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APRESENTACAO

Neste segundo volume apresentado em 19 capitulos, a obra “Nutricdo e
Promocdo da saude” € composta por abordagens cientificas nos mais diversos
temas de nutricao e saude.

Da saude até o trabalho da imagem corporal, aspectos relevantes sdao sem
duvidas abordados de diferentes formas na nutricdo e eles influenciam diretamente
o comportamento alimentar com impacto direto na vida. Por isso, sempre seréao
necessarios estudos que possam avaliar com precisdo as necessidades humanas
correlatadas a estes temas, bem como, a analise alimentar de produtos ja conhecidos
e de novos produtos de mercado de efeito direto ou indireto na saude humana.
Dessa forma apresentamos aqui trabalhos capazes de oferecer ao leitor uma viséo
ampla dos novos conhecimentos cientificos.

Esta obra s6 foi possivel gracas aos esforcos assiduos dos autores destes
prestigiosos trabalhos junto aos esforcos da Atena Editora, que reconhece a
importéncia da divulgacéo cientifica e oferece uma plataforma consolidada e confiavel
para estes pesquisadores divulgarem seus resultados.

Esperamos que a leitura desta obra seja capaz de sanar suas duvidas a luz de
novos conhecimentos e propiciar a base intelectual ideal para que se desenvolva
novas solugdes para os inumeros gargalos encontrados na area da nutri¢éo.

Flavio Ferreira Silva
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CAPITULO 8
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RESUMO: O leite humano (LH) é considerado
o alimento padrdo ouro para o0s bebés,
recomendado como fonte de nutricdo exclusiva
durante os seis primeiros meses de vida pela
OrganizacaoMundialde Saude (OMS).Oslipidios
do LH contém éacidos graxos (AGs) da familia
O6mega-6, como o acido linoleico (LA) e da familia
O6mega-3, como o a-linolénico (ALA), que séo
precursores de acidos graxos poli-insaturados
de cadeia longa (AGPI-CLs) como acido
araquidénico (AA), acido eicosapentaenoico
(EPA) e acido docosahexaenoico (DHA),
relacionados com o desenvolvimento cognitivo
e aumento do quociente de inteligéncia (Ql)
do lactente. Devido a importancia do LH para
0 desenvolvimento da crianga, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar a composicao
em AGs de pools de diferentes fases de LH.
Foram utilizados 100 mL de colostro, leite de
transicdo e leite maduro pasteurizados de
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quatro diferentes doadoras para compor o pool, somando-se um volume de 400 mL.
A extracao dos lipidios foi realizada por Folch et al. (1957), que foram esterificados
segundo metodologia de Hartman e Lago (1973). A analise cromatogréafica dos ésteres
metilicos de acidos graxos foi realizada conforme Simionato et al. (2010), utilizando-se
cromatografo a gas Thermo Scientific equipado com detector de ionizagdo em chama.
O acido a-linolénico apresentou as maiores concentracées no pool de leite maduro.
Os teores de EPA e DHA foram mais elevados no pool de colostro. O AA também
destacou-se nesse pool (p<0.05).

PALAVRAS-CHAVE: Pools de leite humano, Composicdo em acidos graxos,
Cromatografia em fase gasosa, Acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa,
Desenvolvimento do lactente.

FATTY ACID COMPOSITION OF OMEGA-3 AND OMEGA-6 FAMILIES IN
DIFFERENT PHASES OF HUMAN MILK

ABSTRACT: Human milk (HM) is considered the gold standard food for babies,
recommended as a source of exclusive nutrition during the first six months of life by the
World Health Organization (WHQO). HM lipids contain omega-6 family fatty acids (FAs)
such as linoleic (LA) acid and omega-3 family FAs, such as a-linolenic (ALA), which
are precursors of long chain polyunsaturated fatty acids (LC-PUFAs), as arachidonic
acid (AA), eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA), related
to cognitive development and increased infant intelligence quotient (1Q). Due to the
importance of HM for child development, the aim of the present study was to evaluate
the composition in FAs of pools of different phases of HM. For the pool, 100 mL of
colostrum, transitional milk and mature milk pasteurized from four different donors
were used, completing a volume of 400 mL. Lipid extraction was performed by Folch
et al. (1957), which were esterified according to the methodology of Hartman and Lago
(1973). Chromatographic analysis of fatty acid methyl esters was performed according
to Simionato et al. (2010) using a Thermo Scientific gas chromatograph equipped with
a flame ionization detector. Alpha-linolenic acid presented the highest concentrations
in the mature milk pool. EPA and DHA contents were higher in the colostrum pool. AA
also stood out in this pool (p<0.05).

KEYWORDS: Human milk pools, Fatty acid composition, Gas chromatography, Long
chain polyunsaturated fatty acids, Infant development.

11 INTRODUCAO

O leite humano (LH) é considerado o alimento padrdo ouro para os bebés,
recomendado como fonte de nutricdo exclusiva durante os seis primeiros meses
de vida pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (VICTORA et al., 2016). Sua
classificacdo se modifica conforme a fase de lactacéo, sendo considerado colostro
até o 6° dia de producao, leite de transicéo até o 14° dia e a partir do 15° torna-se
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leite maduro (BALLARD e MORROW, 2013). Estas modificacbes de fase ocorrem
com a finalidade de atender as necessidades fisiol6gicas de crescimento do recém-
nascido, em fase de adaptacao a vida extrauterina (JIANG et al., 2019). De acordo
com Araujo et al. (2018), o colostro é extremamente rico em vitaminas lipossoluveis
e imunoglobulinas e seu papel vai além da nutricdo do recém-nascido, protegendo-o
principalmente contra infec¢des, enquanto o sistema imunolégico estd em intenso
desenvolvimento. O leite de transicdo apresenta maiores teores de lactose e vitaminas
hidrossoluveis, além de maior concentracdo de gorduras, sendo, portanto, mais
calorico que o colostro. Ja o leite maduro possui maiores concentracdes de lipidios
em relacdo ao colostro e ao leite de transicdo (AGOSTONI et al., 2019). Portanto,
h& uma diferenca significativa nas concentracées dos principais constituintes do LH,
dependendo da fase de lactacédo (JIANG et al., 2019).

Os lipidios sao responsaveis pelo fornecimento de 50% do valor cal6rico total
do LH, sendo fonte de nutrientes essenciais, como &acidos graxos poli-insaturados
(AGPIs) dafamilia6mega-6, como o acido linoleico (LA, 18:2n-6) e o acido a-linolénico,
da familia 6mega-3 (ALA, 18:3n-3), ambos precursores de importantes 4cidos graxos
poli-insaturados de cadeia longa (AGPI-CLs) como o acido araquiddnico (AA, 20:4n-
6), o acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) e o acido docosahexaenoico (DHA,
22:6n-3). Estes AGPI-CLs estdo relacionados ao bom desenvolvimento cognitivo,
cerebral e também contribuem com a elevacao do quociente de inteligéncia (Ql) do
lactente (ELTWERI et al., 2017). Os AGPI-CLs, principalmente da familia 6mega-3,
atuam no sistema nervoso central (SNC), apresentando beneficios nos parametros
da fungao cognitiva, no desenvolvimento dos olhos, resultando em melhor acuidade
visual, além de atuarem no sistema imunoldgico, protegendo a crianga contra alergias
na primeira infancia e doencas na vida adulta (VICTORA et al., 2016; GONZALEZ e
BAEZ, 2017). Desta forma, deficiéncias de AGPI-CLs podem apresentar correlacdo
direta com comprometimento no desempenho cognitivo, comportamental e saude
fisica da crianca (CAMPOY et al., 2012).

A concentracéo lipidica do LH é variavel em funcéo de diversos fatores, como
por exemplo: fase de lactacédo, horario da mamada, dieta materna, dentre outros,
refletindo consequentemente nas concentracdes de acidos graxos (AGs) que serdo
disponibilizados ao neonato através do LH (SU et al., 2018; KOUBA et al., 2019). Além
disso, fatores genéticos e hormonais, idade gestacional ao nascimento, adiposidade
da mée, doencas infecciosas como mastite e uso medicamentos também podem
influenciar o contetdo de AGs (GROTE et al., 2016; DEMMELMAIR e KOLETZKO,
2018).
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21 OBJETIVO

Considerando a importéncia do LH para o bebé, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a composicao em AGs de pools de colostro, leite de transicao e leite maduro.
Para a realizacao das analises foi realizada a coleta de LH de doadoras do Banco de
Leite (BLH), situado no Hospital Universitario de Maringa (HUM), Maringa-Parana,
Brasil.

3|1 MATERIAIS E METODOS
3.1 Amostras de leite humano

Para a realizacdao do presente estudo, foi necessario solicitar autorizacédo da
Comisséo para o Regulamento de Atividades Académicas (COREA) do Hospital
Universitario de Maringd (HUM) (numero 1926). As amostras de LH pasteurizado
foram obtidas do BLH, no periodo de agosto a outubro de 2017. Posteriormente,
foram coletados 100 mL de colostro, de leite de transicdo e de leite maduro de
cada doadora. Para o pool, quatro diferentes doadoras de cada fase de LH foram
selecionadas, perfazendo um volume de 400 mL em cada pool. Este trabalho foi
aprovado pelo Comité Permanente de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
(COPEP) da Universidade Estadual de Maringa (numero 2.230.946).

3.2 Extracao lipidica e esterificacao dos acidos graxos

Os lipidios do LH foram extraidos utilizando-se o método de Folch et al.,
(1957) e posteriormente esterificados a ésteres metilicos de acidos graxos (EMAGS)
segundo o procedimento de Hartman e Lago (1973). Para a realizacdo da analise
de esterificacdo foram pesados em tubos de vidro 0,025 g de lipidio para cada
replicata, somando-se 0,075 g, ja que a andlise foi realizada em triplicata. Foram
adicionados 4,0 mL de NaOH/MeOH 0,5 mol/L e agitou-se manualmente por 30
segundos. Os tubos foram aquecidos em banho-maria a 100 °C por 5 minutos. Apos
resfriados em agua corrente, foram adicionados 5,0 mL de reagente esterificante
e agitou-se manualmente por 30 segundos. A solugcdo foi novamente aquecida a
100 °C por 5 minutos. Posteriormente, foram adicionados 4,0 mL de solucédo NaCl
saturada e agitou-se manualmente por 30 segundos novamente. Adicionou-se 2,0
mL de iso octano e os tubos foram agitados durante 30 segundos. As amostras foram
armazenadas a 4 °C por 24 horas. Apés este periodo, o sobrenadante foi recolhido e
transferido para um frasco ambar, para posterior analise cromatografica.

3.3 Analise cromatografica dos ésteres metilicos de acidos graxos

Os EMAGs foram separados de acordo com Simionato et al. (2010), utilizando-
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se cromatografo a gas Thermo Scientific, equipado com um detector de ionizagao de
chama e uma coluna de silica fundida (100 m x 0,25 mm de didmetro interno, 0,39
pum de cianopropil, Varian, EUA). Os fluxos dos gases foram de 1,4 mL.min" para
0 gas de arraste H,, 30 mL.min" para o gas auxiliar (N,), e 30 e 300 mL.min"' para
os gases da chama (H,) e ar sintético, respectivamente. Foi injetado um volume de
amostra de 2 pL, com uma divisdo de amostra de 1:100. A temperatura da coluna
foi elevada para 65 °C por 4 minutos, seguido por uma rampa de aquecimento de
16°C por minuto até 185 °C, mantida por 12 minutos. Posteriormente, iniciou-se
uma nova rampa de 20 °C por minuto até 235 °C, que foi mantida por 14 minutos.
O tempo de analise foi de 40 minutos no total. Para identificacdo, os tempos de
retencao foram comparados com os padrdes analiticos relativos (FAME Mix, Sigma-
Aldrich). As areas de pico foram determinadas usando o software Chromquest™ 5.0,
e as composi¢des de AGs foram expressas como porcentagem relativa de AG total.
Todas as amostras foram analisadas em ftriplicata.

3.4 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) a
5% de significancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey, utilizando-se o
software Statistica, versao 5.0.

4 | RESULTADOS E DISCUSSOES

Na Tabela 1 s&o apresentados os resultados percentuais de AGs encontrados
nas trés diferentes fases dos pools de LH.

Leite Humano (%)

Acido Graxo

C M T
18:3n-3 (ALA) 1,012+ 0.01 1,282+ 0.08 1,04+ 0.03
20:5n-3 (EPA) 0,032% + 0.06 0,026°+ 0.02 0,024+ 0.01
22:6n-3 (DHA) 0,242 + 0.05 0,15°+ 0.03 0,13+ 0.06
20:4n-6 (AA) 0,08°+ 0.07 0,0612+0.02 0,0512+0.08

Tabela 1 - Composicéo em acidos graxos encontrados nas diferentes amostras de pools de leite
humano (colostro, transicdo e maduro).

Resultados expressos como média + desvio padrdo de trés repeticoes Médias seguidas de mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey. C: colostro, M: leite maduro, T: leite de transigao.

Os resultados apresentados na Tabela 1 demonstraram que o acido a-linolénico
(ALA, 18:3n-3), que é o precursor dos AGPI-CLs da familia 6mega-3 (EPA e DHA),
apresentou concentracdes de 1,01% no pool de colostro, leite de transicao (1,04%)
e maduro (1,28%).
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Osteores de acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) e acido docosahexaenoico
(DHA, 22:6n-3) foram de 0,032% e 0,24% no pool de colostro, leite de transi¢cao
(0,026% e 0,15%) e maduro (0,024% e 0,13%), respectivamente. Ambos os
AGPI-CLs apresentaram concentragcbes mais elevadas no colostro, diferindo-se
significativamente neste pool. A fase posterior ao nascimento é considerada critica
para o desenvolvimento do cérebro do bebé, que possui uma demanda aumentada
destes AGPI-CLs (OKEN, 2018). Por esta raz&do, o colostro possui concentracoes
mais elevadas de EPA e DHA, o que propicia maturagdo do SNC da crianca, que
ocorre com especial intensidade até os 2 anos e perdura até 7 anos de vida (ABREU,
2016). Auestad et al. (2001) realizaram um estudo duplo cego, revelando que as
concentragcdes de DHA no LH de mulheres ocidentais giram em torno de 0,1 - 0,5%.
Os resultados deste AGPICL encontrados em nosso estudo estao de acordo com os
resultados encontrados pelos autores deste estudo.

O acido araquidénico (AA, 20:4n-6) apresentou valores de 0,08% no pool
de colostro; 0,061% no pool de leite de transicdo e 0,051% no pool de leite
maduro, apresentando teores significativamente mais elevados nas duas ultimas
fases do LH. A manutencdo de concentracbes de AA no LH s&o fisiologicamente
importantes para o neonato, ja que a metabolizagdo do AA por meio da enzima da
cicloxigenase produz prostanglandinas da série 2 e leucotrienos da série 4, que
promovem imunossupressao e inflamacao, comprometendo o sistema imunoldgico,
destacando-se a produgéo de citocinas inflamatérias. J4 o DHA e o EPA interferem
no sistema imune, competindo com AA no metabolismo cicloxigenase na membrana
celular (ROBINSON et al., 2017). Por outro lado, o AA, assim como o DHA, é um dos
principais AGPICL presentes na massa cinzenta do cérebro, que também contribui
para o bom desenvolvimento da viséo e retina, tanto de criangas nascidas pré-termo
quanto a termo (NESSEL et al., 2019).

As variagdes entre os resultados dos diferentes pools de LH também podem
estar relacionados a diversos fatores, como por exemplo: horario da mamada (diurno
e noturno), dieta materna (alimentacao), leite do inicio e fim de cada mamada, e
ainda estéo sujeitos a sofrer influéncia do processo de pasteurizacdo a que foram
submetidos (DEMMELMAIR e KOLETZKO, 2018).

51 CONCLUSAO

Pode-se concluir que o ALA diferiu significativamente no pool de leite maduro.
O EPA e DHA destacaram-se no pool de colostro, provavelmente devido a intensa
participacao no desenvolvimento do SNC da crianca. Além disso, este pool também
diferiu-se significativamente em relacéo ao AA, apresentando menores percentuais
para este AG. As variacdes encontradas em nossos resultados também podem estar
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relacionados a uma diversidade de fatores, os quais foram citados no texto, que séo
capazes de influenciar nas concentracdes de AGs presentes no LH.
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