrana celular dos
musculos do coracdo, do endotélio vascular, rins, figado e placenta. O DHA esta presente
principalmente no cérebro e na retina. O DHA é fundamental para o desenvolvimento desses
orgdos no recém-nascido, pois é componente estrutural dos fosfolipidios das membranas
celulares, particularmente da fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina. DHA
estd envolvido nas sinapses neuronais, além de estar presente nos fotorreceptores da retina,
onde atua na transducdo do sinal visual (Auestad et al., 1997; Uauy et al., 2001).

Nos tltimos anos a comunidade cientifica tem debatido sobre a necessidade de adicionar
LCPUFA em férmulas para lactentes. O interesse recebeu destaque apds serem publicadas
pesquisas demonstrando que os teores de &cidos graxos, principalmente DHA e ARA no
contetdo lipidico de eritrdcitos e do plasma de criancas alimentadas com FI, é menor do que
criancas amamentadas com leite materno. Uma vez que estes acidos graxos estdo presentes no
LH, mas ndo em FI, o menor teor de acidos graxos em lactentes alimentados com férmula foi
interpretada como indicativo que as criangas ndo podem sintetizar suficientemente DHA e ARA
para atender as necessidades em curso (Makrides et al., 1995; Auestad et al., 1997).

Era de conhecimento, que os lactentes obtinham DHA e ARA a partir da metabolizacéo
de ALA e LA. No entanto, estudos baseados em exames pds-morte de criangas alimentadas
com leite materno e com FI, demonstrou que infantes amamentados possuiam maior
concentracdo de DHA no cértex cerebral do que os alimentados com FI. Além disso, 0s autores
observaram que as concentracdes de DHA no cérebro de criancas amamentadas aumentaram
durante a infancia, mas permaneceram constantes nas que utilizaram as Fl, sugerindo que sem
uma fonte dietética de DHA, a crianca ndo é capaz de atender as necessidades de seu cérebro
em rapido desenvolvimento (Makrides et a., 1994).

Atualmente, a suplementacdo de FI para lactentes com DHA e ARA apresenta-se
controversa, e as constatacdes ndo mostram consisténcias. Muitos estudos demonstraram

maiores pontuacdes cognitivas, desenvolvimento mental e acuidade visual em criancas que



26

utilizam FI contendo DHA e/ou ARA (Uauy et al., 2003; Birch et al., 2010; Drover et al., 2011,
Willatts et a., 2013). Porém, em 2008 duas metanalises realizadas pela Colaboracdo Cochrane
com estudos randomizados e controlados demonstraram que leites suplementados LCPUFA
ndo favoreceram o crescimento, a acuidade visual, ou neurodesenvolvimento em prematuros ou
infantes a termo, o0 que colocou a utilizagdo desses em questao (Schulzke et al., 2008; Simmer
et al., 2008). Essa afirmagdo foi reafirmada em outra metandlise realizada pela mesma
organizacdo em 2011 (Simmer et al., 2011) e diferentes autores, também afirmam néo existir
evidencias que a suplementacdo de FI com LCPUFA influencia no desenvolvimento infantil
(Makrides et al., 2005; Beyerlein, 2010; Qawasmi et al., 2012). No entanto, vale salientar que
outros ensaios estdo associando a utilizagdo de concentra¢des mais baixas de DHA e pelo menos
igual contetdo de ARA a efeitos benéficos, entretanto, mais estudos sdo necessarios para definir
melhor os beneficios e as doses necessarias para a suplementacdo (Birch et al., 2010; Colombo
etal., 2011).

Devido as incertezas sobre a eficacia da suplementacdo de DHA e ARA em FI, nenhum
grupo de especialistas determina a adi¢do desses acidos graxos como obrigatoria, sendo esses,
ingredientes opcionais em foérmulas para lactentes e criancas de primeira infancia. De acordo
com a ANVISA, (2011) e o Codex Alimentarius, (2015) o limite maximo de DHA a ser
adicionado em FI ndo deve ser superior a 0,5% do conteudo total de &cidos graxos, e 0 ARA
deve atingir pelo menos as mesmas concentragdes do DHA.

A Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos concluiu a partir de uma revisao
da literatura que, apesar do DHA ser necessario para a adicdo em Fl, a adicdo de ARA é
dispensavel, mesmo na presenca de DHA (EFSA, 2014). No entanto, Crawford et al. (2015)
discordam e comentam sobre as recomendagdes em torno da necessidade e importancia da
adicdo de ARA em formulas infantis. Os autores recomendam uma reavaliacdo da opinido

cientifica pelo Comité devido as limitacdes dos estudos avaliados.

Metabolismo de Lipidios

O leite materno ¢ elaborado para fornecer uma alimentacao perfeitamente equilibrada a
fim de atender as necessidades da crianga nos primeiros meses apds o nascimento, sendo 50%

da energia do LH fornecida por acidos graxos (Innis, 1992).
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Os &cidos graxos no LH tem distribuicao posicional caracteristica, e esta configuracdo
tem sido sugerida como a principal causa da eficiéncia da absorcdo de lipidios do leite
materno. Cerca de 98% dos lipidios do LH estdo na forma de triacilglicerois, na qual os acidos
graxos saturados e insaturados estdo esterificados na molécula de glicerol em posicoes
estereoespecificas sn-1, sn-2 e sn-3 (Figura 1) (Innis, 1992, Jensen et al., 1992). Embora o LH
contenha pelo menos 170 diferentes estruturas de triacilglicerois, apenas 30 delas representam
70% do total da gordura. As estruturas dos triacilglicerdis no leite materno favorecida pela
hidrolise é a formada por acidos graxos saturado (C16:0) esterificados na posicdo sn-1, acidos
graxos monoinsaturados (C18:1) na posi¢do sn-2, e insaturado (C18:1n-9 e C18:2n-6) na
posicao sn-3 (Winter et al., 1993).

O
I
(H) (|3—o—c—R1 sn-1
R,—C—l0—-C sn-2
|
C—0—-C_—_R;y sn3

o=0

Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura do triacilglicerol. R, R e R3 indicam &cidos

graxos esterificados nas posic¢oes sn-1, sn-2 e sn-3 respectivamente.

O processo de digestdo e absorcdo de lipidios é complexo, inicia-se no estdbmago,
passando pelo intestino delgado, onde a digestdo € completada e ocorre a absorcdo. No
estdbmago, a digestao acontece por a¢do enzimatica das lipases lingual e gastrica. A lipase lingual
atua sobre os triacilglicerdis hidrolisando as ligacfes ésteres dos &cidos graxos na posi¢do sn-3
da molécula de glicerol. A lipase gastrica também atua no processo de digestao dos lipidios, essa
enzima é produzida na mucosa gastrica e apresenta caracteristicas semelhantes aquelas da lipase
lingual. Ambas as lipases atuam sobre triacilglicerdis, preferencialmente na posi¢do sn-3,
resultando como produto da hidrdlise diacilglicerdis e acidos graxos livres. Essas enzimas
desempenham um papel importante na digestdo das gorduras do leite em recém-nascidos, nos
quais o sistema da lipase pancreatica ainda ndo esta totalmente desenvolvido (Innis, 1994;
Oliveira et al., 2002). A lipolise gastrica inicial de triacilglicerdis é crucial para o processo
digestivo, especialmente em criancas com funcao pancreatica imatura e baixa concentracao de
sais biliares, pois o0s produtos finais servem como agentes emulsionantes para a fase de digestao
intestinal (Lien, 1994).
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Ap0s a passagem dos triacilglicerois parcialmente digeridos para o duodeno, micelas
mistas sdo formadas e a lipase pancredtica colipase-dependente prossegue com lipdlise
subsequente (Oliveira et al., 2002; Lien, 1994). A lipase pancredtica hidrolisa &cidos graxos nas
posicBes sn-1 e sn-3, enquanto que a posicdo sn-2 é relativamente resistente a sua atividade
(Rogalska et al., 1990). Quando a atividade da lipase pancreética no intestino é adequada, 0s
resultados finais da digestdo de gorduras sdo acidos graxos livres e 2-monoacilglicerol, este
ultimo, subsequentemente cria micelas com acidos biliares, sendo absorvido rapidamente,
independente do acido graxos constituinte da estrutura. Em contraste, nem todos os acidos
graxos livres sdo facilmente absorvidos, acidos graxos saturados de cadeia mais longa (C16:0
e C18:0) sdo geralmente menos bem absorvidos do que os de cadeia média (C6:0 C10:0) e
acidos graxos insaturados. A diminuicdo da absorcdo com o aumento da cadeia esta relacionada
a formacdo de complexos insoluveis (Innis, 1992; Bracco 1994). Dessa forma, a absor¢édo de
gordura é altamente influenciada pela posi¢do dos &cidos graxos individuais na molécula do
triacilglicerol, por isso, somente simular o perfil de acidos graxos do LH nas FI ndo é suficiente
para promover uma absorcdo eficiente.

Nas Fl, combinacGes de Oleos vegetais sdo usadas para simular, pelo menos
parcialmente, o perfil de &cidos graxos do LH, com o intuito de proporcionar a boa absor¢do
resultante da alimentacdo com leite materno. Atualmente, as formulas para lactentes sdo
constituidas por misturas de 6leos vegetais como: coco, excelente fonte de acido graxo saturado
de cadeia curta (C12:0 e C14:0); soja e canola, fonte de acidos graxos poli-insaturados (C18:2n-
6 e C18:3n3), cartamo e girassol, fonte de acidos graxos monoinsaturados (C18:1n-9) e palma,
fonte de acido palmitico. No entanto, além da auséncia de LCPUFAs, esses 6leos diferem
consideravelmente no perfil de acidos graxos e nas posicdes estereoespecificas na molécula do
triacilglicerol (Jensen et al., 1992).

Nos triacilglicerdis do LH maduro, o acido palmitico (C16:0) é o acido graxo saturado
predominante, constituindo 14-25% dos &cidos graxos, sendo 70-75% esterificado na posicao
sn-2 (Winter et al., 1993; Innis et al., 1994). O acido graxo insaturado majoritario é o acido
oleico (C18:1n-9), e este esta preferencialmente esterificado na posicao sn-1 e sn-3, resultando
como principal triacilglicerol a estrutura 18:1n-9 — 16:0 — 18:1n9, que representa 11,8% do total
de triacilglicerois do leite materno (Innis et al., 1994; Innis 2011).

Em contraste com a gordura do LH, em que o acido palmitico (C16:0) é esterificado
predominantemente na posicao sn-2, em 6leos vegetais utilizados na produgéo de formulas para
lactentes, o acido palmitico é esterificado principalmente nas posi¢des sn-1 e sn-3. Esse &cido

na posicao sn-2 no LH, geralmente ndo é hidrolisado pela lipase pancreética, pois esta tende a
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hidrolisar seletivamente &cidos graxos na posi¢do sn-1 e sn-3, dessa maneira, 0 C16:0 é bem
absorvido como 2-palmitoil-glicerol, pois forma micelas com os sais biliares, impedindo assim,
a sua interacdo com cations bivalentes reativos (Rogalska et al., 1990; Innis et al., 1994; Innis,
2011; Bar-Yoseph et al., 2013). No entanto, em 0Oleos vegetais, 0 C16:0 esta esterificado
preferencialmente nas posicOes sn-1 e sn-3, o que favorece a hidrolise pela lipase pancreética,
produzindo assim &cido palmitico livre (ndo ligado ao glicerol). Na forma de acido graxos livre,
no limen intestinal, o C16:0 apresenta baixa solubilidade, podendo reagir com os ions calcio
formando complexos. Estes complexos, sdo conhecidos como sabdes de calcio, e caracterizam
por serem insollveis e facilmente excretados nas fezes, promovendo assim, baixa absorcdo de
gordura e célcio, além de mudanga na consisténcia fecal (Innis et al., 1994; Lopez-L6pez et al.,
2001).

Lopez-Ldpez et al. (2001) avaliaram durante 2 meses 36 lactentes alimentados com leite
materno e férmulas contento baixo e altos teores de acido palmitico na posi¢do sn-2. Apos o
periodo do estudo, os autores encontraram menores concentracdes de &cido palmitico e célcio
em fezes de criancas alimentadas com leite materno e FI com alta concentracdo de C16:0 em
sn-2, concluindo assim, que o posicionamento do &cido palmitico em sn-2 pode melhorar a
absorcdo de gordura e célcio em lactentes. Resultados semelhantes foram descritos por Carnielli
et al. (1996) em um ensaio clinico randomizado com 3 férmulas infantis contendo diferentes
concentracdes de C16:0 em sn-2. Os autores concluiram que uma dieta rica em triacilglicerois
contendo acido palmitico na B-posi¢do (sn-2), como no leite materno, tem efeitos benéficos
significativos sobre a absorcdo intestinal de calcio, gordura e acidos graxos em lactentes a
termo. Em adicdo, outros autores também afirmam que a presenca de C16:0 em sn-2, reduz a
formacdo de sabdes de calcio, produzindo consequentemente fezes mais moles e menor

constipacdo em criancas a termo (Bongers et al., 2007; Leite et al., 2013; Nowacki et al., 2014).

Oleo de Palma e Oleina de Palma

O oleo de palma contribui significativamente para o mercado global de 6leos e gorduras,
com a producdo mundial anual superior a 50 milhdes de toneladas. Cerca de 85% do 6leo de
palma produzido é utilizado na industria de alimentos (ABRAPALMA, 2016). Isso fez com
gue ao longo das ultimas trés décadas as propriedades nutricionais do 6leo de palma e suas

respectivas fracOes fossem devidamente comprovadas atraves de investigacao.
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O oOleo de palma é produzido a partir da polpa do fruto da palmeira conhecida
como Dendezeiro (Elaeis guineensis). Este 6leo contém como principais acidos graxos o acido
palmitico (45%), oleico (40%), linoleico (10%) e estearico (5%). No entanto, essa composi¢ao
é diferente nos produtos obtidos a partir desse fruto. A oleina de palma é obtida por
fracionamento ou refino natural do dleo de palma, esta contém aproximadamente 48% de acido
oleico, 35% de palmitico e 11% de linoleico. Ja o 6leo de palmiste € obtido a partir da semente
do fruto da palma, € possui como principais acidos graxos o acido laurico (46%), oléico (17%),
miristico (16%) e palmitico (10%) (D'Agostini e Gioielli, 2002).

A oleina de palma tem sido amplamente utilizada em misturas de dleos vegetais para
aplicacdo em alimentos, pois trata-se de uma fonte barata de &cido palmitico. Fabricantes tem
adicionado oleina de palma em formulas infantis para simular o alto conteudo de acido
palmitico do leite materno, sendo que formulas elaboradas com esse éleo apresentam 22-25%
de &cido palmitico em comparacdo com 8-10% em férmulas sem oleina. No entanto, a
distribuicéo posicional do acido palmitico na oleina (preferencialmente sn-1 e sn-3) faz com
gue esse seja absorvido na forma de &cido graxo livre, que tende a se complexar com o célcio,
reduzindo assim, a absorcdo desse mineral e de gordura (Nelson et al., 1996; Nelson et al.,
1998; Koo et al., 2006).

Nelson et al., (1996 e 1998) em dois ensaios clinicos randomizados conduzidos com
lactentes saudaveis, relataram significativamente menor absor¢do de gordura e célcio nas
criancas alimentadas com FI contendo 53% ou 45% de oleina de palma como gordura
predominante, em compara¢do com criancas alimentadas com férmulas similares, mas sem
oleina de palma. Carnielli et al. (1996) afirmam que isso ocorre devido ao posicionamento do
acido palmitico no triacilglicerol.

Para Koo et al. (2003) uma consequéncia fisiologica importante na reducdo da
biodisponibilidade do célcio, seria um efeito negativo sobre o desenvolvimento do esqueleto da
crianca. Dessa forma, os autores avaliaram se a alimentac&o de lactentes com FI contendo oleina
de palma durante 6 meses, resultaria em diminui¢cdo do conteido mineral dsseo e da densidade
mineral dssea, em comparagdo com formulas sem oleina. Os autores afirmaram que a incluséo
de oleina de palma em FI, reduz a mineralizagdo Gssea, pois lactentes a termo saudaveis que
utilizaram FI contendo oleina de palma como gordura predominante, tiveram
significativamente menor valor para a densidade mineral 6ssea. No entanto, Young et al. (2005)
recrutaram criangas saudaveis com 4 anos de idade que se alimentaram de formulas infantis
durante os primeiros meses de vida (dados de prontuério). Das 178 criangas avaliadas, 57

tinham consumido leite materno, 56 - formula sem oleina e 65 - formula com oleina, durante
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0s primeiros 4 meses de vida. Através da analise dos resultados, foi possivel concluir que em
comparagdo com o leite materno, formulas com e sem oléina néo influenciaram no conteudo e
na densidade mineral dssea. Mas, uma revisdo sistematica da literatura demonstrou que o uso
de oleina de palma em FI tem consequéncias fisioldgicas indesejaveis (menor massa 0ssea e
baixa absorcéao de calcio, gordura e &cido palmitico) indicando que a substituicdo de oleina em
FI para evitar os efeitos indesejaveis (Koo et al., 2006).

Além disso, estudos relatam uma elevacao na formacéo de fezes duras contendo sabGes
de calcio em lactentes alimentados com a formula contendo oleina como éleo predominante em
comparacao a lactentes alimentados com formulas semelhantes sem oleina ou leite humano
(Carnielli et al., 1996; Lucas et al., 1997). Foram relatadas também fezes mais duras em
lactentes anteriormente amamentados com leite materno que mudaram para uma férmula
contendo oleina de palma, bem como aqueles alimentados com tais formulas desde o
nascimento em comparacdo a lactentes semelhantes alimentados com férmula sem oleina
(Lloyd et al., 1999).
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6. METODOLOGIA

6.1 Desenho do estudo

Este foi um ensaio clinico randomizado, controlado, duplo-cego, de balan¢o metabdlico
cruzado. O estudo foi conduzido em dois periodos idénticos (I e 11). Cada periodo foi composto
de uma fase de tolerdncia com duracdo de 14 dias, e uma fase de balango metabdlico com
duracéo de 04 dias (Leite et al., 2013).

No Periodo I, lactentes a termo saudaveis do sexo masculino e feminino que atenderam
os critérios de inclusdo foram randomizados para uma das duas férmulas em estudo, sendo a
randomizacdo gerada por computador usando-se um algoritmo de blocos permutado pseudo-
aleatorio. Neste periodo (l), inicialmente os lactentes foram alimentados por 14 dias para
avaliacdo da tolerancia gastrointestinal. Apds completar os 14 dias, apenas 0s meninos foram
direcionados para realizar a fase de balan¢co metabdlico durante 04 dias. Posteriormente a
concluséo do Periodo I, os lactentes do sexo masculino foram entdo transferidos para a outra
formula em estudo (Periodo I1) e alimentado por mais 14 dias para avaliacdo da tolerancia e
por 4 dias extras para avaliacdo de balanco metabdlico.

A fase de tolerancia compreendeu um periodo em que as criancas foram monitoradas
durante sua permanéncia na Creche do ponto de vista de ingestdo das férmulas do estudo,
consumo de leite materno, dados antropométricos, de salde e tolerancia gastrointestinal, através
de registros realizados por uma equipe treinada composto por nutricionistas, médicas e
estagiarias. Durante a semana, os participantes foram alimentados na Creche exclusivamente
com as formulas em estudo a eles designadas. A noite, durante os finais de semana e feriados,
os pais foram responsaveis pela alimentacdo com as férmulas, sendo permitida a suplementacéo
com leite materno (peso da crianga registrado antes e ap6s a alimentacéo).

A fase de balanco metabdlico compreendeu um periodo de 04 dias de permanéncia das
criancas (do sexo masculino), acompanhados de suas genitoras, em enfermaria de balanco
metabolico no Centro de Pesquisa Fima Lifshitz, Salvador-BA. Esta enfermaria foi
devidamente preparada e equipada para favorecer a observacao e coletas adequadas de amostras
de fezes e urina separadas, além de registro de toda a evolucdo clinica, dietética e
antropométrica das criancas. Durante a fase metabdlica os lactentes foram alimentados

exclusivamente com as férmulas, ndo sendo permitida a suplementacdo com leite materno.
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A avaliacdo de ingestdo durante cada periodo de balan¢co comegou com a primeira
alimentacdo, ap6s a alimentacdo com o corante comestivel azul brilhante, utilizado como
marcador (Fomon, 1993; Ostrom et al., 2002), até a ultima alimentacdo adicionada do corante.
A primeira alimentacdo contendo o marcador (56 mL) néo foi incluida ao se calcular a ingestéo
da férmula durante o periodo de balanco, mas a ultima foi considerada. Para determinar a
ingestdo da férmula, as mamadeiras foram pesadas imediatamente antes e depois de cada
alimentacdo usando uma Balanga Ohaus Modelo CT600 (Florham, New Jersey). As perdas por
regurgitacdo e vomito foram mesuradas usando-se fraldas e panos pesados previamente. Os
lactentes foram pesados todos os dias usando uma Balanga Pediatrica SECA (intervalos de 10
gramas). Durante o periodo de balanco metabdlico as amostras de fezes e urina foram coletadas
separadamente e um pool diario foi armazenado a -60 °C antes das analises.

Este estudo foi registrado no Clinical Trials (www.clinicaltrials.gov) sob o ndmero
NCT0094564, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas (CEP 042/09) da Maternidade
Climério de Oliveira - UFBA e conduzido de acordo com os principios éticos contidos na

Declaracdo de Helsinki com duracdo de 06 meses.

6.2 Sujeitos do estudo

Foram recrutados um total de 34 lactentes a termo saudaveis, com idade entre 68 — 159
+ 03 dias, de ambos 0s sexos. Destes, 33 concluiram a fase de toleréncia, sendo que 1 lactente
foi retirado precocemente por ter apresentado problema de saude, ndo relacionado ao estudo.

Dos 33 sujeitos, apenas 17 meninos participaram das fases de balanco metabdlico.

6.3 Critérios de inclusao

Foram selecionados para fazer parte deste estudo, lactentes que atenderam o0s seguintes

requisitos:

- Lactente com boa saude, conforme determinado pelo seu histérico médico relatado pelo(s)

pai(s) a equipe de investigadores;


http://www.clinicaltrials.gov/
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- Lactente nascido de parto Gnico, a termo completo, com idade gestacional de 37 — 42 semanas
de acordo com o relato dos pais;

- Lactente tendo entre 68 — 159 + 3 dias de idade na inclusao;

- Pai(s) que confirmaram sua intencdo de alimentar o lactente exclusivamente com a férmula
em estudo designada pelo menos durante a fase metabdlica do estudo. Suplementacéo
ocasional com leite materno em casa (fora da creche) durante a fase de tolerancia do estudo foi
permitida quando o(s) pai(s) concordou em pesar 0 bebé antes e depois das amamentaces com
leite materno;

- Pai(s) que confirmaram sua intencéo de ndo administrar suplementos vitaminicos ou minerais,
alimentos s6lidos ou sucos a seus bebés no decorrer do estudo, salvo se instruido de outra
forma por profissional de salde;

- Pai(s) dos lactentes ou um responsavel legal que assinaram e dataram voluntariamente um termo
de consentimento livre e esclarecido, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, e fornecido
regulamentacdo/ autorizacdo de privacidade aplicavel no Brasil antes de qualquer participacdo

no estudo.

Critérios adicionais foram estabelecidos para que os lactentes fossem encaminhados para
a fase metabolica do estudo:

- Lactente do sexo masculino que concluiu com éxito a fase de tolerancia do estudo. (Pela
dificuldade de separacao entre fezes e urina em criangas do sexo feminino);
- Lactente do sexo masculino que continuou a alimentar-se com a férmula em estudo designada

como fonte de nutri¢do principal com uma ingestdo minima de 65 kcal/kg.

6.4 Critérios de exclusao

- Histérico médico adverso da mée, do feto, ou do lactente que o investigador acreditou ter
potencial para afetar a tolerancia, crescimento e/ou desenvolvimento. Isto incluiu, entre outros,
suspeita de abuso de substancia por parte da mae;

- Lactentes que haviam sido tratados com antibio6ticos 03 dias antes da inclusdo no estudo;

- Lactentes que haviam recebido produtos contendo probioticos 03 dias antes da inclusdo no

estudo;
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- Lactentes que estivessem usando medicacOes ou remédios caseiros (como Luftal® para gases
ou suco para constipacdo), preparados fitoterapicos, probidticos ou liquidos de reidratagdo/
intravenosos que pudessem afetar a tolerancia gastrointestinal ndo foram incluidos, a menos que
0s pais e 0 médico concordassem com a possibilidade de descontinuar o uso destes agentes

antes da incluséo.

Critérios de Exclusdo Adicionais para a Fase de Balanco Metabolico do Estudo:

- Lactente do sexo masculino que tivesse sido tratado com antibidticos 03 dias imediatamente
antes de qualquer uma das duas avaliacdes de balangco metabdlico de 04 dias;

- Lactente do sexo masculino que tivesse recebido suplementos vitaminicos ou minerais ou
produtos contendo probiodticos 03 dias imediatamente antes de qualquer uma das duas

avaliacOes de balanco metabdlico de 04 dias.

6.5 Variaveis do estudo e de desfecho

A variavel priméria do estudo foi a absorcéo de calcio, calculada a partir da diferenca
entre a ingestdo de calcio e excrecao fecal e urinaria de calcio, mensurada durante os periodos
de estudo balan¢o metabdlico. As variaveis secundarias incluiram a retencéo de calcio, absorcéo
de gordura, e absorcdo individual de acidos graxos. As variaveis demogréaficas foram idade
gestacional, dados antropométricos de nascimento (peso e comprimento) e idade no primeiro
dia do estudo. Todos os eventos adversos e eventos adversos graves, que ocorreram apos 0

consentimento assinado até a saida do estudo foram avaliados como varidveis de seguranca.

6.6 Formulas avaliadas no estudo

A formula lactea infantil controle deste estudo foi um leite em p6 comercialmente
disponivel no Brasil contendo oleina de palma como fonte predominante de gordura (Nanl
Pro® da Nestlé), designada nesse trabalho como PALM férmula. Esta possui uma mistura de

gorduras que compreende 44% de oleina de palma, 21,7% oleo de palmiste, 18,5 % de canola,
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e outros 6leos em menor teor. A outra formula lactea infantil (Similac Advance® da Abbott),
designada como NoPALM formula, também comercialmente disponivel no pais, ndo continha
oleina de palma em sua composi¢éo, sendo composta por 42% de 6leo de girassol com alto teor
de &cido oléico, 30% de oOleo de coco e 28% de 6leo de soja. Ambas as formulas do estudo
continham DHA e ARA e cumpriam as recomendacdes do Ministério da Saude do Brasil
conforme regulamentagdes da Agéncia Nacional de Vigilancia sanitaria (ANVISA) e do Codex
Alimentarius. As formulas possuem niveis de nutrientes de acordo com as recomendacfes da
Academia Americana de Pediatria, Comité de Nutricdo (1988), nos termos definidos pela Lei

de Férmulas Infantis de 1980, posteriormente alterada (1986).

6.7 Analise das amostras

Os lipidios totais das férmulas infantis e das fezes coletadas foram extraidos por método
a frio utilizando cloroférmio/metanol (2:1) conforme metodologia proposta por Folch, (1957),
sendo as extragOes realizadas em duplicata.

Os acidos graxos individuais foram determinados por cromatografia gasosa. Para isso,
uma aliquota dos lipidios totais (aproximadamente 25 mg) foi submetida a reacdo de
saponificacdo com NaOH em metanol, seguida de metilacdo com catalisador BFz (12% em
metanol). Os metil ésteres de &cidos graxos foram extraidos com isooctano e transferidos para
frasco ambar contendo 1mg de padréo interno (C23:0 - T9900; Sigma Aldrich®) e armazenados
em atmosfera inerte (N2) em freezer -60°C.

A separacdo dos ésteres metilicos de acidos graxos foi realizada em cromatdgrafo a gas
(Varian 3800) equipado com detector de ionizacdo de chama e coluna capilar de silica fundida
DB-FFAP (30 m x 0,32 mm % 0,25 pm). Os parametros de analises foram: temperatura do
injetor 250 °C; temperatura do detector 280 °C; temperatura da coluna programada a 150 °C 16
min., 2 °C por min. até 180 °C; permanecendo nessa temperatura por 25 minutos e aumentando
5 °C até 210 °C; e permanecendo por 25 minutos. O gas hélio foi utilizado como gas de arraste
a 1,0 mL/min. Foi utilizado nitrogénio como gas make up a 30 mL/min.; fluxo do gés hidrogénio
a 30 mL/min.; ar sintético a 300 mL/min. As injecdes foram realizadas em duplicatas e o volume
de injegdo foi de 1puL.

A identificacdo dos ésteres metilicos de &cidos graxos foi realizada por comparagéo dos

tempos de retencdo dos picos das amostras com os tempos de retencdo do padrdo mix (189-19,
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Sigma, EUA). Como parametro de identificacdo conclusiva dos acidos graxos, as amostras
foram injetadas em um Cromatdgrafo a gas acoplado a um espectrémetro de massa (Clarus 500,
Perkin Elmer). Os fragmentos de massa das amostras foram comparados com os dados
espectrais da biblioteca NIST (do equipamento) e padrdo mix, nas mesmas condicGes
empregadas na analise por CG-DIC, num espectro de 45-600 m/z (IE, 70eV). A quantificacdo
dos &cidos graxos foi realizada de acordo com a equacédo 1 e expressa em miligramas de acidos

graxos por grama de lipidios.

Apg xMpyx F

Concentragao (mg/g) = x 1000 Equacédo 1

Apr X M X Fg¢

Onde:

Anac = area do pico do éster metilico de acido graxo no cromatograma da amostra; Mp; = massa do padréo interno
adicionada a amostra em mg; F = fator de corre¢do de resposta de cada éster metilico de acido graxos no detector
de ionizac8o em relacdo ao C23:0; Ap = area do padrdo interno no cromatograma da amostra; M = massa da

amostra em miligramas; Fac= fator de conversao de éster metilico de &cido graxos para acido graxo.

Para a andlise de célcio, amostras das formulas em estudo e fezes coletadas, foram
desidratadas em estufa com circulagio de ar (Nova Etica 440D1). Em seguida, foi adicionado
as amostras solucdo de acido tricloroacético 5%, com posterior agitacdo em vortex (30
segundos) e centrifugacdo (14.000 rpm/5min.), para separacao da fase solida remanescente. O
sobrenadante foi entdo diluido com solugcdo de Lanténio 1,0 g/L, um agente que se liga ao
fosfato, liberando o célcio, promovendo dessa forma o aumento do sinal da absorbancia. As
amostras foram entdo analisadas em um espectrofotdmetro de absorcéo atbmica (Modelo 55B;
Varian Medical Systems) nas seguintes condicdes de analise: Lampada de catodo-oco para
calcio (A =422,7 nm), corrente da lampada de 10mA, estequiometria da chama: redutora; cone
vermelho de 1 a 1,5cm de altura, largura da fenda de 0,5nm, fluxo de gas combustivel acetileno
de 1,5 L/min. e ar sintético como gas de suporte. As amostras de urina foram diretamente
analisadas utilizando o mesmo equipamento nas mesmas condi¢des, porém, sem tratamento
acido previo. A quantificacdo foi feita através da construcdo de uma curva analitica a partir de
uma solucéo padréo estoque de calcio 1000mg/L (Merck®) nas concentracdes de 20, 40, 60,

80 e 100 mg/L (Leite et al., 2013). Todas as amostras foram analisadas em triplicata.
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6.8 Analise dos dados

Os dados foram analisados estatisticamente utilizando o software STATA 12 (StataCorp,
College Station). A interagdo entre formula e periodo do estudo (efeito carryover) foi usado
para analisar os resultados de equilibrio metabolico por meio de andlise de variancia (ANOVA).
Quando o efeito carryover foi significativo (p <0,10), somente os resultados do Periodo | foram
utilizados. O teste ndo parametrico de Wilcoxon Rank Sum foi empregado para testar a hipdtese
de igualdade das medicBes observadas, com o nivel de significancia estatistica p < 0,05.
CorrelagGes parciais foram determinadas por modelos lineares gerais apos 0 ajuste para a
formula usando o software IBM SPSS Statistics, versdo 20.0 (IBM Corp.). Anélise de
covariancia (ANCOVA) foi utilizada na avaliacdo da absorcdo de nutrientes (calcio, gordura,
acidos graxos individuais) uma vez que existissem diferencas significativas na ingestdo dos

mesmos; a ingestdo de nutrientes foi utilizada como covariavel.
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8. RESULTADOS

Os resultados obtidos a partir deste trabalho séo apresentados nos artigos abaixo.

e Prospeccdo Tecnoldgica: “Prospec¢ao tecnoldgica sobre a suplementagdo nutricional

de férmulas infantis com éacidos graxos”

e Artigo Original: “Milk protein-based formulas containing different oils affect fatty

acids balance in term infants: a randomized blinded crossover clinical trial”
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8.1 Artigo 1 — Prospeccao Tecnoldgica
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PROSPECCAO TECNOLOGICA SOBRE A SUPLEMENTACAO NUTRICIONAL DE
FORMULAS INFANTIS COM ACIDOS GRAXOS

Carolina Oliveira de Souza?, Janice Izabel Druzian? e Hugo da Costa Ribeiro Jinior?

!Programa de Pés-Graduagdo em Medicina e Salde, Universidade Federal da Bahia, Salvador-BA,
Brasil.
2Faculdade de Farmécia, Departamento de Anéalises Bromatoldgicas, Universidade Federal da Bahia,
Salvador-BA, Brasil.
3Centro de Pesquisas Fima Lifshitz - Complexo Hospitalar Universitario Professor Edgard Santos,
Salvador-BA, Brasil.

Resumo: As férmulas infantis sdo leites modificados com o objetivo de atender as necessidades
nutricionais especificas do lactente no primeiro ano de vida, visando diminuir o impacto sobre
a salde das criangas privadas do leite materno. O lactente ndo é capaz de sintetizar todo o aporte
necessario de acidos graxos, sendo suprido pelo aleitamento materno. Porém, quando a
amamentacdo é impossibilitada, formulas infantis sdo uma alternativa para a alimentacéo do
bebé. Este estudo prospectivo teve como objetivo realizar um levantamento do nimero de
patentes mundiais relacionadas a adi¢do de acidos graxos como suplementacdo em férmulas
infantis. Para tanto, foi realizada uma pesquisa a partir de palavras-chave do tema abordado
com os codigos da classificacdo internacional na base de dados do escritorio europeu
Espacenet®. Foram realizadas analises em relacédo a evolugdo anual das patentes depositadas,
a origem das tecnologias, distribuicdo por paises, detentores de tecnologia e inventores. Os
Estados Unidos é o pais que possui 0 maior nimero de patentes depositadas, bem como
inventores e empresas depositantes.

Palavras-chave: formula infantil, &cidos graxos, prospec¢do, monitoramento tecnoldgico.

Abstract: The infant formulas are milk modified in order to meet the specific nutritional needs
of infants during the first year of life, in order to lessen the impact on the health of children
deprived of breast milk. The infant is unable to synthesize long chain polyunsaturated fatty
acids, being then supplied by breastfeeding, but when breastfeeding is impossible, infant
formulas are an alternative to feeding the baby. This prospective study aimed to survey the
number of worldwide patents related to the addition of fatty acids as supplements in infant
formulas. For this, a survey was conducted from keywords of the subject and with the codes of
the international classification in the database of Espacenet European office. Analyses were
made regarding the evolution of annual patents, sources of technologies, breakdown by country,
technology holders and inventors. The United States is the country that has the largest number
of patents, inventors and companies, as well as depositors.

Keywords: infant formula, fatty acids, technology assessment, technological monitoring.
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Introducéo

Os acidos graxos (AG) sdo acidos carboxilicos, geralmente mono carboxilicos, que
podem ser representados pela forma de RCO2H. Na maioria das vezes, o grupamento R é uma
cadeia carbonica longa, ndo ramificada, com numero par de 4&tomos de carbono, podendo ser
saturada ou conter uma ou mais insaturacbes (GRAZIOLA et al., 2002). A cadeia
hidrocarbonada de um AG saturado (AGS) esta sob forma estendida, uma vez que sua
conformacdo linear é o estado de menor energia. Essa conformacdo permite um melhor
empacotamento dos AG, fazendo com que as moléculas figuem mais préxima umas das outras,
aumentando a interacdo entre elas (GRAZIOLA et al.,, 2002). Os AG insaturados (AGI)
possuem uma ou mais insaturacdes na molécula (monoinsaturados e poli-insaturados), essa
dupla ligacdo ndo permite um empacotamento tdo eficiente, fazendo com que as interacdes
entre elas sejam menores (BOBBIO & BOBBIO, 2004).

Os éacidos graxos poli-insaturados (AGPI) podem ser classificados de acordo com a
posicao da dupla ligagdo e divididos em familias; as mais importantes sdo dos AG ®-9, ®-6
®-3. A nomenclatura dmega (®) ¢ definida segundo a numeragdo do carbono associada a
primeira dupla ligacdo a partir do radical metila. (HIRAYAMA et al., 2006). Os principais
representantes dessas classes sdo o acido oléico (®-9), o acido linoléico (LA, »-6) e 0 acido a-
linolénico (ALA, o-3) (BENATTI et al., 2004).

Os &cidos graxos essenciais (LA e ALA)) compdem uma classe de moléculas que nao
podem ser geradas pelo organismo, devido a caréncia de enzimas desaturases, que Sao capazes
de inserir ligagcdo dupla entres os carbonos 3-4 e 6-7, assim como de enzimas hidrogenases
capazes de remover tais insaturacdes. A auséncia de tais nutrientes na dieta esta associada a
sindromes que podem levar a morte. Esses AGs sao sintetizados exclusivamente, pelo reino
vegetal (VAZ et al., 2006). H& duas subclasses de AGE — os 6megas 3 e 0os dmegas 6. A
essencialidade dos ultimos é conhecida desde a década de 1930, sua deficiéncia esta associada,
principalmente, a problemas dérmicos. Quanto aos AG »-3, apenas apo6s a década de 1980
descobriu-se sua necessidade na dieta, principalmente para evitar distarbios neuroldgicos e
visuais. Os AGE podem ser modificados pelos mamiferos, com alongamento da cadeia,
insercdo de insaturaces e descarboxilagio de pares da cadeia (POMPEIA, 2002).

Os acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (AGPICL), ou seja, aqueles acidos
graxos poli-insaturados de 20-22 carbonos (Ex: ARA - acido araquidénico 20:4n6 e DHA -
acido docosahexaendico 22:6n3), possuem diversos papéis metabolicos e fisiologicos. Sao

componentes estruturais de membranas, podendo modificar sua fluidez e afetar a transcricao



54

génica (CARVER, 2003).

Lactente ndo tem a capacidade de sintetizar AGPICL através de seus precursores, devido
a imaturidade hepatica, tendo sua necessidade suprima pelo leite materno. Os AGPICL séo
essenciais em prematuros com pouca reserva lipidica; pela limitada reserva calorica, 0s mesmos
deverdo mobilizar parte desses &cidos graxos para atender suas necessidades quando o aporte
exogeno for inadequado (SILVA et al., 2007).

A melhor forma de assegurar a oferta de AGPICL para o lactente é através do leite
materno, porém quando a pratica da amamentacao € impossibilitada, o uso de férmulas infantis
(FI) aparece como uma alternativa para a alimentagéo do bebé. Apesar do avango no processo
tecnoldgico, as Fl ainda apresentam grandes diferencas na composicao quando comparadas ao
leite materno, com o intuito de estreitar essa diferenca a partir de 2002, nos Estados Unidos,
entre outras intervencgdes, as FI passaram a ser suplementadas com AGPICL. No Brasil, as FlI
comecaram a ser comercializadas com AGPICL no inicio de 2008 (CARVER et al., 2007).

Este estudo prospectivo teve como objetivo realizar um levantamento do numero de
documentos de patentes depositados mundialmente relacionadas com a utilizacdo de acidos
graxos como suplementacdo em formulas infantis, com o intuito de mostrar a evolucéo destes

produtos, bem como, os principais detentores da tecnologia.

Descrigédo da Tecnologia

Formulas infantis sdo compostos nos quais se utiliza a proteina isolada do leite de vaca
e/ou da soja, intactas ou hidrolisadas e todos os demais nutrientes sdo acrescidos,
separadamente, nas quantidades e proporc¢des recomendadas para lactentes até um ano de vida
(ANVISA, 2011).

Desde tempos pré-historicos até um passado recente o aleitamento materno foi o Unico
meio de alimentar lactentes. Quando a mée se recusava a amamentar ou quando falecia os
recém-nascidos morriam por inanicdo. A primeira tentativa de aleitamento artificial
documentada, através de uma mumia é data de 3000 anos atras (ROCHA, 2008).

A evolucdo das formulas infantis foi mais estimulada por motivos econémicos do que
pediatricos. A partir do seculo XIX as empresas que se dedicaram a substituir o leite materno
tiveram sempre grande participacdo nas pesquisas e na promocao do ensino médico. Houve um
processo, idealizado ou consequente, no qual o resultado foi a desvalorizagdo do aleitamento
materno e a valorizacdo do uso das férmulas lacteas. As consequéncias diretamente

evidenciaveis foram: o aumento da morbidade, desnutricdo e mortes de criancas, em especial
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nos paises mais pobres (GIUGLIANI, 1994). A conscientizagdo da importancia do leite
materno e as legislagcdes de varios paises trouxeram, embora ainda em néo todos, o equilibrio
entre o aleitamento materno e o espaco para o uso de formulas infantis valorizando o
aleitamento ao seio e regulando o uso de férmulas (MONTEIRO, 2006).

A composicédo das formulas infantis se tornou um desafio para obtengdo do maximo de
beneficios possiveis & nutri¢do do lactente, quando o seu uso for imperioso. Para isto, necessita-
se de nutrientes que atendam as demandas nutricionais e a0 mesmo tempo se adaptem a ser
acondicionados na forma desidratada, recuperando a biodisponibilidade e as propriedades
requeridas para os beneficios do lactente. As Gltimas aquisi¢des na composi¢do das férmulas
sd8o melhorias na composicdo de proteinas hidrolisadas, adi¢cdo de &cidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa e micro-organismos que tentam estabelecer uma flora intestinal

similar a natural desenvolvida com o leite materno (ROCHA, 2008).

Escopo

Nesse trabalho foi realizada uma pesquisa na base de dados on line do escritério europeu
Espacenet® (EP), que abrange patentes depositadas e publicadas em mais de 90 paises,
incluindo, os pedidos de patentes depositadas no Brasil (Instituto Nacional de Propriedade
Industrial - INPI) e nos Estados Unidos (United States Patent and Trademark Office - USPTO).
Para a pesquisa da tecnologia protegida ou descrita em documentos de patentes referente a
utilizacdo de acidos graxos em formulas infantis, foi elaborada uma estratégia de busca que
combinou os campos da Classificagcdo Internacional de Patentes, nos quais 0s documentos
relativos a esta tecnologia estdo classificados, associado as palavras-chave (fatty acids and
infant formula) que representam as formas como podem ser identificados nos documentos
(Tabela 1). O termo documento de patente abrange pedidos de patente publicados ou patentes
concedidas. Esta estratégia, aplicada a bases de dados Espacenet®, resultou no nimero de
documentos mostrado na Figura 1.
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Tabela 1. Busca de patentes por palavras-chave, agrupamento das palavras e codigos de
classificacdo internacional de patentes na base de dados europeia (Espacenet®).

Palavras-Chave Espacenet

Fatty* and acid* 100.000
Infant* and formula* 1.947
Fatty* and acid* and infant* and formula* 87
Fatty* and acid* and infant* and formula* and A23L1/30 50
Fatty* and acid* and infant* and formula* and A23L1/29 46
Fatty* and acid* and infant* and formula* and A23D9/00 21
Fatty*and acid* and infant* and formula* and A61K31/202 18
Fatty* and acid* and infant* and formula* and A23C11/04 17
Fatty*and acid* and infant* and formula* and A23C9/152 14
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Figural. Distribuicdo de patentes por codigos da classificacdo internacional.

A23L1/29: Modificacbes nas qualidades nutritivas de alimentos; A23L1/30: Alimentos,
produtos alimenticios contendo aditivos; A61K31/202: Preparacbes medicinais contendo
ingredientes ativos organicos tendo trés ou mais duplas ligacfes; A23D9/00: Outros 6leos ou
gorduras comestiveis; A23C11/04: Substitutos do leite contendo gorduras que nao sejam do
leite, porém nenhuma proteina que néo seja do leite; A23C9/152: PreparacOes de leite; Leite

em po ou preparacOes de leite em pd contendo aditivos.


http://ipc.inpi.gov.br/ipcpub/glossary?lang=br&symbol=A23L&term=alimento
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Resultados e Discussao

A Figura 2 demonstra a evolucdo anual de depositos de patentes relacionados a
utilizacdo de acidos graxos em formulas infantis desde o primeiro registro em 1967 até o ano
de 2012, totalizando 87 documentos. Estes depdsitos estdo relacionados as areas de alimentos,
ciéncias médicas, quimica e bioguimica. A primeira patente (US3542560) do ano de 1967,
relata um processo para a preparacdo de uma formula infantil similar ao leite materno contendo
acido palmitico como principal gordura. Ja a segunda (US19700042550), do ano de 1973, de
detencdo de uma empresa americana (American Home Products Corporation), descreve uma
formulacdo de dleos a ser inserido em formulas infantis. Trata-se de uma formulagéo do tipo
“nao leite” contendo lecitina de soja e um mix de gorduras (6leo de soja, 6leo de girassol, 6leo

de coco, 6leo de algodao, 6leo de milho e 6leo de babacu).

1967 1976 1985 159594 2003 2012

Figura 2. Evolucéo anual do deposito de patentes sobre acidos graxos em formulas infantis

na base europeia, entre 0s anos de 1972 e 2012.

A partir do ano de 2002 nos Estados Unidos, passou a ser realizada a suplementacdo de
formulas infantis com acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa. Analisando a figura 2 €
possivel observar que nos anos ap6s a iniciativa do governo norte americano, ocorre um pico
no numero de documentos (anos de 2004 e 2005, 6 documentos cada). As principais patentes
deste periodo estdo relacionadas a insercdo de acidos graxos poli-insaturados, principalmente
acido araquidonico e acido docosahexaenoico em férmulas para lactentes. No ano de 2011,
ocorre 0 maior nimero de depositos, cinco dos 11 documentos referentes a esse periodo, estdo

relacionados ao melhoramento nutricional.
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A anélise do banco de dados de deposito de patentes distribuidas por paises nos quais
se originam a tecnologia patenteada, revelam que esta se encontra bastante concentrada nos
paises mais desenvolvidos, sendo que o cenario é largamente dominado pelos Estados Unidos,
de onde provém cerca de 46% (39 documentos) do total de documentos depositados. A China
vem a seguir, com cerca de 9% (8 documentos). Outros trés paises apresentam uma quantidade
representativa de patentes: o Canada 7%, a Republica da Coréia 7% e a Nova Zelandia 7% (6
documentos cada). O Japéo, provem 5% (4 documentos) e outros paises, 9 no total, somados

atingem 19% das patentes depositadas (Figura 3).

40

30

W Estados Unidos
W China

B Canada

o I l I N R R
st’ohﬁ‘ .ﬁ <_,c~ ﬁéﬁa“b ‘P @‘%i:n'%@ﬂ*%

0‘
ﬁ?b 5.5‘ *d‘ «* z*"(?
Q?'

B Republica da Coréia
B Nowva Zeléndia
m Jap3o

1 Qutros
o

Figura 3. Distribuicdo de depdsitos de patentes por pais de origem da tecnologia.

O resultado da analise dos detentores de tecnologia mostra um quadro bastante similar
ao dos paises de origem, tendo os Estados Unidos como destaque. Dentre as empresas mais
expressivas estd a Abbott Lab dos Estados Unidos, que possui 13% das patentes depositadas, a
Nestec S.A. da Suica com 3,6% e juntos com 2,1% cada, estdo a Squibb Bistol, a Martek
Biosciences (ambas dos Estados Unidos) e o inventor independente Groenendaal Jan Willem
da Holanda. Apesar de haver um grande nimero de depositantes que possuem patentes, 140 no

total, a grande maioria detém poucos documentos (Figura 4).
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Figura 4. Distribuicdo de patentes por depositantes na base europeia.

Entre os inventores que mais detém a tecnologia na area de utilizacdo de &cidos graxos
em formulas infantis, estdo os originarios dos Estados Unidos. Dos 185 inventores, 41% sao
norte americanos, seguido pelos chineses (10%), canadenses (6%) e coreanos (5%). Entre os
principais inventores, destacam-se Mukerji Pradip, diretor de P&D da Abbott Nutrition, Huang
Yung-Seheng, pesquisador P&D na Abbott Nutrition e Groenendaal J Willem, pesquisador da
Gist-Brocades N.V., todos com 4 patentes depositadas (Figura 5).
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Figura 5. Inventores com maior nimero de patentes depositadas na base europeia.


http://www.patentbuddy.com/Company/Profile/GIST-BROCADES-N.V./103211

60

Em relagdo aos codigos de classificacdo internacional, foram encontrados 629 codigos
diferentes, sendo que destes foram selecionadas os com maior nimero de ocorréncias (Figura
6).
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Figura 6. Numero de patentes depositadas por codigo de classificacdo internacional.

Através dos dados apresentados, pode-se verificar que a maior parte das patentes estdo
relacionadas a alimentos/produtos alimenticios (C23L1) e preparacdes para finalidades médicas
(A61K). Posteriormente surgem as patentes relacionadas a produtos de laticinio e substitutos
do leite (A23C). Ainda é possivel constatar que do total de 151 patentes relacionadas a
classificacdo C23L1, 40% sdo alimentos e produtos alimenticios contendo aditivos e 28% estdo
relacionadas a modificacfes na qualidade nutricional dos alimentos. Ja referente a classificacao
A61K (143 documentos), os destaques séo preparacées medicinais contento ingredientes ativos
(A61K31 - 56%). A classificagdo AC23 apresentou 80 documentos divididos principalmente
nos codigos A23C11/04 (substitutos do leite contendo gorduras que ndo sejam do leite, porém
nenhuma proteina que nao seja do leite), A23C9/152 (preparacGes de leite; Leite em pd ou
preparacGes de leite em p6 contendo aditivos), A23C11/02 (substitutos do leite contendo, pelo
menos, um componente que nao seja do leite como fonte das gorduras ou proteinas) e
AC23C9/20 (preparacbes medicinais contendo ingredientes ativos organicos com um grupo
carboxila ligado a uma cadeia aciclica contendo pelo menos sete atomos de carbono), estes

codigos apresentaram respectivamente 24%, 19%, 13% e 13%.


http://ipc.inpi.gov.br/ipcpub/glossary?lang=br&symbol=global&term=PRODUTO
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Férmulas Infantis

Sabe-se por diversos registros historicos, que quando um bebé ndo era amamentado por
sua mae (fato raro em muitas épocas, mas comum em algumas outras notadamente em
determinadas classes sociais), sua alimentacéo era substituida pelo leite de peito dado por outra
mae “amas — de - leite” (STEVENS, 2009).

A descoberta, em 1838, na Alemanha, de que o leite bovino apresentava maior
concentracdo de proteinas representou um marco e um impulso para o desenvolvimento de
alimentacdo artificial. Além disso, a descoberta de Gail Borden, em 1856, do método de
produzir leite condensado, cria finalmente uma alternativa de um leite estéril e passivel de
conservacdo (REA, 1990). O primeiro registro de uma férmula infantil que se tem
conhecimento € do quimico alemdo Justus Von Liebig, que desenvolveu, patenteou e
comercializou um alimento para lactentes, primeiramente na forma liquida, e em seguida, na
forma de pé para uma melhor conservagdo. A formula consistia de leite de vaca, farinha de
trigo, malte e bicarbonato de potassio, sendo considerada uma alimentacdo infantil perfeita
(CAMPOS, 2008). Tal patente ndo foi encontrada na base de dados europeia, no entanto, a
mesma foi relatada no Alphabetical Index of Patentees and Applicants for Patents of Invention,
escrito por Bennet Woodcroft, Londres 1867. A patente foi intitulada “Concentrado de leite
para alimentacao de criangas e invalidos” depositada em 29 de novembro de 1866, sob o nimero
3142.

Outras descobertas-chave, ainda no final do século passado, na historia da alimentacao
artificial infantil, sdo a da evaporacédo do leite de vaca e cabra, em 1883, por Meyenberg, e a
composicao do leite humano, por Meigs, nos EUA, em 1885. Entretanto, pesquisas mostraram
um desenvolvimento inferior das criancas alimentadas com leites de animais em relacdo as
aleitadas pelo materno (BENSON, 1994). Ao se comparar a constituicdo do leite materno com
o leite de vaca, ha diferencas relevantes tais como: o leite de vaca é deficiente de &cidos graxos
essenciais para o neurodesenvolvimento, contém proteinas com alto poder alergénico
(AGOSTINI, 2003).

Muitas formulas foram rapidamente introduzidas no mercado ap6s a comercializagdo da
formula de Justus Von Liebig e a invencdo do leite evaporado (RADBILL, 1981). Em 1883,
havia 27 marcas patenteadas de alimentos para lactentes. Estes produtos comerciais eram
apresentados em forma de po e consistiam de hidratos de carbono, tais como agUcares, amidos
e dextrina adicionadas ao leite. As principais marcas incluiam “Nestlé’s Food®, Horlick's
Malted Milk®, Hill's Malted Biscuit Powder®, Mellin's Food®, Eskay's Food®, Imperial


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7023787
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Granum® e Robinson's Patent Barley®” (FOMON, 2001). Os alimentos faziam as criangas
ganharem peso, mas eram deficientes em nutrientes primordiais como proteinas, vitaminas,
minerais e principalmente acidos graxos essenciais. Ao longo do tempo, 0s nutrientes foram
adicionados individualmente as formulacGes (RADBILL, 1981).

As primeiras pesquisas realizadas para o desenvolvimento de férmulas com um
contetido adequado de nutrientes foram realizadas nos Estados Unidos, fato este que corrobora
os resultados encontrados, uma vez que tal pais apresentou o0 maior nimero de patentes
depositas bem como detentores da tecnologia e inventores (BARROS-FILHO, 2010).

Em 1920 a empresa norte americana "Ross" (hoje "Abbott-Ross™) langa o "Similac™” em
1925, formulas preparadas especialmente para uso infantil. Logo depois, em 1929 entra no
mercado americano a Mead-Johnson, com a primeira formula a base de soja produzida
comercialmente - 0 "Sobee". De acordo com o presente trabalho a Abbott Laboratories foi a
principal empresa depositante de patentes na area de formulas infantis suplementadas com
acidos graxos, com um total de 13 documentos (BARNESS, 1987).

No inicio da década de 20, varios médicos adotaram o “método americano” ou “método
percentual” para prescrever férmulas; o objetivo era fornecer um produto que se assemelhasse
ao leite materno e considerar também a capacidade individual do lactente. E por causa da
complexidade de célculos necessarios para se chegar a composi¢ao ‘ideal’ que vem a palavra
“formula” para designar tais produtos (BARROS-FILHO, 2010).

Da década de 30 até a década de 60 constatou-se alta prevaléncia de anemia em lactentes
devido a reducdo no aleitamento materno e introducdo de outros alimentos cada vez mais em
idade precoce. No entanto, apenas em 1959 foi criada a primeira formula fortificada com ferro
(FOMON, 2001).

Entre as décadas de 70 a 90 surgiram inimeras descobertas cientificas a respeito das
necessidades nutricionais da crianca nos primeiros anos de vida, o papel fundamental do leite
materno e seus constituintes, o prejuizo causado pelo uso de leite de vaca integral nos primeiros
meses de vida e o risco do uso de 4gua contaminada no preparo da mamadeira. Em 1971, foram
incluidos o minimo de proteina, gordura, acido linoléico e 17 vitaminas e minerais as férmulas.
A partir de entdo, houve uma crescente utilizacdo de formulas em pd, concomitante a um
impulso do aleitamento materno. Nos anos 80 a producdo das formulas infantis foi
regulamentada e as empresas passaram a sofrer um rigoroso controle do governo norte-
americano, através do FDA (Food and Drug Administration) (FOMON, 2001; BARROS-
FILHO, 2010).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11160571
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7023787
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11160571
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11160571
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Através do gréfico da evolucdo anual do depdsito de patentes (Figura 2), é possivel
observar que entre 0s anos de 1983 e 1990, houve um constante deposito de documentos,
justamente em um periodo em que as pesquisas Vvoltadas para as necessidades nutricionais
estavam acontecendo. Em 1983, uma universidade do Canada registra uma patente
(US4670285) contendo uma formulagdo de gorduras para serem inseridas em formulas infantis.
O diferencial, foi a quantidade e o contetdo de &cidos graxos inseridos, sendo priorizados 0s
acidos graxos da familia omega-3 e omega-6. Em 1988, a empresa holandesa Unilever, propde
um substituto para a gordura do leite (US4876107), atraves da utilizacdo de um glicidio de
acido palmitico (principal &cido graxo do leite humano) substituido através de rearranjos
seletivos.

Nos ultimos anos, grandes produtores de alimentos lacteos, juntamente com grupos
cientificos, tém realizado modificacbes nas formulas, com o objetivo de torna-las mais
semelhante, qualitativamente, ao leite materno. Alcancar um padrdo lipidico similar ao de
criangas alimentadas com leite humano é uma das principais metas das formulas para lactentes.
Uma das dificuldades para se atingir esse objetivo é a grande variabilidade nas taxas de lipidios
presentes no leite humano, de acordo com a genética, com o0 estadio de lactacdo e
principalmente com a alimentacdo prévia e atual. (BARROS-FILHO, 2010). Com o intuito de
estreitar as diferengas entre as formulas e o leite materno, em 2002, nos Estados Unidos as
férmulas infantis passaram a ser suplementadas com acidos graxos poli-insaturados de cadeia
longa (CARVER et al., 2007). A Abbott Laboratories em 1990, foi a primeira empresa a
patentear (US5709888) uma formula para lactentes contendo tais acidos graxos (ARA e DHA).

Conclusodes

Os dados coletados demonstram que os Estados Unidos é o mercado de maior interesse
para protecdo da tecnologia avaliada, apresentando o maior nimero de patentes depositadas
bem como empresas depositantes e inventores. A maior parte das patentes esta relacionada a
alimentos e produtos alimenticios contendo aditivos e modificacdes na qualidade nutricional
dos alimentos. As empresas detentoras das tecnologias, como esperado, estdo agrupadas nas
areas farmacéutica e alimenticia.

As ultimas aquisi¢fes na composicdo das formulas sdo melhorias na composicéo de
proteinas hidrolisadas, adi¢cdo de acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa e 0s
microorganismos vivos (liofilizados) que tentam estabelecer flora intestinal similar a natural

desenvolvida com o leite materno. No entanto, novas pesquisas estdo voltadas para as
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repercussdes no desenvolvimento neural, obesidade e efeitos imunoldgicos, comparado com o

padrdo ouro que € o leite humano.
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Abstract

Background: Palm olein is used in infant formula fat blends in order to match the fatty acid
profile of human milk. While the effects on fatty acid balance have been evaluated, the use of
palm olein in combination with palm kernel oil and supplementation with docosahexaenoic acid
(DHA) and arachidonic acid (ARA) has not been similarly assessed in infants. This study
evaluated the effects of infant formulas containing different fat compositions on the balance of
fat, fatty acids, and calcium.

Methods: In this randomized, crossover, double-blinded study, 33 healthy term infants (68 —
159 + 3 days of age at enrollment) were fed two formulas for 14 days in a tolerance period,
followed by a 4-day metabolic balance period in 17 of the male subjects. The study compared
two commercially available milk-based powdered formulas in Brazil; the PALM formula
contained palm olein (44%), kernel palm oil (21.7%), and canola oil (18.5%) as the predominant
fats, whereas the NoPALM formula contained other fat sources.

Results: Fat absorption (%) was greater for NoPALM versus PALM-fed infants (96.55% and
95.50%, respectively; p = 0.023). The absorption percentage of palmitic acid (C16:0) did not
differ significantly between formulas (p > 0.05), but this acid was excreted at significantly
higher concentrations in the PALM (29.42 mg/kg/day) than in the NoPALM (12.28 mg/kg/day)
formula groups. DHA and ARA absorptions were also higher in NoPALM-fed infants. Calcium
absorption was higher in NoPALM-fed infants (58.00%) compared to those fed PALM
(40.90%), but the difference was not significant (p = 0.104) when calcium intake was used as a
covariate. However, calcium retention was higher in NoPALM-fed infants compared to that in
PALM-fed infants with or without calcium intake as a covariate. Adverse events did not differ
between groups (p > 0.05).

Conclusions: The absorption of essential fatty acids was similar for both formulas; however,

long-chain polyunsaturated fatty acids (DHA & ARA) were better absorbed from the NoOPALM
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formula. Fat absorption and calcium retention were lower in term infants fed the PALM-based

formula.

Clinical trial registration: Clinicaltrial.gov # (www.clinicaltrials.gov) NCT00941564.

Keywords: Palm olein, Kernel palm oil, Fatty acid balance, Infant formula, Brazilian infants.
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Background

During the neonatal period, infants have a high demand for essential nutrients to provide
adequate energy supply. In human milk as well as most infant formulas, 50% of the dietary
calories are supplied to the newborn as fat, and more than 98% of milk fat is in the form of
triglycerides, which contain saturated, monounsaturated, and polyunsaturated fatty acids of
varying chain lengths esterified to glycerol [1]. On an energy basis, infant formulas should
provide indispensable fatty acids in amounts at least equal to the reference fat (i.e., breast milk),
irrespective of source [1, 2, 3].

The blends of vegetable oils used in infant formulas are selected to match the excellent
absorption by the infant of breast milk fat, but aside from the absence of long-chain
polyunsaturated fatty acids (LCPUFA), they differ considerably from human milk fat in their
fatty acid profiles. Palmitic acid is the major saturated fatty acid in breast milk, accounting for
17-25% of the total [4, 5]. Palm oil and its low melting fraction, palm olein, a relatively
inexpensive source of palmitic acid, are added to many infant formulas in amounts that mimic
the palmitic acid content of human milk [6]. However, the positional distribution of individual
fatty acids on the triacylglyceride molecules, which affects fat absorption, differs between these
vegetable oils and human milk fat [7].

Most fatty acids are better absorbed as monoglycerides than as free acids because
monoglycerides form mixed micellae with bile acids and cannot form complexes with divalent
cations. Fatty acids in the sn-2 position are absorbed as soluble 2-monoacylglycerides, while
those in the sn-1 and sn-3 positions are absorbed as free fatty acids [5]. The absorption of free
fatty acids varies by structure: monounsaturated (90% of oleic acid (18:1n9) in breast milk, is
in the sn-1 or -3 position), polyunsaturated, and saturated fatty acids containing 12 or fewer
carbons are all well absorbed. Conversely, sn-2 palmitic monoglyceride is better absorbed than

unesterified palmitic acid [5, 8].
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In contrast to human milk fat, in which palmitic acid is esterified predominantly in the
sn-2 position, palmitic acid is esterified predominantly in the sn-1 and sn-3 positions in
vegetable oils added to infant formulas [5, 7]. In the sn-2 position, palmitic acid is generally
not hydrolyzed by pancreatic lipase, and the remaining 2-monoacylglycerol is well absorbed
[8]. However, palmitic acid in the sn-1 and sn-3 positions is hydrolyzed by pancreatic lipase;
the produced free palmitic acid may form calcium—fatty acid complexes, resulting in reduced
fat and calcium absorption [6, 8]. These complexes, known as calcium soaps, are insoluble,
indigestible, and positively related to stool hardness. The formation of calcium soaps may partly
explain the substantial differences in the absorption of nutrients (fat and calcium) and bowel
habits between breast- and formula-fed infants [9, 10].

Significant clinical evidence has shown decreased absorption of fatty acids, fat, and
calcium by infants fed formulas containing palm olein as the major fat compared to absorption
in formulations without palm olein [4, 6, 9, 11, 12]. However, these studies only evaluated palm
olein combined with other fats (soy, coconut, high oleic safflower, or sunflower oils) [4, 11, 12,
13]. Previously published data from same participant population as the current study
demonstrated that calcium retention was lower in infants fed formulas containing palm oil
associated with palm kernel/canola oils and supplemented with LCPUFA (docosahexaenoic
acid - DHA and arachidonic acid - ARA) [9]. However, that study did not evaluate the
individual balance of fatty acids and their correlation with calcium and fat absorption.

The goal of this study was to assess the comparative individual balance of fatty acids
and associate their eventual interference with calcium absorption by normal term infants fed
formulas containing distinct blends of fats: one with palm olein, palm kernel oil, and canola oil,

and the other with a different oil composition.
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Methods

Study design and subjects

This controlled, randomized, double-blinded, crossover balance study tested two
formulas in normal infants (68 — 159 + 3 days of age at enrollment) attending a daycare center
in Salvador, Bahia, Brazil. Each feeding period had a 14-day tolerance phase and a four-day
metabolic balance phase (Figure 1). The study was conducted according to the principles of the
Declaration of Helsinki and Good Clinical Practices. The protocol was approved by the
Institutional Research Board of the Federal University of Bahia, Salvador, Brazil. The parents
and/or legal guardians of the infants provided written informed consent. The study was

registered at clinicaltrial.gov (#NCT00941564) [9].
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Fig. 1 Study flow diagram of the progress through the periods and study subject dispositions.
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Study feedings

The PALM formula, currently marketed under the name NAN PRO1™ (Nestle),
includes 44.0% palm oil, 21.7% palm kernel oil, and 18.5% canola oil as the predominant fats
and fish oil as a source of DHA. The protein source is whey:casein (70:30). The other formula
(NoPALM; Similac Advance™), without olein palm or palm kernel oil, contained 41.4% high
oleic sunflower oil, 29.6% coconut oil, and 27.6% soy oil as the major fats, algal oil
(Crypthecodinium cohnii) as a source of DHA and M. alpina oil for ARA . The protein source
is 100% whey. The two study formulas contained comparable levels of vitamin D and nutrient
levels as recommended by the Brazil Ministry of Health [14] and Codex Alimentarius [15]
(Table 1). The study investigators and the subjects’ parents were blinded to the dietary
allocation. Data analysis was performed with the dietary groups coded, and the code was not

broken until all of the analyses were completed [9].

Metabolic balance studies

Using a computer-generated randomization schedule, each infant was randomly
assigned to receive one of the paired study formulas as their initial food source and fed for 14
days (tolerance study) before the start of the four-day metabolic balance study (Period I).
Following Period I, each infant received the other paired study formula for at least another 14
days prior to the second four-day metabolic balance study (Period I1) [9].

Male subjects who completed the first 14-day phase went through the additional four-
day metabolic phase assessment in both study periods. Female subjects did not undergo the
metabolic assessment to avoid contamination of the stool samples with urine during sample

collection. No breast milk supplementation was allowed during the metabolic study [9].



Table 1 Approximate composition of formula products included in this study (per 100 g of

powder).
Nutrient * PALM  NopALMm  Brazil Human Milk

Reference @

Energy, kcal 519 513 -

Protein, g 9.5 11 8.0

Carbohydrate, g 57.9 55 -

Fat, g 27.7 28 28.0

Palm olein Oil (%) 44 - -

High Oleic Sunflower oil (%) - 41.4 -

Palm Kernel Oil (%) 21.7 - -

Coconut Oil (%) - 29.6 -

Soy Oil (%) - 27.6 -

Canola Qil 185 - -

Corn Qil 10.9 - -

Milk Fat 2.8 - -

Others 2.1° 14°¢ -

Fatty Acids (g/100g Fat) ¢

12:0 8.30 13.22 6.88 +2.79

14:0 3.17 5.26 7.02 +3.07

16:0 22.61 7.46 17.30+2.2

18:0 3.42 3.11 5.30+1.26

18:1n9 43.54 47.68 25.00 + 3.46

18:2n-6 15.74 20.73 20.30 + 6.48

18:3n-3 1.92 1.52 1.43 +0.66

20:0 0.41 0.21 0.12 +0.03

20:1n-9 0.35 0.24 0.26 + 0.06

20:4n-6 0.25 0.40 0.53+0.14

22:6n-3 0.29 0.17 0.14 +0.05

Minerals

Calcium, mg 279 ¢ 424 ¢ 246.50

Phosphorus, mg 160 216 122.60

Magnesium, mg 36 31 29.30

Vitamins

D, ug 7.80 8.60 -

* Values are Manufacturer’s Label Claims, except where stated [9].

2 Silva et al. [16]; Braga and Palhares [17].

® DHA, ARA and Soy lecithin.

¢DHA, and ARA.

d Analytical values for fatty acids. ¢ Investigator’s analytical values for calcium.
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The metabolic studies with fecal and urine collections were performed over four days
and three nights (72 hours). The infants were kept on metabolic beds specially designed to
accurately collect separate urine and stool samples [18]. To determine formula intake, the
bottles were weighed before and after each feeding. Vomiting and spit-up losses were
quantitatively assessed by pre-weighed bibs after feedings. The subjects’ weights were
measured daily at the hospital by study staff members. The brilliant blue marker method was
used to determine completion of intestinal transit of the test formulas [13, 19]. Daily fecal and
urine samples were weighed, homogenized, and stored separately in containers at -60°C for

further analysis.

Sample Analyses

The total fat content of the formula and feces were extracted with chloroform:methanol
(2:1) and quantified by gravimetry as described by Folch et al. [20]. The individual fatty acids
were identified by gas chromatography. Aliquots of fat were saponified followed by
methylation. Fatty acid methyl esters (FAME) were extracted and stored in an inert atmosphere
(N2) in a freezer at -60°C. Methyl tricosanoate 23:0 (T9900; Sigma Aldrich®), was added as an
internal standard [21]. The FAME were separated and identified on a gas chromatograph
(Varian® CP 3800) with a DB-FFAP column (30 m x 0.32 mm x 0.25 mm) and equipped with
a flame ionization detector. The analysis parameters included an injector temperature of 250°C
and detector temperature of 280°C. The following thermal program was used: 150°C for 16
min, then increasing by 2°C/min up to 180°C, maintained for 25 min, following an increase of
5°C/min up to 210°C, maintained for 25 min. Helium was used as a carrier gas at 1.0 mL min™2.
Nitrogen gas was used as the make-up gas (30 mL mint); hydrogen gas and synthetic air flows
were provided at 30 and 300 mL min%, respectively. The injections were performed in duplicate

for each extraction in a volume of 1 uL. FAME were identified by comparing retention times
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with known mix standards (189-19; Sigma-Aldrich®). The quantification of fatty acids,
expressed in milligrams per gram of lipids, was performed by the addition of an internal
standard (23:0). All analyses were conducted in duplicate. As a parameter for the conclusive
identification of fatty acids, the samples were injected in a gas chromatograph coupled to a gas
chromatography mass spectrophotometer (Clarus 500; Perkin Elmer®). The mass fragments of
the samples were compared with the spectral data of the National Institute of Standards and
Technology (NIST) standard mass spectral databases and mix standards under the same
operating conditions used in the GC/FID at a spectrum of 50-500 m/z (El, 70 eV).

The study formulas and fecal samples were also separately analyzed for calcium using
an atomic absorption spectrophotometer (Model 55B; Varian Medical Systems) after acid
digestion. Urine samples were directly analyzed using the atomic absorption spectrophotometer

without acid treatment [9].

Data and statistical analyses

Nutrient absorption was calculated as intake minus fecal excretion. Percent absorption
was determined by dividing the amount absorbed by the intake amount, multiplied by 100. The
primary study variable was calcium absorption calculated from calcium intake and fecal and
urinary calcium. The secondary variables included calcium retention, fat absorption, and
individual fatty acid absorption. Safety data included adverse events and serious adverse events.

Data were statistically analyzed using STATA 12 (StataCorp, College Station). The
interaction between study formula and period (carryover effect) was used to analyze metabolic
balance outcomes by analysis of variance (ANOVA). When the carryover effects were
significant (p < 0.10), only Period | data results were valid. A nonparametric test was used
(Wilcoxon Rank Sum) to test the hypothesis of the equality of the observed measurements, with

the level of statistical significance set at p < 0.05. Partial correlations were determined by
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general linear models after adjusting for formula using IBM SPSS Statistics for Windows,
version 20.0 (IBM Corp.). Analysis of covariance was utilized in evaluating nutrient (calcium,
fat, individual fatty acid) absorption wherever there were significant differences in nutrient
intake; using nutrient intake as a covariate. A sample size of 12 subjects (six per sequence A to
B and B to A) had an 80% power to detect a difference of at least 15% in calcium absorption,
assuming a standard deviation of 7.9%. Approximately eight subjects per sequence were
enrolled to account for 25% attrition. In the tolerance phase, a sample size of 20 subjects per

group had 80% power to detect a difference of at least 0.55 in mean rank stool consistency.

Results

A total of 33 subjects were enrolled in the study, were randomly assigned to initial
formula groups (PALM = 16; NoPALM = 17), and completed the first phase (14-day tolerance
study) [9]. One subject receiving NOPALM was hospitalized for a serious adverse event
(pneumonia) and exited the study prematurely. Thus, 32 subjects completed the tolerance phase;
of these, 17 male infants were fed the assigned study formulas exclusively (no human milk) at
the hospital ward (Period Il, four days). There were no significant differences (p > 0.05)
between the two feeding groups in study entry information, adverse events, and other
demographic data (Table 2). The age of the study subjects ranged from 68 to 159 days (p >
0.05). The intake of formula (PALM and NoPALM) was similar between the groups, without

significant differences (p > 0.05) (Table 3) [9].

Table 2 Baseline subject information*

Variables
Age at
Gestational study Birth Birth
age (weeks) P entrance weight (g) P length (cm) P
(days)
PALM (n = 16) 39.8+1.2 117 + 26 3333 £490 49.1+37
NOoPALM (n=17) 395+11 %L jogio7 0346 30514339 0932 491419 0965

*Values are means + SD.



Table 3 Intake and excretion of fat, fatty acids, and calcium of infants fed PALM and
NoPALM formulas*.

Variables

PALM
(n=17)

NoPALM
(n=17)

FORMULA INTAKE (g/kg/day)

FAT (g/kg/day)

Intake

Excretion

FATTY ACIDS (mg/kg/day)
Lauric acid (12:0)
Intake

Excretion

Myristic acid (14:0)
Intake

Excretion

Palmitic acid (16:0)
Intake

Excretion

Stearic acid (18:0)
Intake

Excretion

Oleic acid (18:1n9)
Intake

Excretion

Linoleic acid (18:2n6)
Intake

Excretion

Linolenic acid (18:3n3)
Intake

Excretion

Arachidic acid (20:0)
Intake

Excretion

Eicosenoic acid (20:1n9)
Intake

Excretion

Arachidonic acid (20:4n6)
Intake

Excretion

Behenic acid (22:0)
Intake

Excretion

Docosahexaenoic acid (22:6n3)

Intake

Excretion

Total Fatty Acids

Intake

Excretion

CALCIUM (mg/kg/day)
Intake

Fecal Excretion

Urinary Excretion

111.69 (85.30 — 166.92)
4.62 (3,51 —7.88)
0.22 (0.10 - 0.34)

414.68 (324.4— 593.58)
4.08 (1.60 — 5.02)

159.46 (124.74 — 228.26)
3.00 (1.18 — 9.56)

1177.96 (921.50 — 1686.14)
29.42 (13.20 — 113.14)

172.14 (134.66 — 246.40)
5.40 (2.18 - 18.06)

2471.8 (1932.86 — 3536.70)
21.86 (11.14 — 73.36)

825.86 (646.06 — 1182.14)
8.18 (4.38 — 20.90)

96.66 (75.62 — 138.36)
0.58 (0.32 - 1.78)

20.72 (16.20 — 29.64)
0.48 (0.18 — 1.48)

17.76 (13.90 — 25.44)
0.48 (0.20 — 1.04)

12.44 (9.74 - 17.82)
0.34 (0.00 — 0.68)

21.72 (17.00 - 31.12)
0.56 (0.00 — 2.20)

8.34 (7.00 — 12.80)
1.42 (0.00 - 7.42)

5388.26 (4215.20 — 7712.82)

94.36 (52.34 — 251.62)

47.20 (35.90 — 70.30)
29.01 (9.06 — 49.99)
1.62 (0.65 — 3.43)

115.88 (69.54 — 144.48)

4.54 (2.75 — 5.70)
0.14 (0.03 — 0.44)?

600.36 (363.92— 752.36)"
1.74 (0.38 — 2.34)°

227.80 (138.08 — 285.48)"
2.80 (0.60 — 6.02)

320.14 (196.06 — 401.18)°
12.28 (2.86 — 24.74)°

133.22 (80.74 — 166.94)°
7.48 (1.76 — 15.74)

2202.12 (1334.84 — 2759.58)
21.14 (6.52 — 124.64)

930.68 (564.14 — 1166.28)
5.36 (0.92 — 10.42)

68.88 (41.76 — 86.32)°
0.18 (0.00 — 0.62)?

9.64 (5.84 — 12.08)°
0.40 (0.00 — 0.88)

10.90 (6.60 — 13.66)"
0.26 (0.00 — 0.98)"

18.26 (11.08 — 22.88)°
0.36 (0.00 — 2.24)

44.72 (27.08 — 56.40)°
1.64 (0.00 — 4.32)°

7.72 (4.68 — 9.68)°
0.20 (0.00 — 2.72)’

4552.06 (2759.28 — 5704.42)¢
61.30 (13.82 — 78.38)

73.50 (44.60 — 92.20)°
30.90 (3.00 - 50.53)
1.53 (0.32 - 2.83)

*Values are median (min + max). = p<0.001; °=p =0.011; = p = 0.005; " = 0.004; " = 0.011.

@ = Significant carryover effect (p = 0.071); therefore, valid period | significant difference (p = 0.027).
¢ = Significant carryover effect (p = 0.016); therefore, valid period | significant difference (p = 0.004).
f= Significant carryover effect (p = 0.016); therefore, valid period I significant difference (p = 0.043).
9 = Significant carryover effect (p = 0.010); therefore, valid period | significant difference (p = 0.004).
i = Significant carryover effect (p = 0.032); therefore, valid period I significant difference (p = 0.009).
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A significant carryover effect in fecal excretion and absorption of fat was detected (p =
0.071 and p = 0.059, respectively); consequently, only Period I results were considered valid.
In Period 1, the stool fat content was significantly lower after NoPALM feeding than that after
PALM feeding (p = 0.027). The NoPALM feeding group had significantly (p = 0.020) higher
fat absorption (96.55%) than that of the PALM feeding group (95.50%) (Table 4) [9].

Intake, fecal excretion, and absorption of total fatty acids are summarized in Tables 3
and 4. The total fat intake was similar, but due to the different fatty acid concentrations (distinct
sources of vegetable oils) of the evaluated formulas, there were significant differences in the
intakes of individual and total fatty acids. When fed the NoPALM formula, the infants ingested
significantly higher amount of lauric (12:0), myristic (14:0), arachidonic (20:4n6), and behenic
(22:0) acids and significantly lower amount of palmitic (16:0), stearic (18:0), linolenic (18:3n3),
arachidic (20:0), eicosenoic (20:1n9), and docosahexaenoic (22:6n3) acids compared to those
fed the PALM formula. The intakes of oleic (18:1n9) and linoleic acid (18:2n6) were not
significantly different between the two formulas. As expected, the intake of palmitic acid from
the PALM formula (1177.96 mg/kg/day) was higher (about three times) than that of the
NoPALM formula (320.14 mg/kg/day) (p < 0.05). The intakes of other fatty acids were
relatively similar (Table 3).

The fecal excretion of total fatty acids was significantly (p < 0.05) higher in the PALM
(94.36 mg/kg/day) than in the NoPALM (61.30 mg/kg/day) formulas. Palmitic and oleic acids
were excreted at higher concentrations in the infants’ feces. The fecal excretions of palmitic
and oleic acids were 38.96% and 28.94% in the PALM formula versus 23.16% and 39.87% in

the NoPALM formula, respectively (Table 3).



Table 4 Absorption of fat, fatty acids, and calcium of infants fed PALM and NoPALM

formulas*.
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Variables

PALM
(n=17)

NoPALM
(n=17)

FAT

Absorbed (g/kg/day)
Absorption (%)
FATTY ACIDS
Lauric acid (12:0)
Absorbed (mg/kg/day)
Absorption (%)
Myristic acid (14:0)
Absorbed (mg/kg/day)
Absorption (%)
Palmitic acid (16:0)
Absorbed (mg/kg/day)
Absorption (%)
Stearic acid (18:0)
Absorbed (mg/kg/day)
Absorption (%)

Oleic acid (18:1n9)
Absorbed (mg/kg/day)
Absorption (%)
Linoleic acid (18:2n6)
Absorbed (mg/kg/day)
Absorption (%)
Linolenic acid (18:3n3)
Absorbed (mg/kg/day)
Absorption (%)
Arachidic acid (20:0)
Absorbed (mg/kg/day)
Absorption (%)
Eicosenoic acid (20:1n9)
Absorbed (mg/kg/day)
Absorption (%)
Arachidonic acid (20:4n6)
Absorbed (mg/kg/day)
Absorption (%)
Behenic acid (22:0)
Absorbed (mg/kg/day)
Absorption (%)

Docosahexaenoic acid (22:6n3)

Absorbed (mg/kg/day)
Absorption (%)

Total Fatty Acids
Absorbed (mg/kg/day)
Absorption (%)
CALCIUM

Absorbed (mg/kg/day)
Absorption (%)
Retention (mg/kg/day)
Retention (%)

4.38 (2.65— 7.67)
95.50 (92.50 — 98.00)

412.70 (322.58 — 598.64)
98.89 (97.44 — 99.54)

157.34 (122.86 — 223.18)
97.65 (93.90 — 98.75)

1154.38 (898.98 — 1620.56)
97.56 (90.22 — 98.90)

167.98 (130.90 — 234.68)
97.01 (89.32 - 98.75)

2449.10 (1915.80 — 3480.48)
98.89 (96.98 — 99.22)

818.44 (642.22 — 1169.44)
99.08 (97.42 — 99.37)

96.02 (75.30 — 137.28)
99.42 (98.13 — 99.60)

20.34 (15.90 — 28.44)
97.53 (92.70 — 99.11)

17.44 (13.58 — 24.60)
97.44 (98.89 — 93.51)

12.16 (9.32 — 17.32)
97.23 (93.86 — 97.64)

10.74 (8.30 — 14.58)
96.92 (92.88 — 100)

7.28 (6.30 — 10.46)
95.23 (80.06 — 100.00)

5325.34 (4162.64 — 7552.54)
97.92 (95.25 — 98.84)

20.30 (0.10 — 37.10)
40.90 (0.30 — 74,70)
17.90 (0.60 — 36.40)
38.70 (18.20 — 73.20)

4.39 (3.39 — 6.56)
96.55 (90.10 — 99.50)?

598.72 (363.64 — 751.96)°
99.70 (99.57 — 99.95)f

224.42 (135.64 — 284.88)°
98.54 (98.23 — 99.79)¢

301.88 (183.54 — 398.32)"
95.77 (91.18 — 99.29)

125.10 (75.10 — 165.06)"
94.59 (86.51 — 98.88)

2181.60 (1325.88 — 2753.04)¢
98.91 (98.28 — 99.76)

926.72 (562.32 — 1165.36)
99.46 (98.77 — 99.92)

68.76 (41.58 — 86.24)°
99.68 (99.02 — 100)

9.22 (5.44 — 11.94)°
95.33 (89.66 — 100)’

10.52 (6.60 — 13.60)°
97.68 (91.45 — 100)

17.96 (10.96 — 22.76)°
98.09 (96.47 — 99.46)"

21.56 (12.94 — 27.72)°
95.60 (88.94 — 100)

7.32 (6.56 — 9.68)
97.44 (66.63 — 100.00)'

4490.86 (2727.24 — 5690.6)"
98.54 (98.23 — 99.76)

41.30 (25.20 — 92.20)°
58.00 (34.20 — 100.00)°
39.60 (23.50 — 90.20)°
55.10 (32.00 — 97.80)"

*Values are median (min + max). = p<0.001; ¢ = p = 0.037; ¢ = 0.009; ¢ = 0.015, but using calcium intake as covariate

yielded p = 0.104; ' = 0.038; ™ = 0.008.

a = Significant carryover effect (p = 0.005); therefore, valid period | significant difference (p = 0.020).
f = Significant carryover effect (p = 0.005); therefore, valid period I significant difference (p = 0.001).
9 = Significant carryover effect (p = 0.028); therefore, valid period I significant difference (p = 0.005).
h = Significant carryover effect (p = 0.040); therefore, valid period I significant difference (p = 0.021).
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The intakes and excretions of ARA and DHA differed between the evaluated formulas.
For ARA, intake was significantly higher in the NOPALM formula (18.26 mg/kg/day) (p <
0.001) while excretion did not differ between formulas. However, the intake (8.34 mg/kg/day)
and excretion (1.42 mg/kg/day) of DHA were greater for the PALM formula (p < 0.05) (Table
3).

The intestinal absorption of each individual fatty acid in the 17 infants is shown in Table
4. The absorption of total fatty acids from the PALM formula was less (97.92%) than that of
the NoPALM formula (98.54%) (p > 0.05). The absorption of the saturated lauric (C12:0) and
myristic C14:0 acids significantly better when the infants ingested the NoPALM formula.
However, the intestinal absorption of palmitic (C16:0) and stearic (C18:0) acids was not
significantly different between the formulas. It is worth noting that the absorption of the 18:2n6
(LA) and 18:3n3 (ALA) essential fatty acids (linoleic acid and a-linolenic acid, respectively)
were similar in both groups, but the NoPALM feeding group had a statistically higher
absorption of LCPUFA (ARA, p = 0.021; DHA, p = 0.038) than the PALM feeding group.

Calcium absorption, expressed as mg/kg/day or as percentage, was significantly higher
after NoPALM than PALM ingestion (p < 0.001 and p = 0.015, respectively). Similar results
were obtained for calcium retention, in which NoPALM feeding showed higher retention
compared to that with PALM feeding (p < 0.001). However, when calcium intake was used as
a covariate, the difference in calcium absorption was not significant (p = 0.104); however,
calcium retention remained higher (p = 0.024) after ingestion of the NoPALM formula [9].

Significant correlations were observed between fecal calcium excretion and fecal
excretion of fat and the major fatty acids. The correlation between the fecal excretions of
calcium and fat was significant and showed the highest correlation coefficient for the PALM
formula (rs= 0.72, p = 0.001) compared to that of the NOPALM formula (rs = 0.56, p = 0.018)

(Figure 2). The fecal excretions of the major saturated and unsaturated fatty acids were
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significantly correlated with total calcium excretion for the PALM formula. The correlations
were significant and positive for palmitic acid (rs= 0.71, p < 0.000), stearic acid (rs=0.70, p =
0.002), oleic acid (rs= 0.66, p = 0.003), and ARA (rs=0.57, p = 0.017). Fatty acids losses were
directly and significantly correlated with fat excretion in the PALM formula. Palmitic acid was
the major fecal fatty acid in most of the infants, and also showed the highest correlation
coefficient (rs = 0.85, p < 0.000), followed by stearic (rs=0.75, p < 0.000), oleic (rs=0.67, p =

0.003), and linoleic acids (rs=0.60, p = 0.011).

. *PALM (—)
S 040 F S0 NoPALM (—)
i
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2 030 2 .
E i 30 rs=0.71
g Z
g g
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Calcium excretion (mg/kg/d) Calcium excretion (mg/kg/day)

Fig. 2 Correlations between fecal excretions of calcium, fat, and palmitic acid according to

formula. rs - Spearman correlation.

Discussion

The results showed that, although formulas containing a mixture of palm olein, palm
kernel oil, and canola oil (PALM) provide proportions of palmitic acid similar to those of
human milk fat, they result in significantly lower absorption of fat and retention of calcium by
infants compared with a blend of sunflower, coconut, and soy oils (NoPALM) (Tables 1 and
4). Furthermore, we observed different absorption percentages for fatty acids in the formulas
examined in this study (Table 4). The results are concordant with those of other studies [4, 9,
12, 13] comparing calcium and fat absorption from palm olein—predominant milk-based

formulas versus formulas without palm olein.
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Compared to calcium absorption, calcium retention is more accurate markers of
functional outcomes for the impact of dietary calcium on calcium homeostasis [9, 22]. Borschel
et al. [23] demonstrated a significantly (p = 0.041) lower bone mineral content in term infants
fed a palm olein containing partially hydrolyzed whey protein-based formula compared to a
similar formula containing no palm olein. In another clinical trial, quantitative balance studies
were performed to compare calcium absorption in healthy, full term infants fed casein
hydrolysate-based and soy protein-based infant formulas with or without palm olein. The
infant’s calcium absorption was less when fed with casein hydrolysate-based and soy protein-
based with palm olein compared to when fed without olein [13].

It is important to highlight that the fat absorptions for both formulas assessed in this
study (PALM, 95.50%; NoPALM, 96.55%) were comparable to that of human milk (90.5 -
97.10%) [5, 27]. However, only the NoPALM formula offered calcium absorption and retention
(58.00% and 55.10%, respectively) similar to the reported values of breast milk (58.70% and
52.40%, respectively) [24]. An important physiological consequence of reduced calcium
bioavailability is the negative effect on bone mass accretion. Moreover, good fat absorption is
important for infants because of the high calorie content of fat and its role in brain development
[25].

A systematic review of human intervention studies on the effects of infant formulas with
the addition of palm olein on bone mineral content and bone mineral density concluded that
healthy infants fed a formula containing palm olein as the predominant oil had significantly
lower values for both parameters than those fed a formula without olein. The inclusion of this
oil in infant formula to provide a fatty acid profile at required levels leads to lower bone
mineralization [6].

Infants fed NoPALM in the current study had significantly higher fecal concentrations

of oleic, palmitic, and stearic acids versus higher fecal concentrations of palmitic, oleic, and
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linoleic acid after PALM formula feeding. Palmitic acid accounted for a large proportion of
unabsorbed fatty acids in the PALM formula (38.96%). Studies have reported that infants fed
a milk-based formula containing palm olein as a predominant fat have a higher fecal excretion
and lower absorption of palmitic acid [4, 11, 12]. In palm olein, the palmitic acid is
preferentially esterified at positions sn-1 and sn-3 of the triglyceride molecule. Thus, it is
absorbed as a free fatty acid that can bind with calcium in the intestine, forming fatty acid soaps
that are excreted fecally, resulting in the low absorption of both nutrients. Moreover, in the
intestine, the fatty acid soaps solidify because of their high melting temperature causing hard
stools and constipation in the infant. [6, 8, 9, 13].

As previously demonstrated [4, 12], the percentage of palmitic acid absorption was
similar for the PALM (97.56%) and NoPALM (95.77%) (p = 0.094) formulas (Table 4). Nelson
et al. [4] compared the absorption of fatty acids in a group of term infants fed a milk-based
formula containing palm olein (45%), soy (20%), coconut (20%), and sunflower (15%) oils
with a group fed a formula that contained a blend of safflower, coconut, and soy oils, concluding
that the absorption of palmitic acid (91.70%) was better in the formula without palm olein.
However, unlike the study of Nelson et al. [4], the PALM formula in the current investigation
contained palm kernel oil in addition to palm olein. While palm olein is extracted from the
mesocarp of the fruit Elaeis guineans, the palm kernel oil is derived from the seed of this fruit
and the two have different fatty acid compositions. Palm olein contains 40-42.5% palmitic acid,
9% of which is esterified in the sn-2 position , 9.4-13.52% is already in kernel oil, and 6% is in
the sn-2 position [26, 27]. This change in fat composition may influence the fatty acid
absorption by infants.

The lauric (C12:0) and myristic (C14:0) saturated fatty acids were significantly (p <
0.05) better absorbed by infants fed the NoPALM (99.70% and 98.54%, respectively) formula

compared to those fed the PALM (98.89% and 97.65%, respectively) formula. Raiten [1], as in
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the Assessment of Nutrient Requirements for Infant Formulas report, did not recommend
adding myristic or lauric acids to infant formulas since there are no data to indicate their specific
roles as dietary nutrients. However, these fatty acids are components of some oils used in infant
formulas, and the author does not proscribe the use of such oils [1]. Since no data are available
on which to base a recommendation, the Codex Alimentarius [15] recommends that the
maximum levels of lauric and myristic acid in infant formulas not exceed 20% of the total fatty
acids. The evaluated formulas had concentrations within these values (PALM, 12.26%;
NoPALM, 18.99%) (Table 1). Furthermore, the infants fed both formulas demonstrated
absorption percentages of lauric and myristic acid similar to those of infants fed breast milk [5].

The absorption of essential fatty acids (18:2n6 and 18:3n3) were similar for both
formulas. However, the absorption of LCPUFA (ARA and DHA) were significantly (p < 0.05)
greater for the NoPALM formula despite significantly higher DHA intake in the PALM formula
(Tables 3 and 4). The values found in this study were superior to those found by Moya et al.
[28] and Canielli et al. [29]. However, both of those studies measured the absorption of fatty
acids in premature infants, which may explain the lower values. To date, our current study is
the first and only study to report the impact of dietary palm olein on the absorption of DHA and
ARA in infants. Previous studies on palm olein evaluated infant formulas which were not
supplemented with DHA and ARA.

The importance of essential fatty acids, as dietary precursors for eicosanoid and
docosanoid formation, has been widely reported. The LCPUFA DHA and ARA are derived
from their precursors ALA and LA, respectively. However, ALA and LA cannot be synthesized
owing to the lack of the required dietary enzymatic desaturases [30]. DHA and ARA are found
in high proportions in the structural lipids of cell membranes, particularly those of the retina
and central nervous system, and their accretion primarily occurs during the last trimester of

pregnancy and the first year of life [30, 31].
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It had previously been assumed that infants could synthesize LCPUFA from essential
fatty acids (ALA and LA) through the elongase and desaturase systems. However, evidence
that infants fed formula deficient in LCPUFA have a significantly lower plasma or red blood
cell levels of DHA and ARA compared with those who were breastfed or fed formula
supplemented with LCPUFA suggests that the enzyme systems in infants may be inefficient
during the first months of life [32].

In the neonatal period, dietary n-6 and n-3 fatty acid balance is necessary to provide
essential polyunsaturated fatty acids for normal growth and development, particularly that of
the brain. This ratio is important because both essential fatty acids (ALA and LA) compete for
the same enzyme during the synthesis of LCPUFA (DHA and ARA). In this study, both
formulas were within the margin of 5:1 and 15:1 suggested by the Codex Alimentarius [15]
(PALM, 8:1; NoPALM, 12:1) and the ratio reported in breast milk (10:1) [5, 29].

Supplementation of infant formulas with DHA and ARA for term infants remains
controversial. A meta-analysis by Qawasmi et al. [33] concluded that the supplementation of
infant formulas with LCPUFA failed to show any significant effect on improving early infant
cognition; however, opposite results were reported by Jiao at al. [34]. Another meta-analysis
showed that LCPUFA supplementation of infant formulas improves infant visual acuity up to
12 months of age [35]. The European Food Safety Authority concluded from a review of the
literature that, although DHA is required for infant formula, ARA is not [36]. However,
Crawford et al. [37] do not agree with this opinion and have commented on the
recommendations around the need for ARA in infant formulas.

The data presented in this study show that the absorptions of the fatty acids DHA and
ARA were as efficient as those from breast milk [29] for the two evaluated formulas. However,
absorption (mg/kg/day) and absorption percentages were significantly higher for the NoPALM

formula.



87

Fish and algal oils are the main sources of DHA added to infant formulas. However,
unlike in breast milk triacylglycerols, in which DHA is preferentially esterified in the sn-2
position, algal and fish oils do not have a strong positional specificity; rather, there are similar
proportions at the sn-1, sn-2, and sn-3 positions [38]. Differences in the molecular structure of
the triacylglycerols in these oils may contribute to the differences in digestibility and absorption
of these two products [39].

Our results showed that DHA was better absorbed by infants fed the NoPALM formula
than those fed the PALM formula. The source of DHA may explain this difference (NOPALM,
algal oil; PALM, fish oil) since the intake of this fatty acid was significantly higher with the
PALM formula. Clandinin et al. [40] evaluated the benefits of feeding preterm infants formula
supplemented with fish and algal oils as a source of DHA. The authors observed an increase in
weight and length of infants fed DHA from algal oil but not from fish oil; however, the
mechanism for this increase was unclear. Tou et al. [41] also observed the influence of DHA
source in digestibility and tissue incorporation of rats fed diets containing different oils.

An association between the fecal excretions of calcium and fatty acids, especially
palmitic and stearic acids, was demonstrated for the PALM formula. The increase in calcium
excretion was significantly (p < 0.01) and directly proportional to the excretions of palmitic and
stearic acid in the PALM formula (rs = 0.71 and rs = 0.69, respectively). However, these
correlations were inversely proportional but not significant (p > 0.05) in the NoPALM formula
(rs =-0.10 and rs = -0.40, respectively) (Figure 2). These data reinforce the hypothesis that the
excretion and consequent absorption of calcium are closely related to the palmitic acid source
in infant formula. The palmitic acid from palm olein is not absorbed efficiently; rather, it forms
insoluble calcium soaps in the intestinal tract, rendering a portion of dietary calcium unavailable

for absorption. The observation of a high correlation between calcium and palmitic acid
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excretion in infants fed formula containing palm olein resulting in low calcium absorption and
retention is also supported by other authors [4, 12].

Whether the reduced absorption percentage of fat, fatty acids, and calcium retention
caused by the inclusion of palm olein in infant formula is clinically relevant is a matter of
perspective. Fecal loss of 0.22 g fat/kg (PALM) and 0.14 g/fat/kg (NoPALM) represents a loss
of 9.95 kJ/kg (2.4 kcal) and 6.30 kJ/kg (1.50 kcal), respectively, each day. Normal infants are
certainly capable of increasing energy intake proportionately to make up for an energy loss of
this magnitude, but preterm infants may have difficulty because of intestinal immaturity. The
fecal loss per day can be considered low, but should be taken into consideration during the first
year of life when infants are almost exclusively fed formula. As fat provides up to 50% of the
total calorie content of most infant formulas, it is important to make allowance for the variations
in absorption with different sources of fats. Estimation of caloric intake on the basis of milk
composition alone is likely to be confounding effects when fats of different origins are
concerned. Similarly, decreased retention of calcium suggests decreased bone mineral
deposition. Koo et al. [42] demonstrated that differences in calcium absorption in infants fed
formulas with and without palm olein, led to significant differences in bone mineral content at
three and six months of age. However, additional long-term studies are necessary to evaluate

this influence.

Conclusions

The use of powdered formula that is free of palm olein and palm kernel oil is associated
with improved intestinal absorption of the major fatty acids and total fat, as well as calcium
retention. The infants showed a similar absorption of essential fatty acids A and ALA; however,
the NoPALM-fed infants had higher absorption of LCPUFA (ARA and DHA). Moreover, the

DHA source in the NoPALM formula (algal oil) was better absorbed than the source in the



89

PALM formula (fish oil). Our study illustrates the important general point that differences in
formula composition may have a significant effect on the physiologic response of infants. This
emphasizes the need for research on the efficacy and safety of new formulations of breast milk
substitutes even when they conform to international guidelines for overall nutrient composition.
It is important to stress that the findings of our study of Brazilian infants were consistent with

those of previous studies on palm olein—predominant formula, despite differences in other fats.
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9. CONCLUSOES

O estudo demonstrou que lactentes a termo saudaveis alimentados com férmula infantil
a base de leite em po6 que ndo continha em sua formulacdo oleina de palma como fonte
de gordura, apresentaram maior absorcdo e retencdo de calcio, indicando que a
utilizacdo dessa fonte de lipidios em formulas infantis pode resultar em menor retengéo
de calcio com possiveis consequéncias fisiolégicas, uma vez que, a reducdo da
biodisponibilidade desse mineral pode exercer um efeito negativo sobre o metabolismo

e desenvolvimento 6sseo;

Devido ao efeito residual (carryover) que impossibilitou a avaliagdo do balanco
metabdlico da gordura nos dois periodos do estudo, verificou-se na primeira fase, uma
absorcéo percentual de gordura ligeiramente superior para lactentes que receberam
formula infantil sem adicdo de oleina de palma. Uma maior absorcdo de gordura em
uma fase da vida de intenso metabolismo, pode representar um diferencial clinico, visto
que os lipidios desempenham funcgdes especificas no metabolismo, na absorcdo de

vitaminas, na estruturagdo de membranas, dentre outras;

As blendas de Gleos vegetais utilizadas como fonte de gordura nas formulas infantis,
resultaram em diferentes absorcdes de acidos graxos pelos infantes. As criancas
apresentaram absorcao similar de acidos graxos essenciais e acido palmitico, no entanto,
a fonte de acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa da férmula sem oleina de
palma (6leo de alga) foi melhor assimilada, apresentando os maiores percentuais de

absorcao.
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10. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apontam para o fato que diferencas na composicdo de gordura em
férmulas infantis podem exercer efeito significativo sobre as respostas fisiologicas de lactentes
saudaveis, sendo a selecdo adequada de lipidios para utilizacdo em férmulas um fator
consideravelmente importante para a salde e desenvolvimento. Isso enfatiza a necessidade de
pesquisa sobre a eficicia e seguranca de novas formulacdes de substitutos do leite materno,
mesmo quando estes estejam em conformidade com as diretrizes internacionais para
composic¢do global de nutrientes. Os estudos sdo necessarios a fim de estabelecer as melhores
composicdes de macro e micronutrientes que favorecam a adequada performance nutricional
do individuo em fases precoces e que podero ter repercussdes ao longo da vida. E importante
salientar que as conclusfes do estudo com criangas brasileiras foram consistentes com 0s
resultados de estudos anteriores sobre a influéncia negativa da oleina de palma no balago

metabolico de célcio, gordura e &cidos graxos.
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11. LIMITACOES E PERSPECTIVAS DO ESTUDO

A fim de se evitar o efeito residual carryover observado nessa pesquisa, Sd0 necessarias
novas investigacdes que contemplem em seu desenho de estudo um maior intervalo de tempo
no periodo crossover, para que o efeito de transicdo possa ser anulado, permitindo assim, a
anélise comparativa dos diferentes grupos de consumo de formulas infantis nos dois periodos
propostos.

O tamanho amostral foi estabelecido para demonstrar diferencas estatisticamente
significantes nas variaveis primarias, se faz necessario, em um estudo futuro redimensionar o
tamanho amostral para que possamos confirmar o impacto das respostas observadas.

O estudo comparou os dados do balaco metabdlico de calcio, gordura e &cidos graxos dos
lactentes alimentados com formulas infantis com dados de lactentes alimentados com leite
materno (literatura). Para uma melhor avaliagdo e comparacao dos resultados, sugere-se em uma

futura pesquisa a insercao de um grupo com amamentagdo exclusiva como grupo referéncia.
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12.2 Anexo B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E PRE ESCLARECIDO

TiTULO: Comparagao da Absorgao de Calcio e Tolerancia
Gastrintestinal em Bebés Saudaveis Alimentados com
Férmulas Lacteas com Diferentes Misturas de Gordura

PATROCINADOR: Abbott Laboratérios do Brasil Ltda.
Rua Michigan, 735, Brooklin
Sao Paulo — SP, Brasil
CEP 04566-905

N°. DO PROTOCOLO:  AK76
INVESTIGADOR: Hugqda Costa Ribeiro Jr.
TELEFONE: 71-33312027

INTRODUGAO

Convidamos voceé e seu filho{a) para participarem deste estudo de pesquisa.

Antes de concordar em participar deste estudo de pesquisa, & importante que vocé leia
e entenda a explicagdo dos procedimentos propostos a seguir. Esta declaragao
descreve o objetivo, procedimentos, beneficios, riscos, desconfortos e precaugdes do
estudo. Ela também descreve os procedimentos alternativos que estao disponiveis a
vocé e seu direito de descontinuar o estudo a qualquer momento. Nenhuma garantia ou
certezas podem ser feitas com relagao aos resultados do estudo.

Se vocé nao for completamente honesto com seu médico do estudo a respeito de seu
histérico de saude, vocé podera sofrer danos ao participar do estudo.

Este estudo esta sendo conduzido pela Abbott Laboratérios do Brasil Ltda. © médico
do estudo esta sendo pago pela Abbott Laboratérios do Brasil Ltda. para conduzir este
estudo. Vocé podera fazer qualquer pergunta a qualquer momento. para se assegurar
de que sua decisao em participar do estudo ndo seja de forma alguma influenciada
para que seu filho(a) participe neste estudo de pesquisa. Vocé recebera uma copia
deste termo de consentimento.

OBJETIVO DO ESTUDO

O objetivo deste estudo de pesquisa € descobrir como bebés saudaveis lidam com o
calcio e a gordura de duas féormulas lacteas em pé disponiveis comercialmente no
Brasil e também descobrir como esses bebés toleram as férmulas. Além disso, sera
perguntado aos pais sobre sua satisfacao com as formulas.
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Perguntamos se vocé gostaria que seu bebé participasse deste estudo de pesquisa
porque seu bebé:

€ um bebé saudavel

nascido a termo

tem entre 84 e 156 dias de idade
alimentado principalmente por féormula

Caso concorde em deixar que seu bebé participe deste estudo, vocé nao devera
fornecer ao seu bebé& nenhum dos itens da lista abaixo enquanto ele estiver no estudo,
a menos que o médico lhe dé outras instrugdes:

formulas que nao sejam as do estudo

medicagdes para gases (incluindo Luftai®) -

remédios caseiros para constipacao (incluindo suco)

preparagdées com ervas (incluindo cha de camomila)

probidticos (incluindo Floratil®, Lactipan®, Florax®, etc)

reidratagao/liquidos IV (na veia)

alimentos sélidos, sucos e outras fontes de nutrigdo

suplementos vitaminicos ou minerais

NUMERO DE PARTICIPANTES/ DURAGAO DA PARTICIPAGAO

Aproximadamente 40 criangas de creches em Salvador, Bahia, Brasil, participarao
deste estudo.

A participacao de seu bebé neste estudo durara aproximadamente 14 dias, caso
ele/ela participe apenas da primeira fase de tolerancia do estudo. Fases adicionais do
estudo incluem uma fase metabdlica de 4 dias, uma segunda fase de tolerancia de 14
dias e uma segunda fase metabdlica de 4 dias. Caso seu bebé seja elegivel para todas
as fases do estudo e vocé decida permitir que seu bebé participe de todas as fases, a
participagao do seu bebé durara aproximadamente 40 dias. Em aproximadamente 7 a
10 dias apés o ultimo dia do estudo de seu bebé, a equipe do estudo contatara vocé
por telefone para obter informagdes de acompanhamento.

PRODUTOS EM ESTUDO

Os produtos em estudo sao duas férmulas lacteas em po6 para bebés disponiveis
comercialmente. As duas férmulas oferecem nutricdo completa e devem ser utilizadas
como a principal fonte de nutricdo durante a participa¢do de seu bebé no estudo.
Suplementagao ocasional com amamentagao em casa (fora da creche) durante as
fases de tolerancia do estudo é permitida se vocé concordar em pesar e registrar o
peso de seu bebé antes e depois da amamentagdo. Se seu bebé participa de todas as
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fases do estudo, ele/ela podera consumir apenas as féormulas em estudo durante as
fases metabdlicas do estudo. Nao sera permitida suplementagao com leite materno
durante as fases metabdlicas.

Uma das férmulas em estudo contém oleina de palma (gordura extraida do éleo de
palma) como a principal fonte de gordura. A outra férmula em estudo nao contém
oleina de palma. A oleina de palma é incluida em muitas férmulas infantis para imitar a
quantidade de gordura no leite humano. Qutras férmulas infantis contém tedas as
combinagdes de gorduras vegetais sem a oleina de palma. O tipo de gordura presente
nas férmulas infantis pode afetar a boa absor¢ao de gorduras e calcio pelos bebés e a
forma como eles toleram as férmulas. O teor nutricional de cada uma dessas férmulas
atende a Nutritional Labeling and Education Guidelines [Diretrizes para Educagao e
Rotulagem Nutricional] (NLEA) conforme estabelecido pela Agéncia de Controle de
Medicamentos e Alimentos norte-americana (FDA) e pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Ministério da Saude Brasileiro.

A férmula em estudo que seu bebé recebera, sera designada aleatoriamente (como
jogar cara/coroa). Seu bebé tera chances iguais de receber uma das formulas em
estudo. Caso seu bebé participe de todas as fases do estudo, ele/ela tera a formula em
estudo trocada para a outra férmula apés a conclusao da primeira fase metabdlica do
estudo. Nem vocé, nem a equipe do estudo saberao qual formula seu bebé recebera.
Esta informagao estara disponivel apenas para o médico do estudo, caso seja
necessario em uma emergéncia.

PROCEDIMENTOS

Voceé e seu bebé terdo visitas do estudo diarias na creche,durante os dias de semana
na primeira fase de tolerancia de quatorze dias do estudo (Dias 1 — 14 do Estudo). Seu
Dia 1 do Estudo durara aproximadamente 30 — 60 minutos. Os dias posteriores das
visitas do estudo na creche durarao aproximadamente 15 — 30 minutos. O Dia 14 do
Estudo sera o ultimo dia do estudo se seu bebé nao estiver participando da fase
metabdlica do estudo e a duragao total da participacao de seu bebé sera de
aproximadamente 14 dias.

Caso seu bebé seja elegivel para participar da fase metabdlica do estudo, assim que
completar a primeira fase de tolerancia de quatorze dias, ele sera internado na Ala
Metabdlica da Unidade Metabdlica Fima Lifshitz, no Centro Pediatrico Prof. Hosannah
de Oliveira do Complexo Hospitalar Universitario Professor Edgar Santos, Universidade
Federal da Bahia, Salvador, Bahia, Brasil, onde ficara por 4 dias para participar da
primeira fase metabdlica do estudo (Dias 15 — 18 do Estudo). Bebés elegiveis incluem
aqueles do sexo masculino que completem com sucesso os primeiros 14 dias do
estudo e que nao usem qualquer antibiético, suplementos vitaminicos/minerais ou
probidticos nos 3 dias imediatamente anteriores a fase metabdlica. Assim que
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completar a fase metabdlica, seu bebé retornara para casa. Em seguida, seu bebé
participara da segunda fase de tolerancia de quatorze dias do estudo (Dias B1 - B14
do Estudo) e vocé e seu bebé terdao novamente visitas diarias do estudo na creche
durante os dias de semana. Finalmente, se seu bebé ainda for elegivel, ele sera
internado novamente na Ala Metabdlica do Hospital Professor Edgar Santos, onde
ficara por 4 dias para participar da segunda fase metabdélica do estudo (Dias B15 - B18
do Estudo). O Dia B18 do Estudo sera o ultimo dia do estudo. Podera haver intervalos
de 2 a 3 dias entre as fases do estudo devido aos finais de semana e feriados. Nesse
caso, vocé sera orientado a continuar alimentando o bebé com a férmula em estudo
designada durante esses intervalos. A duragao total da participagao de seu bebé em
todas as quatro fases do estudo sera de aproximadamente 38 — 40 dias.

A equipe do estudo podera ligar para vocé entre as visitas para ver como esta seu
bebé, lembra-lo das visitas do estudo e de continuar com o registro em casa, e para
esclarecer as informacgdes que vocé tenha fornecido anteriormente. Vocé também
recebera uma chamada telefénica de acompanhamento em 7 a 10 dias apos o ultimo
dia do estudo se seu bebé apresentar um evento médico em andamento no ultimo dia
do estudo.

Visita do Dia | do Estudo

Esta visita ocorrera quando seu bebé tiver 84 a 156 dias de idade. Sera solicitado que
vocé leia, discuta, assine e date este termo de consentimento antes que qualquer
procedimento do estudo seja realizado. Os seguintes procedimentos e avaliagées
serdo realizados na creche:

Vocé devera fornecer informagdes iniciais sobre o sexo, raga, etnia, idade gestacional,
histérico meédico, peso no nascimento, comprimento no nascimento, circunferéncia
da cabega no nascimento, tipo de parto e consumo alimentar antes do estudo.

O peso, comprimento e circunferéncia da cabecga de seu bebé serdo medidos.

Seu bebé sera designado aleatoriamente (como jogar cara/coroa) para receber uma
das férmulas em estudo.

Seu bebé comecara a consumir a formula em estudo designada, conforme preparagao
na creche pela equipe do estudo. )

A equipe do estudo medira e registrara o nimero, consisténcia e cor das fezes e o
consumo diarios, a incidéncia de rejei¢cao (cuspe) e vomito associados a
alimentagao e a ocorréncia de irritagcdo e gases de seu bebé.

A equipe do estudo revisara as instru¢des para misturar, armazenar e administrar a
férmula antes de liberar seu bebé para passar a noite em casa. Vocé recebera
instrugcdes por escrito também.

Voceé recebera a formula em estudo em quantidade suficiente para alimentar seu bebé
em casa até a chegada a creche no dia seguinte. Vocé recebera o po6 da férmula
em estudo pré-medida em frascos transparentes com indicagao de volume e agua
limpa e potavel engarrafada.
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Em casa, vocé preenchera os registros de consumo e fezes diarios. Vocé registrara o
consumo da férmula, o nimero, consisténcia e cor das fezes, a incidéncia de
rejeicao (cuspe) e vomito associados a alimentacgao e a ocorréncia de irritagao e
gases.

Em casa, vocé alimentara o bebé com a férmula em estudo como principal fonte de
alimentagao. Caso amamente ocasionalmente, vocé pesara seu bebé antes e
depois de cada amamentagao. Voceé registrara esses pesos e o nimero de
amamentacdes em um formulario fornecido pela equipe do estudo para vocé. Vocé
recebera uma balanga e sera treinada sobre como usa-la.

Visitas dos Dias 2 a 13 do Estudo
Nos Dias 2 a 13 do Estudo, os seguintes procedimentos e avaliagdes serao realizados:

Vocé devolvera os registros do consumo e fezes diarios e os registros de quaisquer
pesos e suplementacao que tenha preenchldo em casa desde a ultima visita do
estudo.

A equipe do estudo revisara os registros de consumo e fezes completos com vocé para
garantir que eles estejam corretos, legiveis e completos.

Caso tenha amamentado ocasionalmente seu bebé, a equipe do estudo também
revisara seus registros de peso e suplementagao preenchidos com vocé para
garantir que eles estejam corretos, legiveis e completos.

Vocé recebera um novo treinamento, conforme necessario, sobre o preenchimento dos
registros de consumo, fezes, peso e suplementagdo. Vocé continuara a preencher
esses registros até o Dia 14 do Estudo.

Sera perguntado a vocé sobre a experiéncia de seu bebé em casa desde o Gltimo dia
na creche, incluindo os seguintes itens:

houve alguma mudanga na saude de seu bebé?

seu bebé consumiu alguma férmula que ndo seja a féormula em estudo?

seu bebé foi amamentado?

seu bebé usou alguma medicagao, suplementos vitaminicos/minerais, remédios
caseiros, preparagdes com ervas, probidticos, reidratacao/ liquidos IV,
alimentos, sucos ou outras fontes de nutrigao?

O peso de seu bebé sera medido pela equipe do estudo na creche, exceto nos finais de
semana e feriados.

Enquanto seu bebé estiver na creche, ele sera alimentado somente com a férmula em
estudo designada, conforme preparagdo pela equipe do estudo.

Enquanto seu bebé estiver na creche, a equipe do estudo medira e registrara o
namero, consisténcia e cor das fezes e o consumo diarios, a incidéncia de rejeigao
(cuspe) e vomito associados a alimentagdo e a ocorréncia de irritagao e gases.

A equipe do estudo revisara as instrugdes para administragdo da férmula antes de
liberar seu bebé para passar a noite em casa.

Vocé recebera a formula em estudo em quantidade suficiente para alimentar seu bebé
em casa até a chegada a creche no dia seguinte. Vocé recebera o pé da férmula
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em estudo pré-medida em frascos transparentes com indicagao de volume e agua
limpa e potavel engarrafada com instrugdes claras sobre como misturar, armazenar
e administrar a formula.

Em casa, vocé alimentara o bebé com a férmula em estudo como principal fonte de
alimentagao. Caso vocé amamente ocasionalmente, vocé pesara seu bebé antes e
depois de cada amamentagao. Vocé registrara esses pesos € o niumero de
amamentagdes em um fermulario fornecido pela equipe do estudo para vocé.

Visita do Dia 14 do Estudo

O Dia 14 do Estudo € o uitimo dia do estudo para bebés que nao participam das
proximas fases do estudo. No Dia 14 do Estudo, os seguintes procedimentos e
avaliacoes serao realizados:

Vocé devolvera os registros do consumo e fezes diarios e os registros de quaisquer
pesos e suplementacao que tenha preenchido em casa desde a visita anterior do
estudo.

A equipe do estudo revisara os registros de consumo e fezes completos com vocé para
garantir que eles estejam corretos, legiveis e completos.

Caso tenha amamentado ocasionalmente seu bebé, a equipe do estudo também
revisara seus registros de peso e suplementagdo completos com vocé para garantir
que eles estejam corretos, legiveis e completos.

Vocé preenchera o Questionario de Satisfagao da Férmula.

O peso, comprimento e circunferéncia da cabega de seu bebé serao medidos pela
equipe do estudo.

Sera perguntado a vocé sobre a experiéncia de seu bebé em casa desde o ultimo dia
na creche, incluindo os seguintes:

Houve alguma mudanc¢a na saude de seu bebé?

Seu bebé consumiu alguma férmula que nao seja a formula em estudo?

Seu bebé foi amamentado?

Seu bebé usou alguma medicacao, suplementos vitaminicos/minerais, remédios
caseiros, preparagées com ervas, probioticos, reidrata¢ao/ liquidos IV,
alimentos, sucos ou outras fontes de nutricao?

Se este for o dltimo dia do estudo de seu bebé e ele/ela apresentar algum evento
meédico em andamento, vocé recebera um telefonema de acompanhamentoem 7 a
10 dias para determinar o desfecho do evento médico.

Caso seu bebé seja elegivel para continuar na fase metabélica do estudo, vocé
recebera a formula em estudo em quantidade suficiente para alimenta-lo em casa
até o Dia 15 do Estudo, quando ele sera internado na Ala Metabdlica da Unidade
Metabdlica de Fima Lifshitz, do Centro Pediatrico Prof. Hosannah de Oliveira do
Complexo Universitario Professor Edgar Santos, Universidade Federal da Bahia,
Salvador, Bahia, Brasil. Vocé recebera o pé da formula em estudo pré-medida em
frascos transparentes com indicag@o de volume e agua limpa e potavel engarrafada
com instrugdes claras sobre como misturar, armazenar e administrar a formula.
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Vocé continuara a preencher os registros de consumo e fezes diarios, e registros de
peso e suplementacao diarios caso ele seja amamentado, até que seu bebé& chegue
a Ala Metabdlica.

Visita a Metabdli Dias 1

No Dia 15 do Estudo, caso seu bebé seja elegivel, ele sera internado na Ala

Metabdlica, onde ele permanecera em uma cama metabdlica especial por 4 dias e 3

noites. A cama metabdlica é especialmente desenhada para coletar amostras de urina

e fezes. Os seguintes procedimentos e avaliagées serdo realizados :

Assim que chegar na ala metabdlica e, novamente, 72 horas depois, seu bebé
recebera marcador fecal azul brilhante em aproximadamente 62,2 gramas da
férmula em estudo.

Seu bebé sera alimentado exclusivamente com a férmula em estudo até receber alta
da ala no Dia 18 do Estudo. Nenhuma suplementacdo com leite materno ou
alimentos solidos ou sucos sera permitida.

A equipe do estudo preenchera os registros de consumo e fezes diarios de seu bebé.

Seu bebé sera pesado diariamente.

As fezes de seu bebé serdo coletadas e, entdo, analisadas quanto ao teor de gordura e
calcio.

Seu bebé tera alta da ala metabdlica assim que completar o estudo metabélico no Dia
18 do Estudo.

A férmula em estudo de seu bebé sera, entdo, trocada para a outra férmula. Vocé
recebera a formula em estudo em quantidade suficiente para alimentar seu bebé em
casa até o Dia B1 do Estudo (inicio da segunda fase de tolerancia). Vocé recebera
0 p6 da férmula em estudo pré-medida em garrafas transparentes com indicagao de
volume, agua limpa e potavel engarrafada com instrugdes claras sobre como
misturar, armazenar e administrar a férmula. Vocé preenchera os registros de
consumo e fezes diarios e registros do peso e suplementagao, caso tenha
amamentado, até que seu bebé inicie a segunda fase de tolerancia no Dia B1 do
Estudo na creche.

1 1 [+)
Seu bebé ira repetir todas as visitas e procedimentos descritos acima para os Dias 1 a
18 do Estudo enquanto estiver consumindo a outra féormula em estudo entregue a vocé
no Dia 18 do Estudo. Os Dias B1 — B14 do Estudo serdo a segunda fase de tolerancia.
Os Dias B15 - B18 do Estudo serdo a segunda fase metabdlica. Assim que tiver alta da
Ala Metabdlica no Dia B18 do Estudo, seu bebé deixara o estudo. Caso seu bebé
apresente um evento médico em andamento no Dia B18 do Estudo, vocé recebera um
telefonema de acompanhamento em 7 a 10 dias para determinar o desfecho do evento
meédico.

RISCOS E DESCONFORTOS
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Existem certos riscos associados a participagao neste estudo. Seu bebé podera nao
aceitar a formula em estudo. Sinais de que seu bebé ndo consegue aceitar a férmula
em estudo sao constipagao, diarréia, gases, irritagao, rejeicao (cuspe), vomito,
intolerancia e recusa em beber a formula em estudo. Seu bebé podera chorar ou ficar
irritado quando for internado na Ala Metabdlica pois se trata de um lugar estranho para
ele. As chances de seu bebé apresentar uma reagdo ao marcador fecal azul brilhante
sao quase nulas, ja que € um produto de grau alimenticio.

Somente o paciente em estudo devera receber a formula em estudo. Ela devera ser
mantida fora do alcance de criangas e pessoas que possam nao ser capazes de ler e
entender as instrugdes do estudo.

Caso seu bebé apresente qualquer problema com a férmula em estudo, contate o
meédico ou a equipe do estudo assim que possivel.

RISCOS NAO PREVISTOS

Podem existir riscos ndo conhecidos ao participar deste estudo, inclusive uma reagao
alérgica, que se nao for tratada imediatamente, pode ser uma ameaga a vida.

NOVOS ACHADOS

Vocé sera informado em um momento oportuno, caso novas informagdes que possam
ser relevantes ao seu desejo em continuar a permitir que seu bebé participe deste
estudo estiverem disponiveis.

BENEFICIOS

Nao se espera que seu bebé receba qualquer beneficio médico direto por sua
participacao no estudo. Os resultados deste estudo podem beneficiar outros no futuro.

TRATAMENTOS ALTERNATIVOS

Este estudo é voltado apenas para a pesquisa. Sua alternativa é nao participar neste
estudo. Caso decida que vocé nao quer que seu filho participe deste estudo, outras
formulas infantis padrao estdo disponiveis.

COMPENSACAO POR LESAO

Se seu bebé sofrer uma lesdao como resultado direto de sua participagao neste estudo,
contate imediatamente o médico do estudo, Dr. Hugo da Costa Ribeiro Jr. O médico do
estudo revisara a situagao. Se necessario, 0 médico do estudo fornecera tratamento ou
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encaminhara seu bebé para tratamento.

Caso o médico do estudo determinar que uma complicacao, lesdo ou doenca exigindo
tratamento médico de emergéncia é resultado da participacao deste estudo, sera
fornecido tratamento médico apropriado sem nenhum custo a vocé, A Abbott concorda
em pagar todas as despesas médicas razoaveis necessarias para tratar tal lesio;

desde que vocé nao seja ressarcido de outra forma pelo seguro de saude, e
desde que vocé tenha seguido todas as instrugdes do médico e/ou equipe do
estudo.
Este acordo para fornecer tratamento médico nao inclui complicagdes, lesdes ou
doengas que seu bebé possa ter adquirido enquanto ele/ela estava no estudo se essas
complicagdes nao forem resultado da formula em estudo. Nao ha planos para
pagamento adicional por perdas salariais, dor e sofrimento, ou por outras perdas.

Ao assinar este termo de consentimento, vocé ndo abre mao de qualquer direito de seu
bebé.

CUSTOS

Nao havera custos para vocé por sua participagao neste estudo. As férmulas do
estudo, visitas e procedimentos do estudo serdo fornecidos sem nenhum custo a vocé
ou seu plano de saude. Vocé sera cobrado por todo tratamento médico que nao seja
parte do estudo. Esses podem incluir aqueles relacionados ao tratamento médico de
seu bebé (taxas hospitalares e médicas) que nao sao parte deste estudo.

CONFIDENCIALIDADE

Os registros da participagao de seu bebé no estudo serao mantidos em sigilo, salvo se
a divulgacgao for exigida pela lei ou conforme descrito neste termo de consentimento
livre e esclarecido (em “Confidencialidade” ou “Autorizagao para Uso e Divulgagao de
Informagdes de Salde Protegidas™). O médico do estudo, o patrocinador ou as pessoas
que trabalham em nome do patrocinador e em circunstancias especiais, a Agéncia de
Controle de Alimentos e Medicamentos norte-americana (FDA) e o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) poderdo inspecionar e fazer copias dos registros sigilosos
relacionados ao estudo que identifiquem vocé e seu bebé pelo nome. Portanto, ndo se
pode garantir sigilo absoluto. Caso os resultados deste estudo sejam publicados ou
apresentados em reunides, vocé ndo sera identificado.

COMPENSAGCAO PELA PARTICIPACAO

Nenhum tipo de compensagao financeira sera fornecido a vocé. A formula em estudo
sera fornecida gratuitamente ao seu filho enquanto ele estiver participando do estudo.
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CONTATO DE EMERGENCIA / CONTATO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
(CEP)

Caso tenha alguma pergunta sobre este estudo ou sobre a participagdo de seu bebé
neste estudo, ou se vocé achar que seu bebé possa ter apresentado uma lesao
relacionada a pesquisa ou uma reagao a formula em estudo, contate o médico do
estudo, Dr. Hugo da Costa Ribeiro, Jr, no nimero relacionado na pagina 1 deste
documento.

Caso tenha alguma pergunta sobre os direitos de seu bebé como participante da
pesquisa ou reclamagdes a respeito deste estudo de pesquisa, vocé devera ligar ou
escrever para o Comité de Etica em Pesquisa da Maternidade Climério de Oliveira, 55-
71-32838043, de segunda a sexta-feira das 8:00 as 12:00 e das 14:00 as 18:00.

PARTICIPAGAO / RETIRADA VOLUNTARIA

Sua decisao em permitir que seu bebé participe deste estudo é voluntaria. Vocé pode
escolher ndo permitir que seu filho participe ou vocé podera retirar seu filho do estudo
por qualquer motivo, sem penalidades ou perda de beneficios aos quais seu bebé teria
direito de outra forma e sem qualquer efeito no tratamento médico futuro de seu bebé.

O médico do estudo ou o patrocinador podera interromper a participagao de seu bebé
no estudo a qualquer momento sem 0 seu consentimento por qualquer um dos
seguintes motivos:

0 médico do estudo acha que & necessario para a segurancga e salude do seu bebé;

vocé nao seguiu as instrugdes do estudo;

o patrocinador interrompeu o estudo;

seu bebé nao atende mais as exigéncias de qualificagao;

vocé nao consente mais com qualquer alteragao futura que possa ser feita ao
estudo;

motivos administrativos exigem a retirada de seu bebé;

o numero desejado de participantes ja foi alcangado neste estudo; ou

outros motivos.

Se retirar seu bebé do estudo antes da visita final programada, entdo, o médico do
estudo pedira que seja feita uma visita final com seu bebé para que sejam feitos os
procedimentos do final do estudo e devolugdo de toda a férmula em estudo ndo
utilizada.

A participagao neste estudo n3o deve substituir o tratamento médico de rotina pelo
meédico principal que presta cuidados ao seu bebé.
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INFORMAGOES COM RELAGAO AO ACESSO A INFORMAGOES DE SAUDE
PESSOAIS DE SEU BEBE A PARTIR DE SEUS REGISTROS MEDICOS

As informagdes de sadide pessoais de seu bebé a partir de seus registros medicos e/ou
registros do estudo serdo coletados neste estudo. Elas serdao usadas para pesquisa
clinica e também para buscar aprovagao de autoridades regulatérias nacionais e/ou
estrangeiras para comercializar a formula em estudo. Elas também poderao ser usadas
em relatérios de estudo ou em apresentagdes cientificas, no entanto, tais relatérios e
publicagdes nao identificarao seu bebé pelo nome. As informagdes pessoais deste
estudo sobre seu bebé também poderao ser usadas em pesquisas médicas futuras.

Registros que identifiquem vocé ou seu bebé serdo mantidos em sigilo, salvo na
medida acordada mutuamente com esta autorizacgo e na medida permitida pelas leis
e/ou regulamentos aplicaveis, os resultados publicados nao identificarao os pacientes
do estudo pelo nome.

Assinando este termo, vocé autoriza o investigador e a equipe do estudo a permitir que
a Abbott, suas empresas afiliadas ou empresas independentes monitorem o estudo e
os resultados das auditorias em nome da Abbott, para acessar os registros médicos
originais de seu bebé& com o objetivo de coletar dados, verificar se os dados estdao
corretos e verificar se o estudo esta sendo conduzido de forma apropriada, na medida
permitida pela lei em vigor. Além disso, a Abbott, suas empresas afiliadas e outras
empresas que trabalhem com a Abbott, o investigador e a equipe do estudo, o(s)
comité(s) de ética e autoridades regulatérias nacionais e estrangeiras responsaveis
pela vigildncia de estudos de pesquisa terdo acesso aos registros médicos de seu bebé
por meio de um formulario que ndo mencione o0 nome de seu bebé para completar a
pesquisa, incluindo a coleta, processamento, andlise, uso e armazenamento de dados.
Algumas dessas organizagdes podem estar localizadas em outros paises, inclusive nos
Estados Unidos. Outros paises podem nao ter leis que protejam a privacidade de seu
bebé na mesma medida que as leis de seu pais, mas a Abbott tomara medidas
razoaveis para proteger a privacidade de seu bebé. As informagdes coletadas como
parte do estudo podem ser transferidas a essas organizagdes por meio de um
computador.

Vocé podera ser retirado do estudo a qualquer momento. Caso seja retirado do estudo,
os dados obtidos antes de sua retirada ainda poderao ser usados apds a sua retirada
na medida permitida pela lei em vigor, mas nenhum dado novo sera coletado apés sua
retirada do estudo.

Vocé tem o direito de ver e fazer copias dos registros relacionados ao estudo de seu
filho conforme permitido pela lei em vigor. Vocé podera solicitar tais registros ao
investigador. No entanto, para garantir a integridade cientifica do estudo, vocé
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concorda que vocé nao podera revisar ou fazer copias de alguns dos registros de seu
bebé relacionados ao estudo até que o estudo tenha sido concluido.

PRE-CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Li e compreendi este Termo de Pré-Consentimento Livre e Esclarecido. Eu tive a
oportunidade de fazer perguntas e todas as minhas duvidas foram respondidas de
forma satisfatéria. Concordo voluntariamente que meu bebé participe deste estudo de
pesquisa. Assinando este termo de consentimento, ndo abri mao de quaisquer direitos
que meu bebé teria direito de outra forma como um paciente em um estudo de
pesquisa. Eu autorizo o uso e a divulgagao das informagdes de saide de meu bebé as
partes relacionadas na se¢ao acima com relagdo as informagdes a respeito do acesso
aos registros médicos de meu bebé para os objetivos descritos acima. Receberei uma
copia assinada e datada deste termo de consentimento para meus registros.

Ao assinar este termo de pré-consentimento livre e esclarecido, confirmo que tenho
autoridade legal (custodia legal) para permitir que esta crianga participe do estudo.,

Forneci copias dos papéis de tutela que documentam que tenho a autoridade legal
descrita acima ao médico do estudo ou pessoa designada (por favor, anexe)

Nome do Paciente em Letras de Forma

Nome do Pai/Mae ou Tutor Legalmente Autorizado em Letras de Forma'

Assinatura do Pai/Mae ou Tutor Legalmente Autorizado Data

Nome da Pessoa que Conduziu a Discussio do Consentimento em Letras de Forma

Assinatura da Pessoa que Conduziu a Discussao Data
do Consentimento em Letras de Forma .
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12.3 Anexo C — Parecer do Comité de Etica
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP/MCO/UFBA

e MATERNIDADE CLIMERIO DE OLIVEIRA
UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
m I0RGO003460, Assurance FWAQ0002471, October 26, 2010
o IRB00004123, October 5, 2007 - October 4, 2010

Yo g T AW, G - Wonprial Linrrnsias Pobos Kl Nnaie, |* avbes
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PARECER/RESOLUCAO N.” 047/2009

Registro CEP. 042/09 (Este n® deve ser citado nas corvespongincias refenenics a este prujeto)

Titulo do Projeto. “Protocolo AK76 — Tolerdncia Gustrointestinal ¢ Absor¢io de
Cilcio Comparativa em Lactantes a Termo Saudiveis, Alimentados com Farmulas
4 Base de Leite com Diferentes Combinagdes de Gordura™, versio 1, datada de 08
de Marco de 2009. “Termo de Consentimento Livre ¢ Pré-Esclarecido” datado de
006 de Abril de 2009,

Patrocinio/Financlamento. Abbott Laboratorios do Drasil Ltda, Orgamento detalhado,
suficiente

Pesquisador Responsivel. Professor, Doutor, Hugo da Costa Ribeiro Junior
Professurs, Doutors, Angela Peixoto de Mattos ¢ Mestre Teresa Cristina Medrado
Riheiro, componentes do “staff” “"Curricula Vitae " apensos

Instituiciio. Complexo Hospitalar Universitario Professor Edgard Santos, este integrado
também pelo Centro Pediatrico Professor Hogannah de Oliveira ¢ pelo Pavilhio
Professor José Francisco Magalhdies Neto, Universidade Federal da Bahia C-
HUPES/CPPHO/PPIFMN/UFBA.

Area ¢o Conhecimento. 4,00, Ciéncias da Satde; 4.05, Nutrigho; Nivel D; Grupo 111

Objetivo Geral — avaliar a tolerincia pastrointestinal ¢ a absor¢iio de calcio.
compa-ativamente em lactantes a termo normal, saudaveis, ufilizando-se as duas
formul s de leite propostas, com ¢ sem “oleina de palma™ como gordura principal
Varidvel Principal e Secundirias, de Basc ¢ de Seguranga, serdo consideradas

Resumo. Trata-se de estudo randomizado, cego, de sbsorgdo e tolerincia, cruzado.
Serdio selecionados 40 (quarenta) Iactantes saudaveis em creches de Salvador. Critérios
de Inclusio. de Exclusio, Anilise Estatistica, Cronograma, Orcamento,
Questiondrios ¢ “Termo de Consentimento Livre ¢ Pré-Esclarecido™ (TCLPE)
aNeXos,

Comeantirios. O Projeto estit bem formulado, com Resumo ¢ Fundgmicaiagio
bem e<plicitados. O TCLPE, porém, redigido em 12 (doze) pa ~com” g1z A

Guantizade de informagdes que podem vir a confundir os paist ou respmtgygs ’
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TR MATERNIDADE CLIMERIO DE OLIVEIRA
UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
ﬁ IORG0003460. Assurance FWA00002471, October 26, 2010
bR IRB00004123, October 5, 2007 - October 4, 2010
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Recomenda-se entdio, atengdo redobrada ao Pesquisador Responsivel para que ©
conteado do mesmo seja bem oxplicitado ¢ fornecido, se necessario, em mais de uma
ctapa. Protocolo aprovivel.

/¢"‘ /JL)[/ A 0. Salvador. 27 de Maio de 2009

s e —— — I
Professor, Doutor, Amonio dos1
Coordenador ~ CEP/MCO/UFBA

———

Observacio importante: toda a documentagdo anexa do0 Protocolo proposto e
rubricada pelo (a) Pesquisador (2), arquivada neste CEP, e também a outra devolvida
com a rubrica da Secretaria deste (a) a0 (4) mesmo (a), faz parte intrinseca deste
Parecer/Resoluglio ¢ nas “Recomendagdes Adicionais” apensas, bem como 2
impostergdvel entrega de relatorios parciais ¢ final como consta nesta liberagio,
(Modelo de Redagdio para Relatorio de Pesquisa, anexo)
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12.4 Anexo D — Registro Clinical Trial

08/08/2016 Comparative Ca Absorption and Tolerance in Healthy Term Infants Fed Milk-based Formulas With Different Fat Blends - Full Text View - ClinicalT ...

ClinicalTrials.gov

A service of the U.S. National Institutes of Health

Comparative Ca Absorption and Tolerance in Healthy Term Infants Fed Milk-based Formulas With Different

Fat Blends
This study has been completed. ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT00941564
Sponsor:
Abbott Nutrition First received: July 14, 2009

Information provided by:
Abbott Nutrition

Last updated: November 24, 2010
Last verified: November 2010
History of Changes

Full Text View Tabular View No Study Results Posted Disclaimer How to Read a Study Record

B Purpose

The objective is to assess the comparative calcium absorption and gastrointestinal (Gl) tolerance in healthy normal term infants fed two
commercially available powdered milk-based formulas which contain different fat blends.

Study Type:
Study Design:

Official Title:

Condition Intervention Phase

Infant Other: Infant Formula milk based Phase 4
Other: Infant formula milk based

Interventional

Allocation: Randomized

Endpoint Classification: Efficacy Study

Intervention Model: Crossover Assignment

Masking: Double Blind (Subject, Investigator, Outcomes Assessor)
Primary Purpose: Treatment

"Comparative Calcium Absorption and Gastrointestinal Tolerance in Healthy Term Infants Fed Milk-based Formulas With
Different Fat Blends"

Resource links provided by NLM:

MedlinePlus related topics: Calcium Infant and Newborn Nutrition

U.S. FDA Resources

Further study details as provided by Abbott Nutrition:

Primary Outcome Measures

= Calcium absorption [ Time Frame: 18 days ] [ Designated as safety issue: No |

Secondary Outcome Measures:

= Calcium retention, fat absorption, tolerance [ Time Frame: 18 days ] [ Designated as safety issue: No ]

Enroliment

33

Study Start Date: March 2010
Study Completion Date: May 2010
Primary Completion Date: May 2010 (Final data collection date for primary outcome measure)

Arms Assigned Interventions
Experimental: Commercially available infant formula A Other: Infant Formula milk based
Varying fat blend from comparator product Consume ad lib

Active Comparator: Commercially available infant formula B Other: Infant formula milk based

consume ad lib

hitps://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT0094 1564 12
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08/08/2016 Comparative Ca Absorption and Tolerance in Healthy Term Infants Fed Milk-based Formulas With Different Fat Blends - Full Text View - ClinicalT...
B> Eligibility
Ages Eligible for Study: 84 Days to 159 Days (Child)

Genders Eligible for Study- Both
Accepts Healthy Voluntieers:  Yes

Criteria
Inclusion Criteria:

= Infant in good health, full term, singleton birth and 84-156 days of age at enrollment. Male infants only to be enrolled for primary variable
measures.

= Restrict use of certain medications or home remedies, herbal preparations, probiotics or rehydration/intravenous (IV) fluids.
Exclusion Criteria

= Adverse maternal, fetal or infant medical history that is thought by the investigator to have potential for effects on tolerance, growth, and/or
development.

« Infant has been treated with antibiotics 3 days prior to enroliment.

« Infant has received probiotics-cantaining products 3 days prior to enrollment

* Contacts and Locations

Choosing to participate in a study is an important personal decision. Talk with your doctor and family members or friends about deciding to join a
study To learn more about this study, you or your doctor may contact the study research staff using the Contacts provided below. For general
information, see Learn About Clinical Studies.

Please refer to this study by its ClinicalTrials.gov identifier: NCT0094 1564

Locations

Brazil

Department of Pediatrics, Federal University of Bahia
Salvador, Bahia, Brazil

Sponsors and Collaborators

Abbott Nutrition

Investigators

Study Director:  John Lasekan, PhD  Abbott Nutrition

B> More Information

Publications automatically indexed to this study by ClinicalTrials gov Identifier (NCT Number):

Leite ME, Lasekan J, Baggs G, Ribeiro T, Menezes-Filho J, Pontes M, Druzian J, Barreto DL, de Souza CO, Mattos A, Costa-Ribeira H Jr
Calcium and fat metabolic balance, and gastrointestinal tolerance in term infants fed milk-based formulas with and without palm olein and palm
kernel oils: a randomized blinded crossover study. BMC Pediatr. 2013 Dec 24;13:215. doi: 10.1186/1471-2431-13-215

Responsible Party: Bobbie Swearengin, Abbott Nutrition
ClinicalTrials.gov Identifier: NCTO00941564  History of Changes
Other Study ID Numbers: AK76

Study First Received: July 14, 2009
Last Updated: November 24, 2010
Health Authority: Brazil: Ethics Committee

ClinicalTrials.gov processed this record on August 07, 2016

https:/clinicaltrials gov/ct2/show/NCT00941564 272



118

12.5 Anexo E — Planilhas do Excel para Calculos

2 Peso (Kg)
4 Dia 1 [ Dia2 I Dia3 [ Dia4
5 Peso [Kg) 8,31 | 8,32 | 8,29 | 8,34
6 Média Peso 8,32
7
8 Ingest3o da Férmula (g)
9
10 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
1 Nimero de Ingestdes Ingestdo (g} Ingestdo (g) Ingestdo (g) Ingestdo (g)
12 1 36 136 137
13 2 132 110 117
14 3 73 54 137
15 4 88 96 133
16 5 120 88 138
17 6 64 62 55
18 7 46 113 91
19 8 81 43 108
20 5 58
21 10
22 Total de Férmula Ingerida dia (g) 640 742 974 0
23 Formula Ingerida (g/Kg/d) 94,45
4 » .| ARC ASR AVS CAJ Dss FHS GST ICA JPS 010 JPS 011 LCA LFS PD{ ... 4
25 Gordura Total
26
27 |% de gordura na férmula 3,93
28
29 Dia1 [ Dia 2 [ Dia3 [ Dia4
30 Gordura ingerida por dia (g) 25,15 29,16 38,28 0,00
31 Total de Gordura Ingerida (g/Kg/d) 3,71
32
22 Dial Dia2 Dia3 Diad
34 Pesodasfezes(g) | % gordurafezes Pesodasfezes(g) | %gordurafezes |Pesodas fezes (g)[% gordura fezes| Peso das fezes (g) [ % gordura fezes|
25 |Amostra de Fezes | 19,00 | 5,58 7,00 | 5,23 15,00 | ss8
36 |Gordura por dia (g) 0,00 1,06 0,44 0,83
27 Total de Gordura Excretada (g/Kg/d) 0,09
38
E Dial | Dia2 | Dia3 | Diad
20 |Gordura Absorvida por dia (g) 25,15 | 28,10 | 37,84 | 0,83
41 Gordura Absorvida (g/Kg/d) 3,62
42 |% de Gordura Absorvida (g/kg/d) 97,49
43
< » .| ARC | ASR CAJ | DSS | FHs | GST | Jca | Jpsoio | Js011 | LCA | LFS | PDI .. ] v
=0 Cle:0
#1 | mg de AG na fdrmula
2
a3 Dia 1 T Dia Z T Dia 3 T Dia 4
=4 C16:0 Ingerido por dia [mq] 28E,10 | 027,33 | 1348,54 | 0,00
55 C16:0 Ingerido [(mglKqgid) 120,77
=1]
=1 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
=1 Z16:0 [mig] fFezes Z16:0 [mig] fFezes Z16:0 [mg] Feze= Z16:0 [mig] feze=
&3 Amostra de Fezes 3381 56,00 639,65
a0 C16:0 excretado por dia [m 0,00 35,55 24,42 57.77
a1 C16:0 excretado [mglfKqglid) 4.73
a2
as Dia 1 | Dia 2 | Dia 2 | Dia 4
a4 C16:0 Absorvido por dia (md 226,10 | 991,42 | 1224,12 | BYTT
a5 C16:0 Absorvido [mglKgld) 12603
a6 3 de C16:0 Absorvido [mglk| 6. 38
ar
a5 C18:0
23 | mg de AG na fSrmula
100
101 Dia 1 I Dia 2 I Dia 3 I Dia ¥
0z C18-0 Ingerido por dia (mg) RG] | 42744 | 65115 | 0,00
103 | 180 Ingerido [mglfKgld) 54 41
04
105 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
105 Z18:0 [mg] fFezes Z18:0 [mg] fFezes Z18:0 [mg] Fezes Z18:0 [myg] fezes
107 | Amostra de Fezes 17,93 20,59 36,50
s G180 excretado por dia [mg 0,00 19.01 13,34 30,28
03 180 excretado [(mglKgld) 2.51
10
1 Dia 1 T Dia 2 T Dia 3 T Dia 4
11z G180 Absorvido por dia [md N | 405,43 | 54702 | G025
113 C18:0 Absorvido [mgfKqfd) 51,90
14 2 de C18:0 Absorvido [mglk| 95,39

15
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12.6 Anexo F - Cromatogramas Amostras e Padréo

C4:0-1,730
C6:0-1,848
C8:0 - 2,154
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Amostra ARC 12 Fase

=
|Tr
086 50 =2
4
"._L
]}
|_...U
=
|_..__.|._
et
3 =
| =+
e EE
bibEe
BTEEE
7808 iz
—_— ———
bGL 4T
=
|_.J.L
oEL 2L —
=
mmm.m e 5 W Y [
275
| | | |
F-- Tyl = " (]

S]|0 AL

Minutes



121

Amostra ARC 22 fase
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12.7 Anexo G — Producdo cientifica durante o doutorado 2012-2016

Artigos relacionados a tese de doutorado publicados em revistas cientificas

1. Carolina Oliveira de Souza, Maria Efigénia Q. Leite, John Lasekan, Lorena Silva Pinho,
Janice lzabel Druzian, Tereza Cristina M. Ribeiro, Angela P. Mattos, José A. Menezes-Filho,
Hugo Costa-Ribeiro. Comparative effects of formula milk containing different vegetable oils
on fatty acid metabolic balance in term infants: a randomized, blinded, crossover clinical trial.

Lipids in Health and Disease.

2. Maria Efigénia de Queiroz Leite, John Lasekan, Carolina Oliveira de Souza, Geraldine
Baggs, Tereza Ribeiro, Mariana Pontes, Giane Fratias, Danile Barreto, Angela Mattos, Hugo
Costa-Ribeiro. Calcium and fat balance, and gastrointestinal tolerance in term infants fed
milk-based formulas with and without palm olein and palm kernel oils: a randomized blinded
crossover study. BMC Pediatrics, 13(1), 1-9, 2013.

3. Carolina Oliveira de Souza, Katya Karine Perazzo, Janice Izabel Druzian, Hugo da Costa
Ribeiro Junior. Prospecc¢do tecnoldgica sobre a suplementacdo nutricional de formulas infantis
com acidos graxos. Simtec, 1, 211-222, 2013.

Outros artigos publicados em revistas cientificas (co-autora)

1. Saraiva, L. E. F., Naponucena, L. M., Santos, V., Silva, R. D., Souza, C. O., Souza, I. L.,
Druzian, J. 1. (2016). Development and application of edible film of active potato starch to

extend mini panettone shelf life. LWT-Food Science and Technology.

2. Hussain, J., Liu, Y., Lopes, W. A., Druzian, J. I., Souza, C. O., Carvalho, G. C., Liao, W.
(2015). Effects of different biomass drying and lipid extraction methods on algal lipid yield,
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fatty acid profile, and biodiesel quality. Applied Biochemistry and Biotechnology, 175(6), 3048-
3057.

3. Cabanelas, I. T. D., Marques, S.l., Souza, C. O., Druzian, J. I.,Nascimento, I. A. (2015).
Botryococcus, what to do with it? Effect of nutrient concentration on biorefinery
potential. Algal Research, 11, 43-49.

4. Reis, L. C. B., Souza, C. O., da Silva, J. B. A,, Martins, A. C., Nunes, I. L., Druzian, J. I.
(2015). Active biocomposites of cassava starch: the effect of yerba mate extract and mango
pulp as antioxidant additives on the properties and the stability of a packaged product. Food
and Bioproducts Processing, 94, 382-391.

5. Costa, S. S., Druzian, J. I., Machado, B. A. S., Souza, C. O., Guimaraes, A. G. (2014). Bi-
Functional biobased packing of the cassava starch, glycerol, licuri nanocellulose and red
propolis. PloS One, 9(11), e112554.

6. Perazzo, K. K. L., Conceicdo, A. C., Santos, J. P., de Jesus Assis, D., Souza, C. O., Druzian,
J. 1. (2014). Properties and antioxidant action of actives cassava starch films incorporated with
green tea and palm oil extracts. PloS One, 9(9), e105199.

7. Nascimento, I.A., Marques, S.l., Cabanelas, I.D., de Carvalho, G. C., Nascimento, M. A,
Souza, C. O., Liao, W. (2014). Microalgae versus land crops as feedstock for biodiesel:
productivity, quality, and standard compliance. Bioenergy Research, 7(3), 1002-1013.

8. Nascimento, I. A., Marques, S.l., Cabanelas, I.D., Pereira, S. A., Druzian, J. ., Souza, C. O.,
Nascimento, M. A. (2013). Screening microalgae strains for biodiesel production: lipid
productivity and estimation of fuel quality based on fatty acids profiles as selective
criteria. Bioenergy Research, 6(1), 1-13.

9. Cabanelas, I. T., Arbib, Z., Chinalia, F. A., Souza, C. O., Perales, J. A., Almeida, P. F.,
Nascimento, I. A. (2013). From waste to energy: microalgae production in wastewater and
glycerol. Applied Energy, 109, 283-290.
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10. Souza, C. O,, Silva, L. T., Druzian, J. I. (2012). Estudo comparativo da caracterizagéo de
filmes biodegradaveis de amido de mandioca contendo polpas de manga e de acerola. Quimica
Nova, 35(2), 262-267.

11. Souza, C. O., Souza Menezes, J. D., Neto, D. C. R., de Aquino Assis, J. G., da Silva, S. R.,

& Druzian, J. I. (2012). Carotenoides totais e vitamina A de cucurbiticeas do Banco Ativo de

Germoplasma da Embrapa Semiéarido. Ciéncia Rural, 42(5), 926-933.

Capitulos de livros publicados

1. Souza, C.O., Veiga-Santos, P., Druzian, J.I. Natural Ingredients as Additive for Active
Antioxidant Food Packaging. In: Lima, Giuseppina P.P. and Vianello, Fabio. (Org.). Food
Quality, Safety and Technology. 1led. New York: Springer, 2013, p. 179-188.

2. Druzian, J.1. Souza, C.O., Pascoal, D.R.C., Nunes, I.L. Farinha de copioba e seu potencial
para Indicacdo Geografica (IG). In: Raul Lody. (Org.). Farinha de mandioca o sabor brasileiro
e as receitas da Bahia. 1ed.S&o Paulo: Senac Séo Paulo, 2013, p. 131-161.

Patentes

1. Moura, L.E., Souza, C.O., Veiga-Santos, Pricila, Druzian, J.I. Processo e composi¢do de
material polimérico sintético e aditivos naturais, com eficicia antioxidante e antimicrobiana,
por extrusdo. 2013, Brasil. BR1020130339156.

Prémios

1. Prémio Inventor UFBA, Categoria Inventor Nacional, Universidade Federal da Bahia, 2014.

2. Bimbo Pan-American Nutrition - Food Science and Technology Awards, Grupo Bimbo,
2013.

3. Honra ao Mérito, Sociedade Brasileira de Analistas de Alimentos, 2013.



