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O estudo realizado teve como objectivo a avaliagdo da composicao de acidos gordos
(AG) no leite materno aos 7 dias e 4, 8, 12 e 16 semanas de lactacdo. A metodologia para
a extraccao da gordura do leite materno foi adaptada da norma I1SO 14156:2001. Os aci-
dos gordos foram quantificados ap6s derivatizacao, com base na norma ISO 15885:2002,
por cromatografia gasosa com detector por ionizagdo em chama. Concluiu-se com este
trabalho de investigacdo que o decréscimo na percentagem dos acidos araquidénico
(AA) e docosahexaendico (DHA), para o valor total de AG, ndo se traduz num aporte
desequilibrado destas moléculas para o lactente, dado que, o que realmente importa, é
o racio estavel destes AG ao longo do periodo de lactacao.

The research effort described herein has as main goal the evaluation of the fatty acid
composition (AG) in human mother’s milk at 7 days and 4, 8, 12 and 16 weeks of breast-
feeding after giving birth. The methodology used for the extraction of fat in human milk
was adapted from the ISO 14156:2001 norm. Individual fatty acids were quantified by
gas chromatography (GC-FID) with flame ionization detector, after derivatization, follo-
wing the procedure described in the ISO 15885:2002 norm. As a major conclusion evol-
ving from the results obtained in this research effort, the decrease in the percentage
of arachidonic (AA) and docosahexaenoic (DHA) acids, relative to the total content of
fatty acids (AG), does not translate into an unbalanced uptake of these molecules by
the suckling baby, since that, what really matters, is the stable ratio of these fatty acids
throughout the lactation period.



INTRODUCAO

As fémeas dos mamiferos tém a capacidade de produzir leite. A composicdo do mesmo
vai diferir de acordo com as necessidades de crescimento e desenvolvimento de cada
espécie, (Ribeiro et al., 2006).

Na espécie humana, o corpo da mulher prepara-se para a lactagcdo desde os primeiros
momentos da gravidez. O amadurecimento da glandula mamaria ocorre a partir da
puberdade, mas s6 durante a gravidez, pela elevacdo dos niveis circulantes das hormo-
nas ovarianas e placentarias, é que o desenvolvimento mamario se vai completar, para
dar inicio a producdo de lei te. Assim, por volta da quinta semana de gestacdo, inicia-se
com o desenvolvimento do sistema de ductos alveolares e das células galactéferas, (Wor
th ington- Roberts,1988; Neville et al., 2001).

O alvéolo pode ser considerado como sendo a unidade funcional da glandula mamaria.
E composto por uma linha de células epiteliais rodeadas de tecido conjuntivo, por célu-
las mioepiteliais e vasos sanguineos. As células epiteliais sdo capazes de extrair nutrien-
tes a partir do sangue materno e sintetizar alguns dos componentes do leite (gordura,
proteinas, lactose) e secretar o leite para o [limen dos alvéolos. As células miopiteliais séo
células musculares especializadas que envolvem os alvéolos e os ductos menores e que
por accdo da ocitocina se contraem levando a ejeccao do leite, Neville et al., (2001).

A producdo do leite passa por duas etapas simultaneas que incluem a etapa da sintese e secre-
¢do do leite para o limen alveolar, e a etapa da propulsao ou ejeccdo, que consiste na passagem
do leite ao longo do sistema de ductos ou canais, devido a contraccao das células mioepiteliais
que envolvem os alvéolos e os ductos galactéferos (Worthington-Roberts, 1988).

Durante a gravidez, o tecido glandular diferencia-se para iniciar a sintese dos compo-
nentes especificos do leite. O leite é sintetizado a partir dos nutrientes, que chegam atra-
vés da corrente sanguinea as células secretoras da glandula mamaria (alveolos). Estes
nutrientes sdo provenientes directamente da dieta da mae ou apés terem sofrido modi-
ficagdes nos tecidos, antes de terem atingido a glandula mamaria, (Ribeiro, et al., 2006).

No final da gravidez, os componentes acumulados nos alvéolos comecam a ser elimi-
nados para o limen dos ductos ou canais. Inicialmente ocorre libertacdo de uma secre-
¢do amarelada (colostro) mesmo antes do nascimento do bebé e logo apés o parto. A
producéo propriamente dita do leite (processo designado por descida do leite), que se
processa apds o nascimento, é mediada por hormonas, e pelo estimulo de suc¢do da
crianca (Ribeiro et al., 2006).

A lactose (dissacarideo constituido por glicose e galactose) é o hidrato de carbono pre-
dominante no leite humano. E sintetizada no Aparelho de Golgi dos alvéolos, a partir da
glicose sanguinea circulante e da galactose proveniente da glicose-6-fosfato, mediada
por uma enzima especifica, agalactosil tranferase. Apés a sintese, a lactose fixa-se a uma
proteina e é entao libertada da superficie da célula por transporte vesicular e exocitose
(Worthington-Roberts, 1988).
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FIGURA 1 Representagdo do ciclo de mudangas na célula secretora dos alvéolos, desde a fase de repouso até a fase de
producao e secre¢ao do leite Fonte: Adaptada de Worthington-Roberts BS, Vermeersch J, Williams, S.R. (1988). Nutricao
na gravidez e lactagdo. 32 ed. Rio de Janeiro, Editora Guanabara, p.192.

A sintese das proteinas na célula secretora da glandula mamadria é induzida pela pro-
lactina e posteriormente estimulada pela insulina e pelo cortisol. A sintese ocorre no
reticulo endoplasmatico rugoso (RER) a partir de aminoécidos essenciais captados do
plasma materno e de alguns ndo essenciais sintetizados pelas proprias células alveola-
res (Figura 1). Os granulos de proteina ficam acumulados no Aparelho de Golgi antes de
serem transportados através da célula e libertados no limen dos ductos por exocitose,
(Worthington-Roberts, 1988; Neville, 2001).

A sintese da gordura lactea é controlada pela prolactina e pela insulina. Realiza-se no
reticulo endoplasmatico (RE), a partir da esterificacdo dos acidos gordos de cadeia longa
e dos triglicerideos, que sdo retirados do plasma materno, e de acidos gordos de cadeia
curta sintetizados na célula alveolar a partir do acetato disponivel. Os triglicerideos tam-
bém podem ser sintetizados na célula alveolar a partir dos hidratos de carbono intra-
celulares. As goticulas de gordura resultantes fundem-se na regido basal da célula em
goticulas maiores que migram para o apice da célula sendo depois libertadas através da
secrecdo apocrina (ver Figura 1) (Worthington-Roberts, 1988).

A fraccao lipidica do leite materno tem um papel importantissimo como fonte de ener-
gia (Scopesi et al., 2001), contribuindo com cerca de 40 a 55% da ingestéo caldrica didria
do lactente (Koletzko and Rodriguez-Palmero, 1999). Esta frac¢do tem também fungdes
plésticas e reguladoras, dependentes, sobretudo, do contetido em Acidos Gordos Polin-
saturados (PUFA) (Scopesi et al., 2001).

Estes Acidos Gordos (AG) e respectiva funcio fisiolégica tém vindo a ser alvo de espe-
cial atencdo nas duas ultimas décadas. Os PUFA incluem o 4cido linoleico (AL, C18:2n-6)
da série n-6 e o acido a-linolénico (ALN, C18:3n-3) da série n-3 (Koletzko et al., 2003;
Rocquelin et al., 1998). Estas moléculas sdo essenciais para o crescimento e desenvol-
vimento humanos, mas ndo podem ser sintetizadas de novo no corpo humano, tendo
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FIGURA 2 Esquema simplificado do metabolismo dos AGE.

necessariamente de ser obtidas através da dieta. Sdo, por este motivo, designadas por
Acidos Gordos Essenciais (AGE) (Jensen et al., 2000). O AL e o ALN, sdo precursores de
Acidos Gordos Polinsaturados de Cadeia Longa(LC-PUFA), com 20 e 22 4tomos de carbo-
no da série n-6 e n-3, respectivamente (Kurlak et al., 1999; Fidler et al., 2000).

O metabolismo dos AGE a LC-PUFA (ver Figura 2) ocorre por desaturagao e elongacao,
através de enzimas especificas, levando a formacao de acidos gordos de elevada impor-
tancia fisioldgica, dos quais se destacam o acido araquiddnico (AA, 20:4n-6), a partir do
AL, e o acido docosahexaendico (DHA, C22:6n-3), a partir do ALN (Kurlak et al., 1999;
Fidler et al., 2000; Gil et al., 2003).

Os LC-PUFA resultantes da metabolizacdo dos AGE, desempenham diversos papéis nos
mecanismos que modulam a funcéo celular (Kurlak et al., 1999). O LC-PUFA derivado do
AL com maior importancia fisioldgica é o AA (20:4n-6). Este é um importante AG estrutu-
ral do cortex cerebral, sendo componente dos fosfolipidos das membranas sinapticas. O
LC-PUFA derivado do ALN com maior importancia fisiolégica é o DHA (22:6n-3). O DHA
é o AG predominante no Sistema Nervoso Central, sendo particularmente abundante
nas membranas dos neurdnios da retina e do cértex cerebral (Kurlak et al., 1999; Fidler
et al,, 2000; Gil et al., 2003). Durante o ultimo trimestre da gestacdo ocorre um rapido
crescimento do Sistema Nervoso do feto e, por conseguinte, hd uma grande mobiliza-
¢do de DHA e AA para estes tecidos (Kurlak et al., 1999; Innis et al., 2000; Gil et al., 2003).



Apos o nascimento, os lactentes exclusivamente amamentados com leite materno rece-
bem quantidades significativas de LC-PUFA pré-formados. Este facto é particularmente
importante porque a actividade enzimatica do lactente recém-nascido é imatura, tor-
nando a conversao endégena dos AGE a LC-PUFA lenta e insuficiente. A deposicao de
AA (C20:4n-6) e DHA (C22:6n-3) nas membranas neuronais continua apds o nascimen-
to. Estudos realizados em lactentes humanos demonstraram que a ingestdo de gordura
proveniente do leite materno, particularmente de DHA, afecta positivamente a funcdo
visual e o desenvolvimento mental (Makrides et al., 1995).

Foi objectivo deste estudo avaliar, prospectivamente, aos 7 dias, e 4, 8, 12 e 16 semanas
de lactacdo, numa populacdo de mulheres lactantes residentes no Distrito do Porto, a
composicdo em AG do leite materno e a estabilidade da composicdo em PUFA e LC-PUFA
do leite materno. A amostra em estudo foi constituida por 31 lactantes, com idades com-
preendidas entre os 21 e os 39 anos de idade.

A gordurado leite foi extraida de acordo com a Norma ISO 14156:2001, com algumas modi-
ficacbes, e os AG foram determinados com base no procedimento descrito na Norma ISO
15885:2002, por cromatografia gasosa com detector por ionizacdo em chama (GC-FID).

METODOLOGIAS
POPULACAO

A seleccdo de mulheres lactantes obedeceu aos seguintes critérios: (i) recém-nascido
com peso adequado a idade gestacional, (ii) de termo (idade gestacional igual ou supe-
rior a 37 semanas), (i) sem patologias ou intercorréncias que impedissem a amamenta-
¢do ou que interferissem com o normal crescimento (doencas neuroldgicas, metabdlicas,
sindromes polimalformativos, cardiopatias congénitas ou outras que interferissem com
a amamentacdo), (iv) deveriam ter tido uma gestacdo vigiada, (v) residir no Distrito do
Porto, (vi) ser saudaveis e (vii) ter a intencdo de alimentar, de um modo exclusivo, ao pei-
to, o lactente, nos primeiros 4 meses de vida.

METODOS
RECOLHA DAS AMOSTRAS DE LEITE MATERNO

As amostras de leite materno foram recolhidas pelas lactantes, por expressdo manual ou
com bomba, durante um periodo de 24 horas, aos 7 dias e as 4, 8, 12 e 16 semanas de
lactacdo. O leite recolhido em cada refeicao do bebé (5 mL no inicio e 5 mL no final), foi
imediatamente posto em refrigeracdo a uma temperatura de, aproximadamente, 4 °C.
No final das 24 horas, o produto das varias colheitas foi homogeneizado e congelado a
-18°C por um periodo méximo de 48 horas, apds o qual foi conservado a -80 °C até ao
momento das andlises.



DETERMINACOES ANALITICAS

Para a determinacdo da composicdo em acidos gordos do leite materno, a gordura
do leite foi extraida de acordo com a Norma ISO 14156:2001 (Milk and milk products
- Extraction methods for lipids and liposoluble compounds), com algumas modifica-
¢bes. A referida metodologia foi adaptada por forma a utilizar uma pequena quantidade
de amostra (1 mL) e a evitar isomerizacdes e decomposicdes dos acidos gordos, recor-
rendo a evaporacdo em corrente de azoto a baixa temperatura. A metodologia utiliza-
da baseou-se na extraccdo dos lipidos e compostos lipossoltveis pelo n-pentano, apds
precipitacdo do material proteico, sendo a fraccdo lipidica mantida a baixa temperatura
até a determinacdo dos AG.

Os AG foram determinados com base na Norma ISO 15885:2002 (Milk fat - Determi-
nation of the fatty acid composition by gas-liquid chromatography), por cromatografia
gasosa com detector por ionizacdo em chama, apds transesterificacdo, de acordo com a
Norma ISO 15884:2002 (Milk fat — Preparation of fatty acid methyl esters).

Os resultados foram obtidos em percentagem relativa, calculada por normalizacéo inter-
na das areas cromatograficas. A identificacdo de cada um dos picos nos cromatogramas
das amostras foi feita por comparagdo com os tempos de retencdo dos ésteres metilicos
dos AG de misturas padrédo apropriadas.

ANALISE ESTATISTICA

A anadlise estatistica foi efectuada utilizando o software Statistical Package for Social
Sciences (SPSS), versdo 12.0, para Microsoft Windows. A comparac¢ao entre médias foi
efectuada através de analise de varidancia com procedimentos de comparagdo multipla
(Oneway ANOVA). Verificou-se a normalidade da distribuicdo das varidveis em estudo
através da aplicacao do teste de Kolmogorv — Smirnov - Lilliefors. A relagdo entre o con-
teudo de AG nas diferentes avaliacdes foi obtida através do coeficiente de correlacdo de
Pearson (r), para varidveis com distribuicdo normal, ou de Spearman (s), para variaveis
com distribuicdo ndo normal. Foram consideradas significativas as correlagdes condu-
centes a uma p < 0,050.

RESULTADOS E DISCUSSAO

ATabela 1 apresenta a composicao do leite materno em AGS, MUFA, PUFA n-6 e PUFA n-3
aos 7 dias e as 4, 8,12 e 16 semanas de lactacdo.

A composicdo em AG do leite materno das lactantes desta pequena populagdo norte-
nha ndo apresenta o perfil tipico de paises mediterranicos (Lopez-Lopez et al., 2002). Os
AGS apresentam-se em maior quantidade (43,08 a 39,5 % dos AG totais) do que os MUFA
(31,15 a 32,85 % dos AG totais). Sendo que o AO (5,54 a 6,20 % dos AG totais) se apre-
senta em quantidades muito menores do que os doseados no estudo de Lépez-Lépez et



) Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP

40504372 | 4042+484 | 39954442 |4146+490 | 4308+461
3304+258 |3323+316 |3265+330 |3250+284 |3148+332
17964329 | 1809 +443% |19,16=412 |1784+417 | 17,58 +363
1,58+0,38 142 +048 145 + 0,51 153+ 0,61 1334036
11864280 | 1367453 | 1424+408 |1304+469 |1385+369
0364+377 | 26194751 |2662£839 |2388+848 |2781+7,76
2,20+ 048 153+027 141+028 136+028 125 +025
0914032 |076+040 |074+038 |079+053 | 073+034
2584072 |239+089  |223+085  |221+097 | 2004084
135+044 148 +0,58 132+053 142+067 122066
24314740 | 3280=1176% |3676+1021 |3519+11,13 |39,78=1043
EEEEEEE o 192+1,00  |188+088  |215+118  |1,81=1,11
1,14+055 |120£069 |117£061 |1,13£062 |1,08+042
034+008 |036+010 |034+010 |034+012 |0,32+0,09

TABELA 1 Composicao do leite materno em AG (g/100g acidos gordos), aos 7 dias e as 4, 8, 12 e 16 semanas de lactagéo.

al. (2002), numa populacédo do Sul de Espanha, 26,36 a 27,34 % e 39,63 % dos AG totais,
respectivamente.

Nas restantes familias de AG, os resultados sdo consistentes com a maioria dos dosea-
mentos efectuados noutros estudos (Koletzko et al., 1992).

No presente trabalho de investigagdo verificdmos que, apesar das variagbes de con-
teudo dos AGE do leite de transicdo ao leite maduro, o ratio entre estes AGE (AL/ALN)
manteve-se relativamente constante (de 23,88 a 27,81). Um ratio equilibrado, tal como o
encontrado neste estudo, é extremamente importante porque o AL e o ALN competem
pelas mesmas enzimas na biossintese dos LC- PUFA das respectivas séries, 0 AA e o DHA,
respectivamente. Comparando com outros estudos (Fidler et al., 2000), (de 15,81 a 17,
89) este ratio é elevado.

As razdes entre o AL e o0 AA encontradas no presente estudo ndo apresentam estabilida-
de, o que é habitual noutros trabalhos (Fidler et al., 2000; Koletzko et al., 2001), entrando
em concordancia com o que Del Prado et al. (2001) e Demmelmair et al. (1998) defen-
dem nos seus estudos com AL marcado com U'C, em que a maior parte do AL e AA pre-
sentes no leite materno ndo provém da dieta materna, mas sim das reservas corporais
maternas, sendo o AA sintetizado de novo a partir do AL, sobretudo no tecido hepético.

Tal como os ratio AL/AA, as razbes entre o ALN e o DHA encontradas neste estudo nao
sdo estdveis, o que traduz a consideravel importancia da ingesta materna sobre a com-
posicao do leite materno nestes AG (Lauritzen et al., 2002; Tiangson et al., 2003).

Pelo contrério, o ratio AA/DHA encontrado no presente estudo é muito estavel. Este dado
revela-se de extraordinaria importancia, pois sugere que estes dois LC-PUFA de enorme



valia no crescimento e desenvolvimento do lactente, partilham vias comuns de sintese e
secrecdo pela glandula mamaria e que, apesar das flutuagcdes na dieta e reservas corpo-
rais maternas, parece existir um mecanismo de regulacdo endégeno que faz com que o
leite materno tenha proporc¢ées tao equilibradas nestes AG (Koletzko et al., 2001).

Os valores de AG trans obtidos no presente estudo sdo inferiores aos obtidos por Boatel-
la et al. (1993) numa populagdo espanhola, e inferiores aos obtidos na maioria dos estu-
dos do norte da Europa e Estados Unidos (Chardigny et al., 1995; Decsi, 2003). Este facto
reflecte os ainda diferentes habitos alimentares das lactantes portuguesas em relagao as
de paises mais industrializados, possuindo, hipoteticamente, uma ingesta mais baixa de
gorduras parcial ou totalmente hidrogenadas, margarinas, produtos de pastelaria, fritos
variados e shortenings (Ratnayake and Chen, 1996; Koletzko et al., 2001; Decsi, 2003). As
evidéncias disponiveis ndo permitem tirar conclusdes firmes acerca das consequéncias
da exposicdo do lactente aos AG trans via leite materno. Actualmente, vérios estudos
parecem sugerir que os AG trans podem interferir com o metabolismo dos LC-PUFA. Res-
ta esclarecer, em futuros trabalhos de investigacao, se esta interferéncia tem influéncia
no crescimento e desenvolvimento da crianca. E, no entanto, importante dosear os AG
trans no leite materno, pois existem fortes evidéncias de que estes AG podem ser varia-
veis confundidoras em estudos que investiguem o papel dos LC-PUFA no desenvolvi-
mento da crianga (Decsi, 2003).

CONCLUSOES

O conteddo em AG do leite materno, na populacdo estudada, particularmente o AAe o
DHA, apresentam variac¢bes significativas sobretudo no periodo que corresponde a pas-
sagem entre o leite de transicao e o leite maduro.

O que é crucial salientar, como conclusao deste trabalho de investigacao, é que o decrés-
cimo na percentagem destes AG, nomeadamente AA e DHA, para o valor total de AG,
ndo se traduz num aporte desequilibrado destas moléculas para o lactente, dado que, o
que realmente importa, é o quociente estavel destes AG ao longo do periodo de lacta-
¢do. Tal estabilidade neste quociente foi de facto encontrada no leite materno da amos-
tra em estudo, o que sugere um mecanismo de proteccdo, ja que o AA e o DHA sao
componentes estruturais essenciais da retina e outros tecidos nervosos.

Tendo em consideracdo que o AGE, AL e o LC-PUFA AA, sdo grandemente dependen-
tes das reservas corporais maternas, seria importante evitar a depleccdo destas reservas
corporais, sobretudo no Gltimo trimestre da gestacéo.

Os niveis de AG Trans encontrados na populacdo estudada sdo estaveis e mais baixos
do que aqueles doseados na maioria dos paises industrializados, reflectindo distintos
hébitos alimentares. Devido aos potenciais efeitos nefastos destes AG no metabolismo
dos LC-PUFA, dever-se-4 ter em atencdo os habitos alimentares de mulheres gravidas e
lactantes, de forma a evitar alimentos com alto contetido nestes AG e manter os niveis
baixos destes isdmeros no leite materno.
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