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1 INTRODUCAO

A alimentacdo de recém-nascidos (RN) prematuros é um desafio constante
vivenciado na pratica clinica de unidades neonatais. Existe a necessidade eminente
de garantir ao neonato o aporte nutricional semelhante aos recebidos intradtero, a
fim de promover um equilibrio entre a oferta e a demanda para um crescimento e
desenvolvimento adequado. Contudo, é unanime a opinido dos estudiosos e clinicos
sobre as barreiras que impedem esse equilibrio, devido a imaturidade do aparelho
digestério com inabilidade em relacdo a grandes volumes, baixa taxa de absorcao,
auséncia de enzimas ou rotas metabdlicas e possibilidades de intolerancia a
diversos nutrientes (CAMELO JR & MARTINEZ, 2005; PEREIRA et al., 2008).

O recém-nascido de muito baixo peso (RNMBP) necessita de cuidados
intensivos, sua fragilidade favorece o desenvolvimento de problemas nutricionais,
além de apresentar uma alta taxa metabolica, sendo esta maior quanto menor o RN.
Os riscos de complicacdes decorrentes da prematuridade incluem o declinio nas
taxas de crescimento ponderal, inclusive de perimetro cefalico. Esta reducdo de
reflete  um menor crescimento encefalico, capaz de gerar alteracdes no
desenvolvimento sensério-motor destas criancas, e até mesmo refletir em sua
aprendizagem escolar (AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2012).

E bem estabelecida a correlacdo direta entre o tempo de prematuridade e
complicacBes. O leite humano € um produto especifico préprio para a alimentacao
infantil, sua superioridade € absoluta, tornando-o incomparavel a qualquer outro
alimento substituto. Porém, devido as caracteristicas anatomofisiolégicas dos
RNMBP, é necessaria a suplementacdo do leite ofertado, para suprir suas
necessidades caldricas, enzimaticas, favorecer o crescimento e maturidade
imunoldgica. Contudo, os produtos comerciais utilizados como aditivos de leite
materno sdo heterdlogos, formulados a base de leite de vaca, com perfil proteico e
lipidico diferente do leite materno (MARTINS & KREBS, 2009).

Desde 2006, o pediatra e pesquisador prof. Dr. Durval Batista Palhares,
juntamente com varios colaboradores, vém desenvolvendo estudos sobre a
viabilidade de utilizacdo de suplemento homdlogo ao leite humano, preparado no
laboratério de nutricdo e metabolismo da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul para alimentagdo dos RNMBP internados nas Unidades de Cuidados Neonatais

do Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian, visando melhorar o perfil de
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aminoacidos e de demais nutrientes fundamentais para um adequado
desenvolvimento dessas criancas fisiologicamente vulneraveis, em funcdo da
prematuridade e baixo peso extremos.

O primeiro produto desenvolvido e testado por este grupo de pesquisa, a
partir de metodologia propria, foi o aditivo a base de leite humano sem lactose,
desnatado, evaporado e liofilizado (THOMAZ et al., 2012). Posteriormente, uma
modificacdo metodoldgica propds um aditivo sem lactose e diretamente liofilizado,
sem desnhate ou evaporacdo, tornando a técnica mais exequivel e com menor
manipulagéo e consequentemente menor risco de contaminacdo do produto quando
utilizado na alimentacédo de RN de muito baixo peso (GRANCE et al., 2015)

Estas modificac6es foram aplicadas por Serafin (2015) que identificou valores
de crescimento dos RN similares aos RN alimentados com produto desnatado,
proposto inicialmente por Thomaz et al., (2012). Sendo assim, o processo de nao
desnatar o leite para produgcdo do aditivo ndo modificou o ganho ponderal e de
perimetro cefalico dos RN. A partir deste novo resultado surgiu a necessidade de
novos estudos por este grupo de pesquisa em saude materno infantil, visando
identificar os componentes lipidicos destes alimentos.

O trajeto desde o primeiro estudo internacional desenvolvido por Luccas et
al., (1980), passando por estudos nacionais e os desenvolvidos pelo grupo de

pesquisa coordenado pelo Dr. Durval Batista Palhares esta representado na figura 1.

Luccas et al.,
1980

Santos e Martinez, 1

1996
Palhares
Braga, Serafin, Thomaz, Grance, Serafin,
2007 2010 2010 2014 2015

FIGURA 1 — Esquema demonstrando a linha do tempo na producao de suplementos
homologos ao leite humano para alimentacdo de RNMBP.
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Varios nutrientes encontrados no leite humano séo fundamentais para o RN,
dentre eles estdo os lipidios, participando da constituicAo da membrana celular, de
alguns horménios, vitaminas e sais biliares, além de ser fonte de energia para as
células. Dentre os lipideos, encontram-se os acidos graxos poli-insaturados de
cadeia longa, considerados componentes essenciais para o0 desenvolvimento
funcional da retina e do sistema nervoso central (SNC), além de precursores da
producdo de eicosanoides (prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos e
leucotrienos) que regulam numerosas fungdes celulares e teciduais.

Todavia, as técnicas de administracdo de nutricdo enteral, rotineiramente
utilizados pelos servicos de neonatologia, incluindo o uso de componentes plasticos
nos frascos e equipos, precisam ser avaliadas para garantir maior confiabilidade em
Seu uso e assegurar a oferta dos nutrientes, que muitas vezes podem ficar retidos
devido a interacdo quimica durante a oferta da alimentacéo.

Diante do disposto acima, surgiu necessidade de avaliar o perfil lipidico de
leite humano com os diferentes tipos de suplementos homélogos desenvolvidos por
este grupo de pesquisa e determinar a interferéncia do sistema de nutricdo enteral
sobre estes leites suplementados (Artigo 1). Concomitantemente, 0s mesmos
produtos receberdo o acréscimo de 6leo de peixe rico em édmega 3 para avaliar a
possibilidade de seu uso na suplementacéo dos alimentos destes RNMBP por meio
de equipos plasticos de nutricdo enteral (Artigo 2), sendo estas duas etapas do
estudo de carater experimental.

E reconhecida a imaturidade do sistema nervoso central e da retina em
prematuros, associada ao muito baixo peso e as vulnerabilidades provenientes de
longos periodos de internacdo em unidades de terapia intensiva Portanto, este
estudo avaliou os niveis de acidos graxos ofertados a RNMBP alimentados com leite

humano fortificado com suplemento homaologo, por via enteral.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Acidos graxos e a composicéo dos triglicerideos

Os triglicerideos (TG) sdo a forma predominante de gordura presente nos
alimentos. S&o constituidos pela associacdo de trés moléculas de acidos graxos
(AG), que séao acidos monocarboxilicos, com uma molécula de glicerol através de
ligacdes ésteres. O glicerol € um alcool, que apresenta trés grupos hidroxila (OH)
que podem reagir com o0s acidos graxos independente do tamanho da cadeia
carbdnica, podendo ser considerada curta (quatro atomos de carbono), cadeia
média (entre seis a 12 atomos de carbono) ou cadeia longa (16 ou mais atomos de
carbono) (WAITZBERG & BORGES, 2000; SANT’ANA, 2007).

Existe a classificacdo atribuida aos AG que esta relacionada a presenca ou
nao de ligacdes entre os carbonos na cadeia. Quando apresentam apenas ligacbes
simples entre os carbonos séo classificados como saturados, porém, quando
apresentam duplas ligacbes em sua estrutura sdo denominados insaturados; e
conforme o nimero de duplas ligagbes presentes podem ser monoinsaturados ou
poli-insaturados (WAITZBERG & BORGES, 2000; NAWAR, 2010).

O tamanho da cadeia hidrocarbonada é inversamente proporcional ao peso
molecular, ao ponto de fusdo e a sua solubilidade em agua. Sdo considerados
volateis os AG compostos de dois a 10 atomos de carbono e ndo volateis os que

possuem mais de 12 atomos de carbonos em sua cadeia (SANT'ANA, 2007).

2.1.1 Acidos graxos saturados

Conforme citado anteriormente, os AG saturados s&o monocarboxilicos de
cadeia hidrocarbonada sem duplas ligacdes, portanto, caracterizada por ligacdes
simples entre carbonos e saturadas de hidrogénio. Por esta razéo, tendem a ser
mais soélidos a temperatura ambiente e consequentemente mais resistentes a altas
temperaturas, além de serem mais insollveis que as insaturadas. Geralmente tem
maior peso molecular que os demais (SANT'ANA, 2007).

Dessa forma, os tipos de AG que compdem os triglicerideos determinam sua
funcionalidade e forma de metabolizacdo. Os triglicerideos de cadeia média (TCM),

agueles formado por seis a 12 atomos de carbono na cadeia hidrocarbonada, séo a
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fonte energética preferencial devido a elevada permeabilidade na membrana celular,
enquanto os triglicerideos de cadeia curta (TCC) séo produzidos por fermentacao
enzimatica bacteriana dos polissacarideos colénicos, que entram no célon sob forma
de fibras solliveis ou amido resistente e serem de combustivel energético colénico
com destaque para os acidos graxos aceético, propiénico e butirico (KUS & MANCINI-
FILHO, 2010).

Existe uma forte associacdo entre o alto consumo de alimentos ricos em
gorduras saturadas e doencas vasculares com presenca de quadros de
aterosclerose em artérias cerebrais e coronarianas, com aumento nos niveis
plasmaticos de colesterol total e de LDL-colesterol (Low Density Lipoproteins). Deste
modo, sua recomendacdo de consumo nao deve exceder 10% das calorias totais
ingeridas (WAITZBERG & BORGES, 2000).

Acidos graxos saturados presentes nos alimentos estdo relacionados na

Figura 2.
N° de Carbono Formula Nomenclatura IUPAC® Nomenclatura
comum

2 C,H,0, Acido etanoico Acido acético
4 C4HsO> Acido butandico Acido butirico
6 CeH1,0, Acido hexanoico Acido caproico
8 CgH160, Acido octanéico Acido caprilico
10 Ci1oH200, Acido decanoico Acido caprico
12 C1oH240, Acido dodecandico Acido laurico
14 C14H250, Acido tetradecanoico Acido miristico
16 Ci16H3,0, Acido hexadecanoico Acido palmitico
18 C15H360 Acido octadecanoico Acido estearico
20 CoHa005 Acido eicosandico Acido araquidico

®@International Union of Pure and Applied Chemistry. Fonte: Adaptado de SANT’ANA (2007)

FIGURA 2 — Acidos graxos saturados presentes nos alimentos.

2.1.2 Acidos graxos insaturados

Estes AG sdo também monocarboxilicos, porém apresentam uma ou mais

duplas ligagbes entre carbono (monoinsaturados ou poli-insaturados,
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https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_decan%C3%B3ico
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_c%C3%A1prico
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_duodecan%C3%B3ico
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_l%C3%A1urico
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_tetradecan%C3%B3ico
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_mir%C3%ADstico
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_hexadecan%C3%B3ico
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_palm%C3%ADtico
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_octadecan%C3%B3ico
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_este%C3%A1rico
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respectivamente), sendo mais sollveis que os saturados. Estes AG insaturados
compdem os triglicerideos de cadeia longa (TCL). Os monoinsaturados sé&o
formados a partir de AG saturados e estdo presentes no azeite de oliva, acali,
abacate e oleaginosas ou sintetizados endogenamente a partir de precursores, e 0s
AG poli-insaturados formados a partir do acido linoleico e a-linolénico, obtido
exclusivamente através da dieta, estdo presentes nos peixes, e nas principais fontes
vegetais (soja, milho, algodao, girassol, linhaca) e frutas oleaginosas (WAITZBERG
& BORGES, 2000; SANT'ANA, 2007; KUS & MANCINI-FILHO, 2010). Os &cidos

graxos insaturados presentes nos alimentos estao descritos na Figura 3.

N° de

Férmula Nomenclatura IUPAC® Nomenclatura comum
Carbono

Monoinsaturados

16 C16H300: Acido cis 9-hexadecendico Acido palmitoléico
18 C1sH340; Acido cis 9-octadecendico Acido Oleico
20 CaoH350> Acido cis 9-eicosendico  —meemmeeeee-

Poli-insaturados

18 2 Acido cis 9,12 Acido Linoleico
octadecadiendico
Acido cis 9,12,15- - o

18 3 octadecatriendico Acido a - Linolénico
Acido cis 5,8,11,14- . .

20 4 cicosatetraendico Acido Aracdonico (AA)

20 5 Acido cis 5,8,11,14,17- Acido eicosapentaenoico
eicosapentaendico (EPA)

99 5 Acido cis 4,7,10,13,16, 19- Acido docosahexaenoico
docosahexaendico (DHA)

®|nternational Union of Pure and Applied Chemistry. Fonte: Adaptado de SANT'ANA (2007)

FIGURA 3 — Descrigdo dos &cidos graxos insaturados presentes nos alimentos.

2.1.3 Digestado, absorcdo e metabolismo lipidico

Apoés a ingestédo, os lipideos ou gorduras precisam ser digeridos para que
ocorra a absorcao entérica, em um processo conhecido como lipdlise. Este processo
esta dividido em diferentes etapas, e depende do tipo de gordura oferecida pela da

dieta. Este processo requer a presenca de enzimas lipoliticas como liapses e
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estareses, bem como da fase fisiolégica de cada individuo, de forma geral é

representado na Figura 4.

Fonte Enzima ou Fator Substrato Produtos Finais
Boca e Lipase lingual Gordura Acidos graxos
Estdmago Lipase gastrica emulsificada Glicerol

A Lipases e co-lipases Gordura Acidos graxos, glicerol
Pancreas ” - e
pancreaticas emulsificada Mono/Diglicidios
Figado e < b Acidos graxos + sais
Vesicula ?’a's. riares e Gorduras biliares e gordura neutra
Y alcalis .
biliar emulsificada
Intestino . . Glicerol, 4cidos graxos e
Lecitinase Lecitina .
delgado fosfocolina

Fonte: http://www.rgnutri.com.br/sp/fisiologia/ddl.php (acesso 09_04_16 as 20h26)

FIGURA 4 — Etapas do processo de digestdo de acordo com a acdo enzimética, o
tipo de gordura e a fase fisiolégica envolvida.

Embora o processo de digestdo lipidica seja principalmente entérico, existe
uma etapa inicial na cavidade oral. A presenca da lipase sublingual, ativa
principalmente nos primeiros ciclos da vida lactente, serve de estimulo para a lipase
gastrica. A partir dos seis meses de vida, 0 processo inicial ocorre no estbmago,
onde a presenca do acido cloridrico e os movimentos peristalticos promovem a
emulsificacdo dos lipidios, a acidificacdo do material alimentar estimula a liberacao
da colecistocinina que promove a contracdo da vesicula biliar, liberando a bile para o
duodeno, emulsionando as gorduras para acdo das enzimas pancreaticas
(MARZZOCO, 2015).

A partir de lipases pancreédticas ocorre um processo de hidrolise dos
triglicerideos originando acido graxo e glicerol. A enzima fosfolipase A, atua sobre a
digestdo dos fosfolipideos e a enzima colesterol esterase hidrolisa os ésteres de
colesterol. Os produtos das quebras enzimaticas sédo absorvidos pelo limen
intestinal e reconvertidos a triglicerideos pelas células da mucosa intestinal, e entdo
através de carreadores especificos como quilomicros e lipopotreinas séao utilizados
ou armazenados. Os AG armazenados sao transportados pelo sangue carreados
pela albumina sérica aos tecidos para serem utilizados onde podem ser oxidados,
reesterificados, dessaturados ou elongados (MARZZOCO, 2015).
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Em mamiferos, alguns AG de cadeia longa sao sintetizados pelo proprio
organismo, principalmente no citossol de células hepaticas, podendo ocorrer em
menor quantidade em tecidos adiposos e células mamarias. A sintese se da a partir
de duas unidades de carbono derivadas da Acetil-CoA, pela acdo da enzima
chamada acido graxo sintetase, na qual sdo adicionados dois 4tomos de carbono,
normalmente, formando uma cadeia de hidrocarbonetos crescente (WAITZBERG &
BORGES, 2000; PERINI et al., 2010).

O aumento da cadeia carbbnica de AG ocorre pela acdo de enzimas
denominadas elongases, no processo de elongagao. Entretanto, para formacao de
AG insaturados fundamentais na manutencdo das membranas celulares se faz
necessaria a formacao de duplas ligaces carbbnicas por enzimas dessaturases, em
diferentes posicdes desta cadeia, em um processo denominado dessaturacao
(WAITZBERG & BORGES, 2000; SANT'ANA, 2007; PERINI et al., 2010).

O catabolismo de acidos graxos ocorre ha mitocondria, em direcdo oposta a
sintese, comecando em um grupo carboxila, convertendo residuos de acidos graxos
em Acetil-CoA, que é oxidado em acido citrico (para produzir energia que €
armazenada temporariamente como ATP). Inicialmente € necesséria a sua ativacado
pelo acoplamento do grupo CoA formando Acil-CoA e com auxilio da carnitina
adentra a mitocondria para sofrer B-oxidagcdo, com encurtamento da cadeia pela
retirada de dois pares de carbono, sob a forma de Acetil-CoA (WAITZBERG &
BORGES, 2000; SANT’ANA, 2007).

Existe também uma quebra diferenciada quando uma molécula de Acil-CoA
com cinco carbonos se divide em uma molécula de Acetil-CoA e uma propionil-CoA,
e ndo em duas de Acetil-CoA. A molécula de Acetil- CoA segue a via comum da [3-
oxidacdo. A molécula a propionil-CoA, entdo é convertida a succinil-CoA, um
intermediario do ciclo de Krebs (MARZZOCO, 2015).

Aproximadamente 95% dos processos de oxidacdo acontecem na
mitocondria, mas o restante ocorre no peroxissomo do rim e do figado visando
encurtar longas cadeias de AG (>22 carbonos) para o processo de B-oxidacdo na
mitocondria. Aproximadamente 20% da gordura estdo disponiveis de forma
endogena, enquanto a forma exogena supre a demanda de 80% de gorduras a partir
de diferentes fontes dietéticas, tanto de origem animal como vegetal (WAITZBERG &
BORGES, 2000).
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O &cido palmitico (C16:0) pode ser obtido tanto de fontes externas como pela
biosintese orgénica por meio da enzima Acetil-Coa e pelo processo de elongacao,
qgue possibilita producéo do acido esteéarico (C18:0). As dessaturacdes ou insercoes
de duplas ligacdes formam, respectivamente, os &cidos monoinsaturados
palmitoléico (C16:1) e oléico (C18:1) (SANT’ANA, 2007). A dessaturacdo ocorre no
sentido do grupamento carboxila da cadeia carbdnica e quando numerados a partir
do grupamento metilico recebe a letra grega dmega (w) indicando o local da
dessaturacdo, ou seja, da dupla ligacdo (w-7 — acido palmitoléico, w-9 — &acido
oleico) (VALENZUELA et al., 2000; TINOCO et al., 2007; PERINI, et al., 2010).

Entretanto, os seres humanos ndo possuem enzimas necessdrias para
introduzir ligac6es duplas além do carbono 9 e desta forma, o acido linoleico (LA)
(série w-6) e o acido a-linolénico (ALA) (série w-3) devem ser necessariamente
introduzido pela dieta, por esta razdo sdo denominados 4cidos graxos essenciais
(AGE) ou de cadeia longa (SUAREZ-MAHECA et al., 2002).

Os AG da série w-6 possuem a primeira dupla ligacdo na posicao seis da
cadeia carbdnica, contando a partir do terminal metil, e a partir do seu precursor LA
(C18:2 n-6 ou w-6) surgem outros seis AG. Este precursor juntamente com a acido
aracdonico (ARA) (C18:4 n-6) sao considerados o0s representes mais importantes
desta série. Em relacdo aos AG da série w-3, a primeira dupla ligacdo est4 na
terceira posicao e a partir do seu precursor ALA (C18:3 n-3 ou w-3) séo produzidos
outros seis AG, juntamente com o acido eicosapentaendico (EPA) (C18:5 n-3) e 0
acido docosahexaendico (DHA) (C18:6 n-3), definidos como os mais importantes
desta série (SANT’ANA, 2007).

Cada um dos AG das séries w possui sua propria rota metabdlica, nao sendo
intercambiaveis entre si, porém como uma competicdo de substratos pelas mesmas
enzimas de dessaturacdo (dessaturases), provocando uma inibicdo reciproca da
conversao metabdlica. Apesar da enzima dessaturases Ag ser mais atraida pela
série w-3, seguida pela série w-6 e por fim a série w-9, um desequilibrio na ingestao
de LA, tipico em dietas ocidentais ricas em soja e milho, desestabiliza esta relagédo
metabdlica, com maior produgédo de AG série w-6 (SANT'ANA, 2007; KUS &
MANCINI-FILHO, 2010; NAWAR, 2010; MARZZOCO, 2015) (FIGURA 5).

Estima-se que do ultimo trimestre gestacional ao sexto més de vida seja o
periodo em gque € necessario um grande aporte de ARA, DHA e EPA, uma vez que a

imaturidade hepatica do neonato repercute na insuficiéncia para realizar 0s
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processos de elongacdo e dessaturacdo a fim de atender as necessidades
metabdlicas destes 4cidos graxos, sendo entdo suprido via transplacentéria durante
a gestacdo e pelo leite materno durante a lactacao (MALCOLM et al.,, 2003;

VALENZUELA e NIETO, 2003; SILVA, 2007, TINOCO et al., 2007).

Acido a - Linolénico (18:3w-3

Acido Linoléico (18:2 w-6)

delta6 dessaturase i deltab dessaturase i
18:4 w-3 Acido ¥ - Linolénico (18:3 w-6!
elongase L elongase ¢
20:4 w-3 Acido Dihomo - y - Linolénico (20:3w-6)
deltas dessaturase L deltas dessaturase ¢
Acido Eicosapentaendico (EPA 20:5w-3} Acido Araquid®nico (20:4w-6)
elongase l elongase l
Docosapentaenoico (DPA 22:5 w-3 Acido Docosatetraendico (22:4w-6)
elongase l
elongase ¢
24:5 w-3
4:4 w-6
delta6 dessaturase i 2
deltab dessaturase l
246 w-3 24:5 w6
B-oxidacao L B - oxidacao l

Acido Docosapentaendico (22:5 w-6)

Acido Docosahexaendico (DHA 22:6w-3)

FIGURA 5- Proposta da rota metabdlica para os acidos graxos essenciais séries w-
3 e w-6. (Adaptado de VAZ et al., 2006)

As principais fontes alimentares de DHA e EPA s&o os pescados,
principalmente sardinha, atum e salméo. Contudo, as concentracdes AG w-3 nestes
alimentos dependem de varios fatores como a parte do pescado, época do ano, local
de captura e caracteristicas particulares do processo de industrializacdo. Alguns
vegetais e/ou seus 6leos apresentam o mesmo tipo de AG que os pescados, embora
esta conversdo ndo seja muito eficiente, além de estar sujeita a uma inibicdo
competitiva por parte dos AG w-6. Estratégias nutricionais devem garantir
proporcdes adequadas de coeficientes de AG série w-6 e w-3, permitindo um
equilibrio entre as rotas metabdlicas. (NAWAR, 2010; PERINI et al., 2010).

O peixe € 0 Unico alimento com altos teores de acido graxos poli-insaturados

da série w-3, e o efeito benéfico de sua ingestdo ndo estd relacionado a
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necessidade de atuacdo das dessaturases, pois ja possui 0 &cido eicosapentaendico
(C20:5 w-3). Os AGPI encontrados no peixe estdo relacionados as suas
caracteristicas poiquilotérmica, devido a presenca de membranas biolégicas fluidas,
ricas em AGPI e desta forma, a temperatura da agua interfere nas concentracdes
destes acidos graxos (SANT’ANA, 2007).

Segundo a Sociedade Brasileira de Alimentacdo e Nutricdo — SBAN, a
proporcao tolerada entre w-6 e w-3 € de 10:1 e a ideal de 4 - 5:1. Valores
semelhantes ao preconizado pela Organizacdo das Nacbes Unidas para
Alimentagdo e Agricultura FAO/WHO admitem uma variagcdo entre 5 - 10:1. E
estimado que em paises ocidentais como o Brasil, com baixa ingestdo de peixes, a
proporcao fique em torno de 10 - 20:1, enquanto nos EUA esta proporcéo fica em
torno de 20 - 30:1. Contrariamente, em paises como o0 Japao com alto consumo de
pescados marinhos, a proporcédo entre w-6 e w-3 atingem valores considerados
ideais com variacles entre 2:1 a 4:1 (SUAREZ-MAHECA et al., 2002; MARTIN, et
al., 2006; LOPES-TORRES et al., 2007; KUS & MANCINI-FILHO, 2010).

2.1.4 Funcao dos acidos graxos essenciais no organismo

Os AGE, também conhecidos como acidos graxos poli-insaturados de cadeia
longa (AGPICL), sdo elementos estruturais necessarios a sintese de lipidios de
tecidos, e tém um papel importante na regulacao de varios processos metabdlicos,
de transporte e excrecao e, portanto, para suprir a demanda organica, oS mesmos
devem estar em quantidades suficientes na alimentagcdo. Uma importante funcéo
dos AGE esta na composicdo da membrana celular, permitindo maior fluidez e
viscosidade, o transporte de varias substancias como sodio, potassio, enzimas, e a
sinalizacdo para receptores de insulina, antigenos, dentre outros (WAITZBERG &
BORGES, 2000; MARTIN et al., 2006).

Dentre os AGE, DHA e ARA, participam tanto do desenvolvimento
neurolégico quanto da funcéo visual dos seres humanos, constituindo mais de 30%
da estrutura lipidica do cérebro e membrana da retina.

O DHA é o AGPICL com maior presenga nos cones e bastonetes da retina.
Os fosfolipideos da massa cinzenta do cérebro contem grandes proporc¢des de DHA
e ARA. Os AGPICL estdo atuantes na composi¢do lipidica das membranas

permitindo trocas fisico-quimicas importantes e também sdo precursores da
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producdo de eicosandides (prostaglandinas, prostaciclinas (PG12), tromboxanos e
leucotrienos) que regulam numerosas funcodes celulares e teciduais (WAITZBERG &
BORGES, 2000; SUAREZ-MAHECA et al.,, 2002; MALCOLM et al., 2003;
VALENZUELA & NIETO, 2003; SANT’ANA, 2007; SILVA et al., 2007; TINOCO et al.,
2007; PERINI et al., 2010).

Os autores consideram extremamente relevantes o papel destes AG na
formacdo dos eicosanoides, visto que s&o substancias imunorreguladoras
relacionadas as funcbes fisiologicas dos sistemas cardiovascular, reprodutivo,
respiratorio, renal, endécrino e imune. Eles sédo derivados oxigenados dos é&cidos
dihomo-ylinolénico (C20:3 n-6), ARA e EPA. Sintetizados a partir da enzima
cicloxigenase (prostaglandina endoperoxido sintase) e lipoxigenase, sua sintese
depende de AG tanto da série w-6 como w-3, 0 que acarreta a competicdo destes
acidos como substrato para 0 mesmo sistema enzimético (dessaturases,
lipoxigenases, prostaglandinas). Uma producgdo exacerbada de eicosandides pode

gerar complicacdes como hiperresposividade imunologica e inflamatoria (FIGURA 6).

Cadeia natural alimentar Metabolismo nos mamiferos
Acetl-Coa
R
Acidooléico
13:1(n-9)
Acido linoléico alimentos h.-'imdu araquidomeo Prostaglandina G,
18:2(n-6) vegetals i 204 (n-6) ##f" N

o N\
PG, TXA,

Acido atlinolénico Leucotrienos,
18:3(n-3)

Algas marinhas

Zoopldncion Leucotrienos, PGl TXA,

Pescados T "‘\ A

\ /
Acido elcosapentacnoico alimentos ﬁuldutlmsapcnwx: noco .
—_— —+ Prostaglandina G

(EPA)  20:5(n=3) marinhos (EPA)  20:5(n=3)

Algas marinhas

Zoapldncion

Pescados

.-"iu_'1dn;1dﬂmsah1:xu::n{'nm{DH.-"'L]
22:6(n=-3)

(Fonte: WARD,1995 apud SUAREZ-MAHECA et al., 2002).
FIGURA 6 - Biossintese dos acidos graxos w-3 e formacgéo de eicosanoides.
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Deficiéncia de AG w-6 pode desencadear alteragbes como lesdes na pele,
anemia, aumento de agregacdo plaquetéria, trombocitopenia, esteatose hepética,
déficits de cicatrizacédo e hiperresponsividade as infec¢cdes. Em criancas pode ainda
ser responsavel por retardo no crescimento e quadros diarreicos. A deficiéncia de
AG w-3 pode ser responsavel por sintomas neurologicos, reducdo da acuidade
visual, lesbes cutaneas, retardo de crescimento, déficits de aprendizado e
eletrorretinograma anormal. Entretanto, a ingestdo de AGE em valores superiores a
15% do valor caldrico total constitui padrdo de toxicidade, assim como o excesso de
w-6 pode desencadear quadros de imunossupressao (WAITZBERG & BORGES,
2000).

E justamente no terceiro trimestre gestacional que ocorre a maior demanda
AGE visando suprir as necessidades do feto, em especial ARA e DHA, em
detrimento de uma acelerada sintese do tecido cerebral ocorrendo na mesma
intensidade no periodo neonatal precoce, por causa dos processos de diferenciacéo
e refinamento de sinapses proprios da maturacao cerebral. Naturalmente, o leite de
nutrizes de bebés prematuros apresentam maiores concentracfes destes AG.
(IRANPOUR, et al., 2013).

Desde a gestacdo, é fundamental uma alimentacéo equilibrada para suprir,
via transplacentérias, as necessidades dos fetos em relacao as concentracdes de w-
3. Esta necessidade ndo se modifica apés 0 nascimento e primeiros seis meses de
vida extrauterina, uma vez que o recém-nascido (RN) tem uma limitada capacidade
para metabolizar AGPICL, sendo necessario receber as quantidades necessarias de
EPA e DHA pelo leite materno.

Entretanto, nutrizes com uma dieta pobre em relacdo a estes AG nhdao
conseguem suprir as necessidades de seu filho, podendo comprometer seu
crescimento e desenvolvimento. A situacdo torna-se mais delicada quando o RN nao
é alimentado com leite materno, recebendo formulas lacteas infantis de origem
bovina e que necessariamente precisam ser enriquecidas com diversos nutrientes,
incluindo AGE (MALCOLM et al.,, 2003; VALENZUELA & NIETO, 2003; KUS &
MANCINI-FILHO, 2010).
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2.2 Nutricdo Enteral Do Recém-Nascido Prematuro

O leite humano é espécie-especifico, considerado superior a qualquer outra
alimentacdo substituta para alimentacdo infantil e, portanto, o aleitamento materno
exclusivo é considerado mundialmente como modelo de referéncia ou normativo de
alimentacdo do recém-nascido (RN), devendo ser continuado de forma exclusiva
pelos primeiros seis meses de vida, e conjuntamente a outros alimentos até os dois
de vida da criangca (AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2005).

A caracteristica do leite é definida no pds-parto, inicialmente com o colostro
secretado nos primeiros cinco dias ap0s o parto, € espesso e amarelado pela alta
guantidade de 3 caroteno. Seu volume é suficiente para satisfazer as necessidades
do recém-nascido nesse periodo. Mdes de RN de termo apresentam no colostro
uma composi¢cao média de 54 Kcal/dL; 2,9 g/dL de lipideos; 5,7g/dL de lactose e 2,3
g/dL de proteina, com alta concentracdo de IgA secretora e lactoferrina, linfocito e
macrofagos, além de ser mais rico em sédio, potassio e cloretos do que o leite
maduro (SCHANLER, 1995).

Entre o 5° e 15° dia de vida do RN, a nutriz produz o leite de transicdo, com
modificacdes em sua concentracdo até atingir os valores médios do leite maduro,
com volume e composicdo estaveis, fornecendo em media 70 Kcal/dL; 2,9-3,4g/dL
de lipideos; 6,4-7,1g/dL de lactose e 1,3-1,8g/dL de proteina. O teor dos
macronutrientes varia conforme o leite do inicio e final da mamada, observando que
o leite do final da mamada contém 1 %2 a 3 vezes maior quantidade de gordura que o
inicio, além da diferenca de 5 a 6% nas concentracfes de cobre e zinco. Entretanto,
0S micronutrientes como calcio, fosforo, sédio e potassio ndo apresentam diferencas
entre os conteldos de inicio e final (SCHANLER, 1995).

O leite da mée do recém-nascido prematuro (RNPT) é diferente do leite da
mae do RN a termo, principalmente nos primeiros 15 dias subsequentes ao parto,
apresentando maiores concentragdes de gorduras, proteinas e calorias, sédio e IgA,
assim como menores concentracdes de fésforo, calcio e lactose, fortalecendo a
diretiva sobre alimentar RNPT com leite da prépria mée (PEREIRA, 2008).

Relacionado as concentra¢cdes de AGE, Abreu (2016) comparou a quantidade
de DHA, ARA e EPA no leite de maes de RN termos e prematuros em diferentes
fases da lactacédo e identificou menor média do ARA no leite de transicdo de maes

de recém-nascidos prematuros em comparacdo com o0s termos.
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A Organizacdo Mundial da Saude classifica como pré-termo ou prematuro 0s
recém-nascidos com idade gestacional inferior a 37 semanas e recomenda o leite
materno como dieta favoravel de maneira a manter o crescimento na velocidade
intrauterina, sem impor estresse sobre as fun¢cdes metabdlicas e excretoras imaturas
no neonato (BRASIL, 2008).

Todavia, a prematuridade confere uma maior imaturidade aos diversos
sistemas do RN, necessitando de cuidados intensivos. Além disso, sua fragilidade
favorece o desenvolvimento de problemas nutricionais, sendo considerado de risco
por apresentar uma imaturidade bioquimica capaz de afetar seu metabolismo,
tornando sua taxa metabdlica elevada e comprometendo a velocidade de
crescimento, sendo maiores as complicacfes quanto menor sua idade gestacional
(PEREIRA et al., 2008; RYYAN et al., 2015).

Um grande desafio ao RNPT € a adaptacdo as mudancas abruptas causadas
pela ruptura da nutricdo parenteral intrauterina via umbilical e o suporte enteral pelo
leite humano. Contudo, este alimento contempla mais de 200 -constituintes
essenciais, seus nutrientes e componentes bioativos facilitam a adaptacdo a este
processo, com destaque para as proteinas e peptideos (PEREIRA et al., 2008)

A imaturidade do sistema digestorio deve ser respeitada e a pratica clinica
utilizada rotineiramente engloba a estimulacdo deste sistema a partir de pequenas
guantidades de leite materno, mesmo que o0 RNPT esteja em alimentacéo
parenteral. Esta conduta possui um efeito tréfico, beneficiando a mucosa intestinal, a
regulacdo da motilidade gastrointestinal e diminuicdo da incidéncia de sepse, além
da inducéo da atividade da lactase (PEREIRA et al., 2008).

A alimentacdo enteral em neonatos é realizada administrando-se leite
preferencialmente humano, colocados em frascos plasticos de 100 mL conectados a
um tubo de PVC com cone que permite o transporte da dieta enteral do frasco a
sonda do paciente (equipo). A oferta do alimento também pode ser feita por
gavagem (bolus) ou infusdo continua (BRASIL, 2011), mas estas praticas aumentam
o risco de enterocolite necrosante (PEREIRA, 2008).

A protecdo imunoldgica conferida ao RNPT pelo aleitamento materno é
indiscutivel. Aléem de suas inOmeras vantagens aos prematuros relacionadas a
menores taxas de sepse, enterocolite necosante, retinopatia da prematuridade e
diminuicdo no tempo para obtencédo de uma nutricdo enteral completa. Quanto mais

precoce a prematuridade mais acentuadas sdo as desvantagens sistémicas destes
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RNs e quando somadas ao baixo peso, tornam-se, por vezes, fatais (PEREIRA et
al., 2008; AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2005; 2012).

O uso de leite humano em neonatologia também promove uma menor taxa de
mortalidade infantil, com diminuic&o de episddios de internacdo hospitalar em meses
subsequentes. Em longo prazo, o aleitamento materno promove melhores taxas de
crescimento e de desenvolvimento neuroldgico, aprendizado e memoria, além de
menor risco para desenvolver intolerancia alimentar quando comparados a criancas
alimentados com férmulas (MARTINEZ & CAMELO JR, 2001; AMERICAN
ACADEMY OF PEDIATRICS, 2005; 2012).

Estudos sugerem que prematuros extremos que receberam leite humano em
unidades de cuidado neonatal apresentaram melhores pontuacdes em avaliacdes de
habilidades motoras, mentais e comportamentais, quando entre 18 e 30 meses de
idade, independente dos fatores socioecondmicos das maes e possiveis doencas
infantis Outra vantagem do leite humano para os prematuros esta na diminuicao das
taxas de morbidades presentes a partir da adolescéncia como sindrome metabdlica,
hipertensédo arterial, diabetes, e problemas renais. (CAMELO JR & MARTINEZ,
2005; AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2012)

O ideal seria a utilizacdo do leite da prépria mae, contudo, sua producao
lactea pode ser dificultada pelo estresse emocional materno provocado pela
internacdo do RN com um quadro de instabilidade clinica, desenvolvendo uma
fragilidade do contato méae-filho, auséncia de amamentacdo precoce e a nhao
manutenc¢ao da succ¢ao no seio materno (KLAUS & KENNEL, 2000).

Quando o leite da méae nao for disponivel, utiliza-se o leite de banco, com as
devidas medidas de controle de qualidade e pasteurizacdo, mesmo que refletindo
em um menor crescimento que o observado na vida intrauterina. Partindo de um
ideal hipotético, bebés RNPT deveriam receber alimentacdo similar a que
receberiam intradtero, suprindo suas necessidades especificas decorrentes do
carater energético proteico, enzimatico, de crescimento e imunoldgico. Apesar do
sucesso desta pratica algumas semanas pos-termo, as exigéncias nutricionais nao
sdo mais supridas devido a necessidade de maiores aportes de proteina, célcio e
fésforo (CAMELO JR & MARTINEZ, 2005; MARTINS & KREBS, 2009).

A imaturidade sistémica do RNPT compromete sua nutricdo, ndo somente
pelas questdbes do aparelho digestério, mas também pela imaturidade para

coordenar movimentos de respiracao/succao/degluticdo, presentes em menores de
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32 a 34 semanas gestacionais. A utilizacdo da nutricdo enteral, desde sua indicagao
trofica quando o neonato ainda recebe nutricdo parenteral, deve ser criteriosa
(SCHETTINI & MIYOSHI, 1999).

O uso de sondas de alimentacdo posicionadas até o estdbmago €
frequentemente utilizado, entretanto, as praticas de alimentacdo continua ou
intermitente sdo controversas na literatura, mas a indicagao da nutricdo intermitente
sugere um melhor esvaziamento gastrico e menor perda de nutrientes pelos
equipamentos (PEREIRA & NIEMAN, 2008).

A imaturidade géstrica do RNPT (dentre as demais) requer o uso de nutricdo
especifica com leite humano e esta pratica esbarra no dificil propdsito de manter os
estoques de bancos de leite humano em niveis satisfatorios para a demanda dos
hospitais, que lidam com esta clientela de caracteristica tao fragil.

O Brasil possui a maior e mais complexa rede de banco de leite humano do
mundo, com 217 bancos de leite e 163 postos de coleta, configurando a Rede
Brasileira de Banco de Leite Humano. Esta complexa estrutura visa coletar,
processar e distribuir leite humano, além de garantir aos lactentes hospitalizados o
acesso irrestrito de leite humano. O Estado de Mato Grosso do Sul apresenta
atualmente cinco Bancos de Leite Humano (BLH) cadastrados, sendo quatro
situados na capital Campo Grande, em Hospitais com maternidade e Unidades de
Terapia Intensiva Neonatal e um instalado no Hospital na cidade de Dourados
(BRASIL, 2012).

Existe uma variabilidade na composicdo dos nutrientes do leite humano
guando estes sdo provenientes de diferentes doadoras e estdo relacionadas ao
conteudo de energia e de proteina deste alimento, podendo sofrer influencias do
processo de captacdo, manipulacdo e armazenamento do mesmo, desde as
diversas circunstancias que permeiam o momento de coleta, seu armazenamento
em geladeira ou congelador e a distribuicdo destes leites.

Além dos fatores extrinsecos citados, tais divergéncias sdo inerentes as
caracteristicas proprias das doadoras, o periodo de lactagdo, idade materna,
condicbes de saude, classe social ou idade gestacional (SCHANLER, 1995;
HEIMAN & SCHANLER, 2006; PEREIRA et al., 2008, RONA et al., 2008, COSTA &
SABARENSE, 2010).

Procurando garantir a oferta de um alimento de qualidade, o banco de leite

utiliza a técnica de analise do teor de gordura através do crematécrito (PEREIRA et
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al., 2008, RONA et al., 2008). Teoricamente seria ideal que a fracdo lipidica média
do leite humano tivesse um conteddo médio de 4,2 g/dL, sendo constituida
principalmente de triglicerideos (98%), numa porcdo capaz de suprir entre 45% a
55% da energia necessaria para um neonato em aleitamento exclusivo (COSTA &
SABARENSE, 2010).

Uma possivel estratégia de saude publica seria a prética incisiva de educacao
em saude materno infantil nas rotinas de pré-natal, o mais cedo possivel, conferindo
maior apoio materno sobre as diversas questfes relacionadas a amamentacéo e a
doacéo de leite humano.

De modo geral, os RNPT nascidos antes de 31 semanas gestacionais estao
propensos a permanecerem hospitalizados por tempo prolongado e
consequentemente recebendo um leite mais pobre em seus padrdes nutricionais.
Quanto maior a prematuridade do RN maiores as suas necessidades, sendo que 0s
RNMBP necessitam de um suporte nutricional mais especifico em relagdo aos
demais (PALHARES et al., 2012).

Em virtude das condi¢Bes tipicas dos RNMBP ja descritas, acrescidos de um
metabolismo acelerado, da diminuicdo das reservas orgéanicas, da imaturidade
sistémica e digestiva, somadas a instabilidade frente as situacdes de sobrecarga
hidroeletrolitica, torna-se um desafio para a equipe multiprofissional envolvida em
seu processo de alimentacdo administrar estas variaveis e garantir uma nutricdo
adequada sem administrar grandes volumes (PEREIRA et al., 2008; MARTINS &
KREBS, 2009).

2.2.1 Enriguecimento do leite humano

Schanler et al. (1998) afirmam que o0 uso exclusivo de leite humano na
alimentacdo de recém-nascido pré-termo podem resultar em menores taxas de
crescimento e deficiéncias nutricionais, apesar de todas as vantagens ja relatadas.
Para evitar possiveis danos ao RNPT, aditivos para o leite materno tém sido
desenvolvidos contendo proteinas, hidratos de carbono, sédio, célcio e fosforo, entre
eles o FM-85®, com o objetivo de suplementar o leite materno, a fim de torna-lo mais
adequado as necessidades dos RNPT.

A American Academy of Pediatrics (2005; 2012) recomenda que todos 0s

prematuros devam receber leite humano, seja ele da prépria mae, fresco ou
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congelado, sendo este leite suplementado de forma adequada, com proteinas,
minerais e vitaminas para assegurar uma melhor ingestdo de nutrientes para a
recém - nascidos de muito baixo peso (RNMBP), ou seja, aqueles com peso inferior

ou igual a 1.500 g.

No Brasil, assim como em paises em desenvolvimento ou desenvolvidos, a
suplementacdo faz parte da rotina em neonatologia, iniciando com uma oferta
enteral minima de 100 mL/Kg/dia (PEREIRA, 2008).

As necessidades energéticas do prematuro variam entre 60 a 75 kcal/kg/dia,
podendo esta necessidade ser aumentada na presenca de quadros de sepse e/ou
dificuldade respiratéria. Em prematuros submetidos a ventilagdo mecénica, a
necessidade metabdlica pode aumentar até 25%. Porém, pré-termo muito pequenos
podem chegar a necessitar de valores superiores a 110 a 150 kcal/kg/dia, o que na
pratica clinica é dificil alcancar por inUmeras razdes. Condic¢des clinicas podem levar
a restricdo hidrica, intolerancia a infusbes de glicose e limitada ingestédo lipidica,
decorrentes de alteracdes respiratorias, hiperbilirrubinemia e sepse (CAMELO JR &
MARTINEZ, 2005; PEREIRA, 2008).

Schanler (2001) observou que a administragcdo de leite humano né&o
enriquecido para RNPT, com peso inferior a 1.500 g até que 0s mesmos atingissem
0 peso de 1800g, culminou em menor crescimento corpéreo e menores niveis
séricos de calcio e fésforo, comparando-os a neonatos alimentados com leite
humano enriguecido com nutrientes. Este fato justifica o enriquecimento de leite
humano, seja direto da mae ou de banco de leite humano, com nutrientes
especificos procurando atender as necessidades nutricionais destes neonatos
(MARTINS & KREBS, 2009).

Kumar & Sundaram (2011), em um estudo de revisdo, analisaram os efeitos
da suplementacéo de leite humano com proteinas para a promog¢éo do crescimento
de RNPT e relataram que a suplementacdo proteica provocou um incremento
significativo nas medidas antropométricas destas criancas. A andlise de trés
diferentes estudos demonstrou um aumento nos niveis séricos de ureia, sugerindo
um controle na ingestdo destes suplementos. Os autores ressaltam que os aditivos
para leite humano utilizados em RNMBP devem apresentar uma variedade de
componentes, uma vez que as necessidades destes bebés compreendem

compostos diversos.
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Os suplementos comerciais especificos para RNPT sdo de origem bovina,
fornecendo nutrientes como proteina, célcio, fosfato e carboidratos, sodio, vitaminas
e outros micronutrientes (PEREIRA, et al., 2008), contudo, ndo ha um consenso
sobre quantidade e qualidade dos nutrientes fornecidos nestes alimentos (MOREIRA
& ROCHA, 2004; CAMELO JR & MARTINEZ, 2005; AMERICAN ACADEMY OF
PEDIATRICS, 2005; 2012; KUMAR & SUNDARAM, 2011).

E real o risco de RNMBP alimentado com leite materno suplementado com
proteina de origem bovina desenvolver enterocolite necrosante (HEIMAN &
SCHANLER, 2006; SILVA, 2007, PANCZUK et al., 2016). Apesar do esforco para
tornar o perfil nutricional dos suplementos comerciais o0 mais similar possivel ao leite
humano, inclusive garantindo maior oferta proteica que nas formulas infantis para os
nascidos a termo, aminoacidos especificos e alguns minerais nestas formulas
(AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2005, THOMAZ, 2012, PALHARES et al.,
2012). Além de uma predominancia de triglicerideos de cadeia média (TCM) e

menores concentracdes de acidos graxos essencias (MOREIRA & ROCHA, 2004).

Em 1980, Lucas et al., propuseram um método simples para ajustar os
componentes do leite humano a ser oferecido aos RNMBP, feito exclusivamente do
proprio leite humano. Os autores extrairam do leite humano a gordura por
centrifugacdo e a proteina por liofilizagdo, para posteriormente readicionar como
isolados ao leite humano, conforme a necessidade do neonato.

No Brasil, Santos e Martinez (1996) submeteram leite humano ao processo de
evaporacgdo por vacuo identificando significativo aumento de fésforo, célcio, sédio,
proteina e lactose, sendo as concentracfes de lactose posteriormente reduzidas e o
produto final reconstituido ao leite humano para alimentacdo de RNMBP com um
composto integralmente homélogo. Em 2007, Braga e Palhares demonstraram a
viabilidade de uso do processo de evaporacéo a 70% do volume inicial. Foi possivel
satisfazer as necessidades nutricionais do leite humano preconizadas para o0s
RNPT, exceto em relacdo ao calcio e fosforo.

Outro suplemento homodlogo foi proposto por Serafin (2010), com
desenvolvimento de um composto lacteo a partir de leite humano de banco
modificado (LHM), com desnate seguido da evaporacdo e retirada da lactose,
demonstrando melhor tolerabilidade gastrica que o LHM puro, ou o Leite Humano

acrescido de suplemento comercial a base de leite de vaca (FM85® - Nestlé). Foi
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observado que o LHM utilizado como aditivo para reconstituicdo no leite humano
propiciou uma dieta lactea com quantidades de micronutrientes equivalente ao leite
humano pré-termo, compativel com a alimentacdo do RNPT, apesar da necessidade
de suplementacao especifica de sodio, calcio, fésforo, ferro, manganés, zinco.

Uma maneira de concentrar o leite humano, semelhante ao produto
industrializado, € a liofilizagdo. Este procedimento garante que os nutrientes do LH
sejam preservados e sua concentracdo permite sua utilizacdo como suplemento
para RNMBP (NAIL et al., 2002).

Thomaz et al.,, (2012) desenvolveram um suplemento homologo de leite
humano onde foi retirada a gordura e a lactose do leite humano, apds a evaporacao
e a liofilizacdo respectivamente, resultando em 549 g do pdé que foram
acrescentados a 100 mL de pool de leite humano. A andlise quantitativa de hidratos
de carbono e proteina foi significativamente maior nos grupo de RNMBP
alimentados com o suplemento homodlogo (SH) comparada com 100 mL desse
mesmo pool acrescido de FM85® (Nestlé), e clinicamente foi observado aumento no
perimetro cefdlico no grupo que recebeu o suplemento proposto. Entretanto,
evidenciou-se a necessidade de ajustes de célcio e fosforo neste suplemento com
uma oferta extra de aproximadamente 75 mg de calcio e 35 mg de fésforo para cada
100 mL de leite, para se adequar aos valores recomendados para esta faixa etéaria.

Com obijetivo de simplificar as fases de manipulacédo do leite e melhorar sua
composi¢cdo nutricional, Grance et al. (2015) desenvolveram um suplemento
homélogo com retirada de lactose e liofilizacdo, identificando as concentracfes dos
macro e micronutrientes do composto apoés reconstituicdo em leite humano de banco
de leite. Os autores identificaram que, com excecéo do calcio e do fésforo, o leite
humano somado ao aditivo proposto pode atender as necessidades nutricionais do
RNMBP. No mesmo ano, Serafin realizou um ensaio clinico com 11 RNMBP e
comprovou a eficacia deste suplemento sem desnate, com padrédo de crescimento
de perimetro cefalico, peso e comprimento adequado aos recomendados para estes
neonatos.

A ndo realizacdo do desnate se justifica, pois dentre os nutrientes do leite
materno ha um destaque para seu conteudo lipidico. A concentracdo média de
lipideos no leite humano varia dependendo do periodo de lactacdo, sendo
aproximadamente de 2 g / 100 mL no colostro podendo chegar a 4 g / 100 mL no
leite maduro (SCHANLER, 1995; VALENZUELA & NIETO, 2003).
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A maior fonte de energia das criancas amamentadas é oriunda da fracdo de
lipideos no leite materno, contribuindo com um total de 40 a 55% do total de energia
ingerida, fornecendo nutrientes essenciais como as vitaminas lipossollveis e acidos
graxos poli-insaturados (AGPI), incluindo acido linoleico e a - linolénico. (TINOCO et
al., 2007).

O leite de vaca apresenta trés vezes menos ARA e DHA que o de leite
humano, e, portanto se torna insuficiente para atender as necessidades do lactente.
Ha uma maior vulnerabilidade para desenvolver deficiéncia de AGPICL nos RNPT, e
esta instabilidade fisiol6gica esta associada, entre outros fatores, a baixa reserva
lipidica que quando potencializada por uma ingesta insuficiente pode provocar um
uso destes AG para atender as necessidades caldricas do neonato (SILVA et al.,
2007).

Ramirez-Corria (2001) ressalta em seu estudo que a “deficiéncia de AGPICL
no RNPT afeta fundamentalmente o desenvolvimento cerebral e da retina em longo
prazo e se manifesta de forma precoce com transtornos hematoldgicos, dermatites,
hipotonia, entre outros”. O crescimento no RN, incluindo peso, comprimento e
perimetro cefélico também é influenciado pela deficiéncia destes AG.

Mulheres pouco nutridas ou com dietas veganas podem exigir uma
suplementacdo de DHA, além de multivitaminas (AMERICAN ACADEMY OF
PEDIATRICS, 2012). Muitas complicacbes em curto prazo decorrentes de suporte
nutricional deficiente e insuficiéncia do crescimento pds-natal em recém-nascidos
prematuros refletem nos resultados em longo prazo, sendo que a restricdo de
crescimento extrauterino ainda é prevalente, apesar de extremamente relevante e
discutido entre os profissionais que cuidam de prematuros (RAYYAN et al., 2015).

Costa e Sabarense (2010) compararam a composic¢ao lipidica de nutrizes de
diferentes nacionalidades, identificando que o leite de nutrizes brasileiras
apresentam melhor perfil de acidos graxos essenciais e seus metabolitos ARA e
DHA, contudo, se mantém a desproporgdo entre w-6:w-3 em 14:1, acima do
recomendado pela FAO/WHO (KUS & MANCINI-FILHO, 2010).

A validade do uso de suplementacdo com DHA e ARA ja foi evidenciada por
diversos autores. Birch et al., (2000) compararam o desenvolvimento mental del9
lactentes que foram suplementados com DHA e ARA, 17 lactentes com
suplementacdo de DHA e 20 lactentes sem suplementac&o (grupo controle), desde

0s primeiros cinco dias devida até a 172 semana. Ficou evidenciado um melhor
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indice de desenvolvimento mental de lactentes que foram suplementados em
relacdo aos que nao receberam suplementagéo.

Hoffman et al., (2009) analisaram concentracdes de acidos graxos e testaram
a acuidade visual em 61 lactentes que foram suplementados ou ndo com formulas
contendo DHA e ARA. Eles observaram melhor desenvolvimento infantil quando os
lactentes utilizaram férmulas fortificadas com DHA e ARA.

Para Iranpour et al., (2013), em paises desenvolvidos estes acidos graxos sao
adicionados as formulas para lactentes, ficando a maioria dos produtos de paises
em desenvolvimento isenta deste tipo de &cido graxo. O fator preocupante na
suplementacdo de leite materno com DHA, EPA e ARA esta na utilizacdo do
suplemento comercial FM85® na maioria dos servicos de neonatologia no Brasil.
Este suplemento é seguro e de fundamental utilizacdo por ser reconhecidamente
eficaz ao suplementar os neonatos prematuros, mas sua composi¢ado aponta muito
baixas concentracdes de gorduras, sem relacdo com os AGPI em questédo (FIGURA
7).

Sa0 necessarias técnicas que permitam garantir uma eficaz suplementacao
nutricional de RNMBP nao apenas em relacdo as proteinas, carboidratos, vitaminas
e minerais, mas atendendo também as necessidades de acidos graxos essenciais,
em especial os derivados da série w-3. Mas, acrescentar os AGPI a estes

suplementos ainda é um desafio a pratica clinica neonatal.
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Informacao Nutricional Por 100g Por 1g 1g FM 85 +
FM 85 de de
po FM 85 Leite Materno | Leite Materno

Capacidade de medida: 1 g

Fonte: Informacdes Uteis ao Profissional de Satde - (Nestlé, s/d)

FIGURA 7 — Imagem do rotulo do suplemento de leite humano para alimentacdo de
prematuros e/ou recém-nascidos de baixo peso FM85® (Nestlé) com suas
informacdes nutricionais.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o uso de Oleo de peixe rico em acidos graxos série w-3 na

alimentacao de recém-nascidos pré-termo de muito baixo peso.

3.2 Objetivos especificos

Identificar o perfil lipidico de leite humano com diferentes suplementos
homologos para alimentagcédo de recém-nascidos de muito baixo peso.

Identificar as concentracdes de acidos graxos essenciais no leite humano
acrescido de suplemento homodlogo e Oleo de peixe para nutricdo enteral de
prematuros

Identificar as concentracfes de acidos graxos essenciais no precipitado de
lactose descartado na producdo dos suplementos homologos

Identificar o efeito do equipo plastico de nutricdo enteral nas concentracdes
de &cidos graxos saturados e insaturados.

Identificar o efeito do equipo plastico de nutricdo enteral nas concentracdes
de acidos graxos essencias do leite humano suplementado apds com 6Oleo de peixe

(série w-3).
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4 ARTIGO 1

Perfil lipidico do leite humano com suplementos homdlogos para alimentacéo
de recém-nascidos de muito baixo peso

Karla de Toledo Candido Muller; Durval Batista Palhares

RESUMO

Este estudo objetivou quantificar os lipideos presentes no leite humano acrescido de
suplementos derivados do leite humano e identificar a influéncia do sistema de
alimentacéo enteral sobre as concentracdes lipidicas. Foram utilizados 10 pools com
75 mL de leite humano de banco de leite para analises em triplicata, divididos em
trés grupos: grupo controle (GC), suplemento homoélogo sem lactose, desnatado,
evaporado e liofilizado (GDEL) e suplemento homodlogo sem lactose e liofilizado
(GL). Apés coleta de 5 mL de leite de cada grupo, 20 mL foram inseridos em um
frasco plastico de alimentacdo enteral, conectado a um tubo de alimentacao, sendo
coletado 5 mL ao final para a andlise lipidica. Para andlise lipidica foi utilizado o
método de transesterificacdo direta dos lipidios, com posterior identificacdo dos
ésteres metilicos por cromatografia gasosa. Foi realizada analise pelo teste Anova
de 2 vias de medidas repetitivas (a=5%). Nao houve diferenca entre 0os grupos em
relacdo aos acidos graxos saturados ou insaturados (p>0,05), entre 0 momento
inicial e ap0s passar pelo sistema de nutricdo enteral (p>0,05) ou na interacdo entre
0S grupos e o0 momento. A andlise deste precipitado mostrou presenca de lipideos
em concentracdes semelhantes ao sobrenadante, sugerindo que a centrifugacao
utilizada para retirada de lactose, produz sequestro de lipideos. Conclui-se que ndo
houve diferenca entre as concentracdes lipidicas dos alimentos analisados, nem
interferéncia do equipo de nutricdo entre as concentracdes lipidicas. A escolha do
método de producdo de suplementos derivado do leite humano devera ser pautada
também na disponibilidade lipidica.

Palavras-chave: Lipideos, Leite humano, Banco de leite, Suplemento homadlogo,
nutricdo enteral
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Lipid profile of human milk with homologous supplement for feeding infants of

very low birth weight

Karla de Toledo Candido Muller; Durval Batista Palhares

ABSTRACT

This study analyzed human milk added to homologous supplements to human milk
under different production methods in order to determine their lipid profiles and the
influence of the feeding system on its fat. One hundred fifty milliliters of human milk
from milk banks were used and divided into three treatment groups: with pure milk
(LPG) with homologous supplement without lactose, skimmed, evaporated and
lyophilized (GDEL) and with homologous supplement without lactose and lyophilized
(Group GL), keeping 5 mL of milk from each group stored for initial analysis and the
remaining 20 mL inserted into an enteral feeding plastic bottle of 100 mL, connected
to a PVC feeding tube, and collecting 5 mL in the end for the lipid analysis. The
method of lipids direct trans esterification was used with subsequent identification of
the methyl esters by gas chromatography for lipid analysis of the proposed food, with
analysis by ANOVA of two-way repeated measures at a 5% level of significance. No
effect was observed among the treatment groups, between the initial stage and after
having passed through the enteral feeding system or in the interaction between
groups and times in relation to the saturated or unsaturated fatty acids, indicating that
there is no interference of the feeding system in the lipid profile, thus the choice of
the production method of the homologous supplement to human milk should be
based on the availability of other nutrients through the handling of milk, determined
by the similar lipid profile among the groups.

Key words: Lipids, Human milk, Milk bank, Homologous supplement, enteral nutrition
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1 INTRODUCAO

A alimentacao de prematuros € foco de estudos na area de neonatologia pelo
seu papel decisivo na condi¢éo clinica dessas criangas. E consenso mundial que o
leite materno é o alimento mais adequado para a alimentacdo de todas as criancgas,
devendo ser exclusivo desde o nascimento ao sexto més de vida. Entretanto, recém-
nascido prematuro de muito baixo peso (<1500g) requer uma alimentacdo que
mimetize as condi¢des nutricionais intrauterinas (CAMELO JR & MARTINEZ, 2005;
MARTINS & KREBS, 2009; AMERICAN ACADEMY of PEDIATRICS, 2005; 2012).

O leite materno apresenta variacdes conforme o tempo de lactacdo da nutriz,
momento de coleta, perfil nutricional da mae, se este é anterior ou posterior, sendo 0
lipideo o nutriente mais sujeito a variar. O percentual de lipideos do leite humano
varia entre 3 e 5%, dentre os quais 98% sao de trigliceréis e representam 50% do
valor caldrico total do leite, contribuindo como fonte de colesterol, acidos graxos
essenciais e vitaminas lipossoluveis (SILVA et al., 2007; COSTA & SABARENSE,
2010).

O leite da mde de uma crianca prematura apresenta caracteristicas
nutricionais diferentes, para corrigir a deficiéncia de nutrientes. Porém, a
alimentacdo de recém-nascidos de muito baixo peso (RNMBP) requer
suplementacdo, uma vez que o leite desta méae ndo é capaz de atingir os valores
desejaveis. Este fator é agravado pela dificuldade em manter a lactacdo dessas
mulheres frente a situacdo de estresse vivida pela internacdo de seu filho e a falta
da succao para estimular a sua producéo (MOREIRA & ROCHA, 2004; CAMELO JR
& MARTINEZ, 2005; AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2005; 2012).

A pratica de suplementar leite materno para alimentacdo de RNBP promove
uma melhora clinica com menor tempo de internacéo, diminuicdo de episédios de
doencas infecciosas, melhor ganho de peso, comprimento e circunferéncia cefalica,
além da melhora do desenvolvimento neuropsicomotor futuro. O uso de suplementos
comerciais tem apresentado sucesso quanto a estes fatores supra citados, mas
sofre criticas por ser um produto cuja proteina € de origem bovina espécie-
especifica, capaz de gerar alteragbes no aparelho digestério do neonato como
distensdo abdominal, intolerancia alimentar, diarreias ou até mesmo enterocolite
necrosante (HEIMAN & SCHANLER, 2006; PANCZUK et al., 2016).
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O perfil de aminoacidos de suplementos comerciais tem sido alvo de
guestionamentos pela auséncia de compatibilidade entre os nutrientes de origem
bovina e os provenientes do leite humano, pela deficiéncia ou excesso de alguns
aminoécidos especificos (PALHARES et al., 2012), além do conteudo de acidos
graxos insaturados no leite bovino ser menor que no leite humano (SILVA et al.,
2007). A busca por outras formulas infantis para suplementacdo de RNPT levou a
producdo de suplementos homodlogos ao leite humano, fomentando estudos que
possam gerar processos de producdo viaveis com manutencdo dos nutrientes do
suplemento (SANTOS et al., 1997).

Suplementos homodlogos foram propostos por Tomaz et al. (2012) e por
Grance et al. (2015) passaram por distintas fases de producédo, incluindo
congelamento, descongelamento e centrifugacdo. Estudos clinicos apontaram
eficacia dos alimentos, garantindo crescimento ponderal do RNMBP. Contudo, ndo é
conhecido o perfil de acidos graxos destes alimentos (SERAFIM, 2015).

Em neonatos, a alimentacdo é realiada via enteral,preferencialmente com
humano, utilizando sistemas plasticos constituidos de frascos de 100 mL ligados a
um tubo de PVC que se conecta a sonda do paciente. (BRASIL, 2011).

Perdas lipidicas sado esperadas tanto pela aderéncia entre os componentes
plasticos frequentemente utilizados na alimentacdo de RN internados em UTIN
(HEIMAN & SCHANLER, 2006) quanto pelo modo de administracdo do alimento
(RAYYAN et al., 2015) e certamente sédo dependentes do perfil lipidico do alimento
utilizado. Portanto, o objetivo deste estudo é quantificar os lipidios presentes nos
leites com suplementos homologos desenvolvidos por Tomaz et al. (2012) e Grance
et al. (2015) e quantificar a influéncia do sistema de alimentacdo sobre os &cidos

graxos saturados e insaturados do leite materno suplementado.

2 MATERIAIS E METODOS

Este estudo experimental teve seu inicio apos aprovacdo do Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humano da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
Brasil - CEP/UFMS - parecer n° 18070513.6.0000.0021 (ANEXO 1). Neste estudo foi
utilizado um pool de 2.450 mL de leite humano do banco de leite do Hospital

Universitario Maria Aparecida Pedrossian da Universidade Federal do Mato Grosso
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do Sul (HUMAP-UFMS), cujas maes fossem doadoras voluntarias e seus leites
apresentassem crematocrito 60% e acidez Dornic < 6, porém considerados
improprios para consumo humano, seja por falta de exames laboratoriais prévios da
lactante ou pela presenca de sujidades no momento da pasteurizacao.

De acordo com a oferta do banco de leite foram formados os pools para os
trés processos desenvolvidos neste estudo: aproximadamente 350 mL de um
mesmo pool para producgéo de 10 porgdes de suplemento homologo ao leite humano
sem lactose, desnatado, evaporado e liofilizado (THOMAZ et al., 2012); 225 mL de um
mesmo pool para producéo de 10 por¢cdes de suplemento homologo ao leite humano
sem lactose e liofilizado (GRANCE etal., 2015); 750 mL para formacdo de 10
diferentes pools de leite para compor as etapas de andlise dos grupos

experimentais:

2.1 Grupos experimentais:

2.1.1 Grupo Controle (CG)
Grupo Controle composto por 250 mL de leite humano puro divididos em 10

amostra de diferentes pools.

2.1.2 Grupo suplemento sem lactose desnatado, evaporado e liofilizado (GDEL)

Grupo composto por 250 mL de leite humano acrescido de suplemento homdlogo
ao leite humano sem lactose, desnatado, evaporado e liofilizado, divididos em 10
amostras de diferentes pools. Este suplemento foi elaborado seguindo o método de
producao preconizado por Thomaz et al. (2012):

Desnate: um volume de 350 mL de leite humano foi descongelado em banho-
maria a 37 °C, e desnatado (desnatadeira modelo 18 GR - Casa das Desnatadeiras,
Brasil), com uma retengéo média de 150 mL do leite.

Evaporacgéo: os 350 mL restantes foram evaporados (evaporador MARCONI MA
120i® Brasil) em temperatura média de 60°C e pressdo de ac&o do vacuo 63 cmHg
(FIGURA 1a).

Retirada da lactose: aproximadamente 150 mL restantes foram alocados em
tubos conicos de plastico, congelados a -20°C por 24 horas e levados para
centrifugacédo. Entdo, o leite foi novamente descongelado em banho-maria sendo

reservando o sobrenadante em 10 recipientes de vidro, com o descarte da lactose
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precipitada. Foram reservadas trés amostras do precipitado de lactose a ser
descartado para posterior analise das possiveis concentracfes de acidos graxos
saturados e insaturados presentes.

Liofilizac&o: ap6s novo congelamento dos leites a -20 °C por 24 horas, 0s vidros
foram levados para cAmara de vacuo do liofilizador de bancada (EDWARDS®) por 48
horas, concluindo a producdo deste suplemento, apto a ser adicionado a 25 mL de
leite humano. O mesmo foi mantido congelado e descongelado novamente no

momento de sua reconstituicdo em leite humano (FIGURA 1b).

(b)

FIGURA 2 — (a) Processo de evaporacao do leite desnatado - Evaporador MARCONI
MA 120i® Brasil; (b) Processo de liofilizacao - liofilizador de bancada (EDWARDS®)

2.1.3 Grupo suplemento sem lactose liofilizado (GL)

Grupo composto por 225 mL de leite humano acrescido de suplemento homélogo
ao leite humano sem lactose e liofilizado, divididos em 10 amostras de diferentes
pools. Este suplemento foi elaborado seguindo o método de producdo preconizado
por Grance et al., (2015).

Retirada da lactose: distribuicdo de 225 mL de leite humano em 10 tubos cénicos
de plastico, congelados a -20 °C por 24 horas e levados a centrifugacao.
Posteriormente, o material foi descongelado em banho-maria a 37 °C, foi descartada
a lactose precipitada e acondicionado o material sobrenadante em tubos de vidro.
Foram reservadas trés amostras do precipitado de lactose a ser descartado para
posterior analise das possiveis concentracfes de acidos graxos saturados e

insaturados presentes.
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Liofilizacdo: apds novo congelamento dos leites a -20 °C por 24 horas, 0s vidros
foram levados para camara de vacuo do liofilizador de bancada (EDWARDS®) e
apos 48 horas, o suplemento estava pronto para ser descongelado e reconstituido
em 25 mL de leite humano (FIGURA 2b).

2.2 Experimento

Um pool de 75 mL de leite humano foi descongelado e divido em trés partes de
25 mL cada, sendo cada uma preparada de acordo o grupo a que pertence: grupo
GC, grupo GDEL e grupo GL. Uma aliquota de 5 mL de leite de cada grupo foi
reservada para analise inicial dos lipidios e os 20 mL restantes foram inseridos em
um frasco plastico, graduados com escala de 10 ml, estéreo e com capacidade para
100 mL (Polietileno — marca Biobase®), préprio para alimentac&o enteral.

Os frascos foram mantidos na posicao vertical em suporte para soro e conectado
a um tubo de alimentacéo (equipo) de PVC flexivel, atoxico e de coloracdo azul claro
(NBR 14041/1998 - ABNT, 2008), com um dispositivo gotejador de controle manual
permitindo passagem do conteido em torno de 10 minutos. Este equipo permite o
transporte da dieta enteral do frasco a sonda do paciente, sendo que os diversos
equipos disponiveis no mercado pouco diferem entre si (BRASIL, 2011).

O alimento que passou pelo sistema de nutricdo enteral foi coletado em um
pequeno frasco de vidro e reservado 5 mL para nova andlise lipidica anexados ao
equipo de nutricdo enteral com ponta perfurante para adaptacao do equipo ao frasco

Para extracdo dos acidos graxos foi utilizado o método de transesterificacao
direta dos lipidios, proposta por Lepage & Roy (1986). As amostras de leite foram
descongeladas em banho-maria a 40°C, homogeneizadas e esfriadas a 20°C, sendo
0,1 mL do leite transferido para tubos de vidro com tampa de teflon, acrescido de 2
mL de mistura benzeno-metanol (4:1), além de 0,2 mL de cloreto de acetila e
mantido em banho-maria a 100°C, por 60 minutos.

Apos resfriamento foram acrescentados 5 mL de carbonato de potassio a 6%
e centrifugado a 3.500 rpm por 10 minutos para separacdo em fase aquosa e fase
metilica, secadas sob nitrogénio e ressuspendidas com 300 pL de diclorometano a
100 mg/puL de C23:0 (padrao interno). Foram extraidos 2 mL da fase superior,

inseridos em vail com septo de teflon para analise em cromatografia gasosa.
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O cromatografo gasoso (Shimadzu, modelo GC-2010) com detector de
ionizagcdo de chama, injetor “Split/Splitless” e coluna capilar de silica fundida com
fase estacionaria de polietilenoglicol (Carbowax 20M, 30 m x 0,25 mm, Quadrex) foi
utilizado para identificacdo dos ésteres metilicos dos acidos graxos. Os tempos de
retencdo foram comparados com os respectivos padrdes de ésteres metilicos
(SUPELCO, F.A.M.E. mix C4:0 a C24:0, Sigma-Aldrich), quantificando-os através da
normalizacdo de area e expressando os resultados em percentual de area de cada
acido graxo em relacdo a area total destes.

As andlises foram elaboradas em triplicata, com posterior calculo da media

amostral.

2.3 Andalise dos dados

Os dados foram tabulados em Excel® e tratados com os respectivos valores
do fator FEED de correcdo para cada acido graxo identificado, considerando-se
como valor total apenas os acidos graxos identificados pelo padréo utilizado.

Os dados foram apresentados de forma descritiva em médiatdesvio padréo,
em graficos e tabelas. Para comparacdo entre os momentos de analise dos acidos
graxos e os grupos de tratamento foi utilizado o teste Anova de 2 vias de medidas

repetitivas, pelo “software” SPSS (versao 20.0), com nivel de significancia de 5%.

3. RESULTADOS

A comparacdo entre os grupos avaliados mostrou ndao haver efeito entre a
variavel grupos de leite para nenhum dos acidos graxos saturados ou insaturados,
revelando um perfil lipidico semelhante entre as amostras dos grupos GC, GDEL e
GL (p>0,05).

Também néo houve efeito entre a variavel momento inicial e apds passar pelo
sistema de nutricAo quanto ao perfil de acidos graxos saturados ou insaturados
(p>0,05), assim como nao houve interacdo entre 0S grupos e 0 momento para
nenhum dos &cidos graxos. De modo geral, as concentracdes de acidos graxos nos

grupos independem dos momentos de analise (p>0,05).
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Os valores médios dos acidos graxos saturados estdo dispostos na tabela 1 e
dos acidos graxos insaturados estao representados na tabela 2.

Em ambos os suplementos foi identificada presenca de acidos graxos
saturados e insaturados nas analises das amostras provenientes de precipitados de
lactose a serem descartados, sendo as concentracdes destes acidos graxos com
valores semelhantes as concentra¢gfes identificadas nos leites j& suplementados
(p=0,63, Teste Kruskal Wallis). Os dados mostram que a retirada da lactose provoca
precipitacdo de uma parcela dos acidos graxos. Os valores estdo detalhados na
tabela 3.

TABELA 1 — Concentracdo média de é&cidos graxos saturados identificados nos
diferentes grupos de leite analisados, antes e depois de passarem pelo sistema de
alimentacao enteral.

GRUPOS
Acidos Graxos GC GDEL GL p*
Saturados (n=10) (n=10) (n=10)
Antes Depois Antes Depois Antes Depois

a
C4:.0 - 15,48 17,65 12,72 16,27 22,79 15,14 gégb
Butirico 14,84 +4,50 +4,98 +6,73 +13,64 +6,05 0’730
. 0,10%
C6:0 - 9,67 10,81 10,29 9,39 6,36 6,54 0.93°
Caproico 16,72 18,56 18,11 14,96 12,08 2,90  g7c
. 0,06%
C8:0 - 1,30 1,68 1,10 1,47 0,90 0,77 0.39°
Caprilico +1,07 1,41 +0,54 +0,82 +0,35 0,54 0’53c
’ a
C10:0 - 1,55 1,35 1,35 1,46 1,35 1,30 8ggb
Céprico +0,38 +0,20 +0,21 +0,50 +0,23 +0,23 0’21°
’ a
C12:0 - 4.92 4.29 464 3.43 4,66 504 g’gb
Laurico +1,15 +1,03 +1,21 +0,90 +1,12 +1,39 O’30°
) 0,492
C14.0 - 4,80 4,34 4,73 3,75 5,03 5,04 0.70°
Miristico +1,48 +1,37 +1,34 +0,66 +1,37 +1,39 0’39c
’ a
C16:0 - 1797 1852 1859 1656 1739 1869 o,
Palmitico +2,86 +3,30 +1,73 +2,58 +3,50 +2,99 0’49c
. 0,64%
C18:.0 - 5,92 6,92 7,12 7,03 577 7,02 0.93
Estearico +2,04 +2,02 +3,44 +2,56 +2,66 +2,05 O’ 20°
a
C20:0 - 0,17 0,13 0,13 0,10 0,15 013 1%,
Araquidico +0,05 +0,07 +0,06 +0,07 +0,07 0,07 g7

Nota: GC= Grupo controle; GDEL= Grupo com suplemento sem lactose desnatado evaporado e
liofilizado; GL= Grupo com suplemento sem lactose e liofilizado; Valores apresentados em % de
acidos graxos identificados expressos em meédiatdesvio padrdo. *Teste ANOVA de duas vias de
medidas repetitivas.®= efeito do grupo; °= efeito do momento; °= interac@o entre grupo e momento.



50

TABELA 2 - Concentracdo média de acidos graxos insaturados identificados nos
diferentes grupos de leite analisados, antes e depois de passarem pelo sistema de
alimentacao enteral.

Acidos Graxos GRUPOS
Insaturados GC (n=10) GDEL (n=10) GL (n=10) P*
Antes Depois Antes Depois Antes Depois
0,09%

18,63 18,06 20,15 18,82 23,40 23,33 (5 73b

C18:1 n-9¢ — Oleico 8,22 804  +7,94 1749 4597 556 (gyc

a

C18:2 n-6 - Linoleico 1348 12,98 1316 12,74 1508 12,76 g’ggb
(LA) 140 +250  #217 317 491 185 o
’ a

C18:3n-3-a— 080 075 079 076 098 081 g’ggb
Linolénico (ALA) 014 3013 0,08 013 036 010 oo
a

C20:4 n-6 Aracdonico 026 072 033 022 031 017 g’ggb
(ARA) 033  £100 045 038 0,60 022 oo
. a
Ei%fagfn;aenéico 0,07 0,18 0,09 0,06 0,10 0,13 g’f’éb
P £007 028 009 008 008 0,16 (5.

C22:6 n-3 - 0,082
Docosahexahenoico 013 0.21 0.16 0.14 0.19 0.24 0,24°

(DHA) 0,10 0,20 008 0,10 097 013 o

Relagédo LA/ALA 16,85 17,31 16,66 16,76 15,39 15,75

Nota: GC= Grupo controle; GDEL= Grupo com suplemento sem lactose desnatado evaporado e
liofilizado; GL= Grupo com suplemento sem lactose e liofilizado; Valores apresentados em % de &cidos
graxos identificados expressos em médiatdesvio padréo. *Teste ANOVA de duas vias de medidas
repetitivas.’= efeito do grupo; P= efeito do momento; °= interacd@o entre grupo e momento.

TABELA 3 - Concentracfes médias de acidos graxos saturados e insaturados nos
grupos de leite com suplementos e as respectivas concentracdes identificadas no
precipitado de lactose descartado no processo de producao destes suplementos.

A 1N **
Acidos Graxos (%) Suplemento homélogo Precipitado de lactose

GDEL GL GDEL GL
Saturados
Butirico 12,72+4,98 22,79+13,64 17,31+0,34 27,41+4,03
Caproéico 10,29+48,11 6,36+2,08 5,98+0,23 7,71+0,75
Capirilico 1,10+0,54 0,90+0,35 1,18+0,08 1,39+0,12
Céprico 1,35+0,21 1,35+0,23 1,91+0,11 2,67+0,03
Laurico 4,64+1,21 4,66+1,12 7,07+0,60 9,90+0,07
Miristico 4,73+1,34 5,03+1,37 6,36+0,63 9,52+0,04
Palmitico 18,59+1,73 17,39+3,50 22,62+2,58 35,51+0,28
Estearico 7,12+3,44 5,77+2,66 5,87+0,64 8,86+0,13
Araquidico 0,13+0,06 0,15+0,07 0,33+0,05 0,51+0,01
Insaturados
Oleico 20,15+7,94 23,4045,97 1,88+0,23 2,93+0,03
Linoleico (LA) 13,16+2,17 15,08+4,91 19,56+2,17 29,25+031
Linolénico (ALA) 0,79+0,08 0,98+0,36 1,41+0,14 1,66+0,37
Aracdénico (ARA) 0,33+0,45 0,31+0,60 0,00£0,00 0,00£0,00
Eicosapentaendico (EPA) 0,09+0,09 0,10+0,08 0,11+0,11 0,10+0,01
Docosahexahendico (DHA) 0,16+0,08 0,19+0,97 0,23+£0,01 0,23+0,01

Valores apresentados em % de &cidos graxos identificados expressos em médiatdesvio padrao
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4 DISCUSSAO

Os leites suplementados ndo apresentaram perfil lipidico diferente do grupo
controle, sem suplementacdo. Esperava-se que o0 acréscimo de leite humano
liofilizado sobre o proprio leite humano provocasse um incremento nas
concentragdes de seus nutrientes, o que seria ainda mais acentuado com a retirada
da lactose, preconizada devido ao fato que seu excesso pode ser danoso ao
organismo do RNMBP. E também por aumentar a osmolaridade dos leites, € um
fator de risco para o desenvolvimento de enterocolite necrosante relacionado a
administracdo enteral de liquidos hiperosmolares, o que pode provocar lesdo da
mucosa intestinal (SCHETTINI & MIYOSHI, 1999). Isto justifica o cuidado em retirar
a lactose dos suplementos testados no presente estudo.

Mas, a semelhanca entre o perfil de acidos graxos saturados e insaturados
entre 0s grupos demonstra a necessidade de maior investigagao sobre 0s processos
de desenvolvimento de suplementos homdlogos, visto que é internacionalmente
aceita a necessidade de suplementar o leite para RNMBP, preferencialmente com
produtor de origem humana (AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2005; 2012).

Thomaz et al. (2012) desenvolveram um suplemento homologo com desnate,
evaporacao, retirada da lactose e finalizaram o processo com liofilizagdo. A analise
clinica do produto foi realizada comparando o crescimento de 9 RNMBP alimentados
com leite humano acrescido de suplemento homdlogo com dez RNMBP alimentados
com leite humano acrescido de suplemento comercial heterélogo, a base de leite
bovino, apontando a eficacia do suplemento proposto.

Visando diminuir os possiveis efeitos sobre o processo de producdo do
suplemento homodlogo, Grance et al. (2015) desenvolveram um suplemento
homdlogo ao leite humano com retirada da lactose e liofilizagdo do mesmo,
eliminando as etapas de desnate e evaporacédo do leite. Serafim (2015) demonstrou
a eficacia deste novo suplemento alimentando 11 RNBP e n&o observou diferenca
entre o crescimento destes RN em relacdo aos avaliados por Thomaz et.al.(2012) ou
pelo suplemento comercial de origem bovino rotineiramente utilizado em UTIN.

A comparacdo da analise bromatologica dos suplementos propostos por
Grance et al. (2015) e Thomaz et.al.(2012) apontou semelhanca em relacdo a
concentracdo meédia de proteinas, carboidratos e padrdo calérico, entretanto,

demonstrou uma diferenca na concentracao lipidica média entre os produtos, com
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menores valores no suplemento proposto por Grance et al. (2015). Uma vez que nao
houve desnate, era esperada uma maior concentracéo lipidica e consequentemente
maior ganho de peso dos RNMBP, entretanto, tal efeito ndo foi evidenciado
(FIGURA 2).

Os suplementos propostos por Thomaz et.al. (2012) e Grance et al. (2015)
eram a base de leite humano de banco de leite, portanto, todas as fases de
processamento descritas corroboram com Vieira et al. (2004) se somavam as
desvantagens dos processos de coleta, armazenamento e pasteurizacao
rotineiramente realizados com leites de doadoras, podendo comprometer a
disponibilidade dos nutrientes.

O fato do alimento proposto por Grance et.al. (2015) ndo sofrer desnate,
teoricamente deveria deixa-lo com maior teor lipidico. Contudo, a analise
bromatoldgica realizada pelos autores apontou uma concentracdo meédia de 2,91 +
0,57 g/dL, sendo este valor menor que o alimento proposto por Thomaz et.al. (2012),

gue identificaram uma concentracdao lipidica média de 3,75 + 0,16 g/dL.

Componentes Thomaz et al., (2012) Grance et al., (2015)
Proteinas g/dL 2,38+0,03 2,20+0,36
Carboidratos g/dL 7,25%0,25 7,2510,25
Lipidios, g/dL 3,75+0,16 2,91+0,57
Padréo caldrico kcal. 72,27+2,56 71,9348,96

FIGURA 2 — Comparacao da composicdo centesimal entre suplementos homélogos
obtidos por metodologias distintas.

Estas concentracdes lipidicas obtidas pela andlise bromatoldégica em cada um
dos estudos supracitados ndo foram comparados estatisticamente, portanto, ndo é
possivel afirmar que estes diferem realmente entre si. Contudo, a quantificacdo dos
acidos graxos no presente estudo ndo apontou efeito entre os grupos de leite para
nenhum dos &cidos graxos saturados ou insaturados avaliados, apontando um perfil
lipidico semelhante entre as amostras dos grupos GLP, GDEL e GL (p>0,05).

Dentre os nutrientes do leite materno, os lipideos sdo os que mais sofrem
variagcbes em suas concentragdes, dependendo de fatores como a alimentacéo e
padrdo nutricional materno, classe social da doadora, periodo do dia da coleta, o

tempo de lactagdo, momento da mamada com diferengas entre o leite anterior e o
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posterior, modificando quantitativamente e qualitativamente o perfil lipidico do leite
de uma mesma nutriz (PEREIRA et al., 2008, RONA et al., 2008, COSTA &
SABARENSE, 2010).

Contudo, estudos revelam que leite humano de banco possui, em média, uma
fracdo lipidica inferior as necessidades de prematuros. O alimento que estes
recebem é formado por pool de leite humano e os lipideos apresentam maior
interferéncia dos processos de manipulacdo, com oxidacdo de suas moléculas, com
variadas taxas de gorduras e perda durante a estocagem ou por aderéncia nos
frascos de coleta (RONA et al., 2008). A rede de banco de leite humano considera
significativa a perda lipidica no processo de pasteurizacdo, utilizando os frascos de
vidro para minimizar estes problemas, salientando que as embalagens para
acondicionamento do leite deva ser inerte e in6cuo (BRASIL, 2008).

Uma andlise centesimal de leite humano de doadora em diferentes fases de
lactacdo, previamente pasteurizado, encontrou concentracbes de proteinas e
carboidratos semelhantes a literatura (colostro: 1,85 = 0,71 e 7,80 + 0,57,
respectivamente; leite maduro: 1,12 + 0,28 e 7,50 + 0,66, respectivamente), contudo,
0s autores apontam que os teores de lipideos estdo abaixo do esperado, com 1,84 +
0,43 no colostro e 1,38 + 0,60 no leite maduro. Tal evento foi relacionado ao
processo de manipulagdo do leite como pré-estocagem, congelamento,
descongelamento, pasteurizacdo, novo congelamento, novo descongelamento e
aguecimento do leite, provocando rompimento nas membranas dos glébulos de
gordura, favorecendo sua coalescéncia e maior aderéncia aos frascos plasticos de
alimentacéo (SILVA et al., 2007).

Todos os leites utilizados no preparo dos suplementos no presente estudo
passaram por processos semelhantes a estes, exceto a pasteurizagdo. Porém,
foram submetidos a processos de centrifugacéo, evaporacao, liofilizacdo ou desnate,
com mais etapas de congelamento e descongelamento que o ja despendido a estes
leites de banco. A temperatura utilizada nos processos de descongelamento foi em
torno de 37 °C, enquanto a temperatura utilizada no processo de evaporacgao foi em
torno de 60 %.

Estima-se que o ponto médio de fusdo da gordura do leite humano seja de
32 °C, portanto, a temperatura do evaporador pode ter contribuido com a diminuigédo
das concentragfes lipidicas. Quanto maior o niumero de insaturagcdes, menor seu
ponto de fusdo (CHEFTEL, 2000).
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Sendo assim, a perda lipidica do suplemento desnatado e evaporado deveria
ser maior, mas nao houve diferenca significativa entre os grupos testados. Cabe
ressaltar que todos os suplementos sofreram retirada da lactose por centrifugacéo a
3.500 r.p.m., por 20 minutos, promovendo a sedimentacdo da lactose no fundo do
tubo conico.

As andlises destes precipitados (TABELA 3) demonstraram concentragfes
lipidicas semelhantes entre os leites com suplementos reconstituidos e os
precipitados de lactose descartados no processo de preparo destes suplementos,
apontando a possibilidade de arrasto de moléculas de gordura, j& que o processo de
centrifugacéo é utilizado para separacdo da emulsdo, com consequente separacao
de fases, segundo o peso da particula (EARLE & EARLE, 1993). Dessa forma, numa
solucéo, particulas de maior peso irdo precipitar e as mais leve vao compor a fase
liguida; no caso das amostras de leite, as moléculas mais densas irdo precipitar e 0s
constituintes menores, como minerais e ions, vdo compor a fase aquosa
sobrenadante.

Entdo, se partimos do pressuposto que os leites de banco possuem menor
concentragdo lipidica pelos fatores ja descritos, somados as técnicas de
manipulagcédo para preparo do suplemento, existe a possibilidade de justificar que o
grupo controle apresentou valores equivalentes aos demais grupos com
suplementos, visto que este nao foi centrifugado ou repetitivamente congelado e
descongelado.

Todavia, 0 uso de leite humano de banco como fonte de suplementacdo se
justifica, pois de acordo com Silva et al.,, (2007), formulas infantis disponiveis
comercialmente utilizam fonte lipidica de origem vegetal, com estrutura de triglicerdis
diferentes das encontradas no leite humano, com perdas na absor¢éo e carreamento
de nutrientes.

De qualquer modo, administrar leite humano por sonda nasogastrica (via
enteral) requer manipulacdo do produto com processo de retirada, congelamento,
descongelamento e pasteurizacdo do mesmo, salvo quando o neonato recebe o leite
da propria mée. Contudo, a suplementacdo do leite ofertado ao RNBP é a
abordagem padrao até que estes desenvolvam as capacidades para ingestédo plena
por via oral (VIEIRA et al., 2004; RAYYAN et al., 2015).

N&o houve efeito entre 0 momento inicial e apds passar pelo sistema de

nutricdo enteral quanto ao perfil de acidos graxos saturados ou insaturados. Este
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resultado diverge da literatura que expressa a preocupacdo com O uso de
equipamentos plasticos nos equipamentos de nutricdo enteral pela sua influencia
sobre a aderéncia dos lipideos em sua superficie, por um processo de atracao
quimica (VIEIRA et al., 2004).

Os acidos graxos saturados correspondem a 41% da gordura do leite
humano, sendo o palmitico o mais abundante, enquanto dentre os insaturados
destacam-se o oleico e linoleico (SILVA et al., 2007). No presente estudo,
considerando as concentracdes medias do grupo controle, também foi detectada
uma maior prevaléncia do acido graxo palmitico (17,97%) dentre os acidos graxos
saturados, apresentando semelhanca a outros quatro estudos que analisaram 0s

conteudos de lipideos saturados de leite de nutrizes brasileiras. (TABELA 4).

TABELA 4 — Composicdo de acidos graxos saturados de leite materno de nutrizes
brasileiras em diferentes estudos.

Acidos Graxos Estudos brasileiros

Saturados (%) Presente Cunha et Silva et Silva et Nishimura
estudo al., 2005 al., 2005 al., 2007 et al., 2013
C4.0 — Butirico 15,48 ND ND ND ND
C6:0 - Caprdico 9,67 ND ND ND 0,09
C8:0 — Caprilico 1,30 0,11 0,20 ND 0,29
C10:0 — Céprico 1,55 1,35 1,68 1,30 1,95
C12:0 — Laurico 4,92 5,30 6,88 7,0 7,46
C14:0 - Miristico 4,80 5,64 7,02 8,0 6,81
C16:0 - Palmitico 17,97 19,21 17,30 21,6 19,50
C18:0 - Estearico 5,92 7,94 4,62 6,1 5,82
C20:0 - Araquidico 0,17 0,28 0,12 ND 0,009

ND: N&o disponivel no estudo. Valores apresentados em % de acidos graxos identificados.

Entretanto, o acido butirico foi o segundo acido graxo mais prevalente no
presente estudo (15,48%), seguido pelo acido caproico (9,67%). Este fato ocorre,
pois o acido butirico é o &cido graxo mais curto e, quanto menor a cadeia carbdnica
do acido graxo, menor seu poder de oxidacdo (COSTA & SABARENSE, 2010),
justificando sua expressiva presenca nestes leites que sofreram diversos processos
de armazenamento e manipulacao.

A utilidade do acido butirico na homeostasia do corpo humano € pouco
discutida, parece estar relacionada a reducéo de processos inflamatérios intestinais,
mas este € mais conhecido devido sua importancia quanto ao poder de ranco sobre
os alimentos lacteos e mau cheiro em processos de decomposicdo ou putrefacao.
(GERMAN & DILLARD, 2010). A concentracdo media de acido laurico identificado
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esta semelhante ao proposto por German e Dillard (2010), entre 5,8 % e 2,2 % da
gordura do leite e este acido graxo tem mostrado atividades antivirais e bacterianas,
principalmente na mucosa estomacal, portanto, benéfico ao sistema digestério
imaturo do RN prematuro.

A alta prevaléncia do acido palmitico ou palmitato ja era esperada, visto que é
responsavel pela melhor digestibilidade do leite materno e a partir de seus 16
carbonos sofre elongacdo sendo considerado precursor do acido estearico com 18
carbonos e permitindo assim a sintese de acidos graxos insaturados. Para tal
atividade bioquimica séo necessarias as formacgdes de duplas ligagbes por meio de
enzimas dessaturases, com a dessaturase A9 participando da conversdo do acido
esteéarico (18:0) em oleico (18:1;9) e do palmitico (16:0) em palmitoleico (16:1;9),
ambos série 6mega 9 (POUDYAL et al., 2011).

De acordo com German e Dillard (2010), o &cido esteérico, fruto da elongacdo
do acido palmitico, esta presente em 7,7% dos acidos graxos do leite materno. Este
valor se aproxima apenas ao estudo de Cunha et al. (2005), com analise de leite
materno de nutrizes brasilienses. Seus efeitos benéficos estdo relacionados a um
controle metabdlico do organismo, porém, pouco investigados em neonatos, apesar
de sua comprovada abundancia.

Em mamiferos é impossivel a introducdo de duplas ligagbes em carbonos
com numero superior ao carbono 9 e o0s demais acidos graxos insaturados,
considerados essenciais, devem ser obtidos pela dieta. Ambos com 18 carbonos, o
acido graxo linoleico, com sua instauracdo no sexto carbono, e o acido graxo a-
linolénico, no terceiro, competem pelas mesmas enzimas em suas rotas metabdlicas
e sua proporcdo no organismo deve ser entre 10:1 e 5:1 (MARTINS et al., 2006;
LOPES-TORRES et al., 2007; KUS & MANCINI-FILHO, 2010).

De modo geral, este estudo apresentou menores concentracdes de acidos
graxos insaturados de cadeia longa que outros estudos brasileiros, considerando-se
apenas o GC, sem nenhum recebimento de suplementos. Portanto, no pré-natal é
necessario maior atencdo ao padréo alimentar da gestante e posteriormente na
nutriz parece ser urgente. As concentracdes identificadas neste estudo destes
acidos graxos insaturados, juntamente as de outros quatro estudos sobre contetdos
de lipideos insaturados de leite de nutrizes brasileiras, estdo detalhados na Tabela
5.
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TABELA 5 — Composicao de acidos graxos insaturados de leite materno de nutrizes
brasileiras em diferentes estudos

Estudos brasileiros

Acidos Graxos

Insaturados (%) Presente Cunha et Silva et Silvaet Nishimura et

estudo al., 2005 al., 2007 al., 2005 al., 2013

C18:1 n-9c — Oleico

18,63 30,10 27,70 25,00 26,46
g_lAE;:Z n-6 - Linoleico 13,48 20,62 19,1 20,30 20,96
C18:3n-3-a-—
Linolénico (ALA) 0,80 1,72 1,20 1,43 1,54
C20:4 n-6 Aracdobnico
(ARA) 0,26 0,71 0,60 0,53 0,48
C20:5n-3 -
Eicosapentaendico 0,07 0,16 ND ND 0,08
(EPA)
C22:6 n-3 -
Docosahexahenoico 0,13 0,34 ND 0,14 0,09
(DHA)
Relacao LA/ALA 16,82 11,99 15,91 14,19 13,61

ND: N&o disponivel no estudo. Valores apresentados em % de acidos graxos identificados.

O grupo controle analisado, em média, apresentou propor¢cdo de 17:1 entre
LA:ALA e este desequilibrio metabdlico também é observado em diversos estudos
brasileiros (Figura 3), assim como em outros paises ocidentais com dietas pobres
em peixes marinhos e ricas em soja e milho (MARTINS et al., 2006).

O processo de elongacdo desses AGE em tal desequilibrio acarretam a baixa
producdo de AGE como DHA e EPA, predispondo RNMBP a menores condi¢des de
desenvolvimento do sistema nervoso, com possiveis atrasos psicomotores e
cognitivos, além de complicacbes visuais. Uma hiperresponsividade inflamatoria
também pode advir deste desequilibrio. A suplementacéo do leite humano de banco
de leite precisa garantir este tipo essencial de gordura ao neonato. Uma
hiperresponsividade inflamatéria também pode advir deste desequilibrio, pois existe
uma convergéncia da rota metabdlica para sintese do acido araquidénico (ARA), o
intermediario comum das séries w-6 e w-9, e precursor dos eicosandides e
tromboxanos (GAROFOLO & PETRILLI, 2006).

As dessaturases (delta 5 e 6) sdo compartilhadas pelos caminhos de
formacdo de acidos graxos das seéries w-3 e w-6. Apesar de haver uma maior
tendéncia para a via de formagédo w-6, por um mecanismo competitivo regulatério
préprio ocorre atragao para a série w-3, e, por conseguinte, um controle na producao
de ARA (PERINI et al., 2010).
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Ao comparar os resultados obtidos nas amostras analisadas neste estudo
com os dados relatados para amostras leite de nutrizes de outros paises é possivel
ver o desequilibrio entre as séries w-3 e w-6, justificados por uma baixa oferta de
alimentos fontes e pela competicdo prépria entre as rotas de sintese (MARTINS et
al., 2006).

A suplementacédo do leite humano de banco de leite precisa garantir este tipo
de fonte lipidica essencial ao neonato, pois o leite materno apresenta uma
composicao diferenciada tanto em macronutrientes como em fatores imunologicos.
Portanto, ao se tratar de RNMBP o leite da mée torna-se fisiologicamente mais
adaptado a necessidade da crianca, e o leite do banco de leite humano utilizado
como oferta alimentar, originado pelo pool disponivel no estoque, necessita de
suplementacao para atender a demanda fisiol6gico, metabdlica e imunoldgica que o
leite maduro n&o contém.

Os acidos graxos dos leites analisados estdo sujeitos a oxidacao, podendo
desencadear implicacfes indesejaveis na saude destes RNMBP, além da diminuicao
dos valores nutricionais dos leites suplementados. A oxidacao lipidica pode ocorrer
por foto-oxidacdo, termo-oxidacdo e auto-oxidacdo, sendo esta Ultima o principal
mecanismo de oxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados. Em se tratando de
férmulas infantis comercializadas, o0s processos de mistura, pasteurizacéo,
homogeneizagcdo, concentracdo, secagem e/ou esterilizacdo industrial buscam
garantir maior longevidade aos produtos, mas estes mesmos processos Sao
passiveis de provocar a oxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados de cadeia
longa (KUS, AUED-PIMENTEL & MANCINI-FILHO, 2011).

A coluna com os padrdes de ésteres metilicos C:4 — C:24 utilizada neste
estudo permitiu quantificar os acidos graxos, mas ndo avaliou seu arranjo estrutural
(quimico). Portanto, a limitacdo da técnica proposta esta na impossibilidade de
identificar se o numero de ligacbes trans provocadas pela oxidagdo lipidica
decorrente dos processos de manipulagédo do alimento foi excessivo.

Tornam-se necessarios novos estudos sobre a producdo de suplementos
homologos ao leite humano para melhorar perfil de nutrientes deste leite para os
RNMBP, porém, garantindo além da retirada da lactose, a permanéncia dos acidos

graxos neste suplemento.
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5 CONCLUSOES

N&o foi observada diferenca entre o perfil lipidico de acidos graxos saturados
ou insaturados dos trés alimentos propostos neste estudo, contudo a propor¢cao das
concentracbes de acidos graxos essenciais esta abaixo das recomendadas para
RNMBP.

O sistema de alimentacdo nao interferiu nas concentracfes lipidicas+,
entretanto, é preciso estabelecer um maior controle sobre a producdo dos
suplementos a fim de garantir o suporte lipidico aos recém-nascidos de muito baixo
peso, visto que € indiscutivel a vantagem de suplemento homélogo ao leite humano
devido seu perfil de aminoacidos e minerais.

E importante desenvolver uma técnica para retirada da lactose em
suplementos homélogos ao leite humano que preserve as concentracdes lipidicas do

produto.
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5 ARTIGO 2

Composicao de 4cidos graxos essenciais do leite humano acrescido de
suplemento homoélogo e 6leo de peixe (série w-3) para nutricao enteral de

prematuros

Karla de Toledo Candido Muller, Durval Batista Palhares

RESUMO

Este estudo identificou os &cidos graxos essencias (AGE) em leite humano com
suplementacdo homologa e verificou o efeito do sistema de nutricdo enteral nas
concentragbes destes AGE, foram selecionadas 10 amostras de 150 mL de leite
humano de banco de leite, separadas em trés grupos (GG — grupo controle; GDEL -
Leite com suplemento homdlogo sem lactose, desnatado, evaporado e liofilizado e
GL - Leite com suplemento homodlogo sem lactose e liofilizado). Metade das
amostras foi analisada antes e apo0s passar pelo sistema de nutricdo enteral
(momento), e a outra metade foi enriquecida com 0,03 mL de 6leo de peixe e
igualmente analisada. Os AGE foram extraidos do leite, identificados por
cromatografia gasosa e analisados pelo teste Anova de 3 vias de medidas
repetitivas. Nao houve variagdo entre as concentragdes do acido a Linolénico e
Aracdobnico entre grupos, momentos ou uso de oOleo (p>0,05). Quanto ao &cido
Linoleico houve interacdo entre o momento e o 6leo (p=0,06), com seu aumento
apos acréscimo de 6leo em relacédo ao seu controle (p=0,01), sem diferenca entre os
leites com ou sem Oleo apds passarem pelo sistema (p=0,84). Aumentaram as
concentracfes dos acidos Eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA) nos
leites com Oleo antes de passarem pelo sistema (p<0,0001), entretanto, com
significativa diminuicdo de EPA e DHA apdés o leite com 0Oleo passar pelo sistema
(p<0,0001). O acréscimo de 6leo de peixe diretamente no leite humano aumentou as
concentractes de EPA e DHA, mas o método de administracdo do alimento impediu
a disponibilidade final destes AGE.

Palavras-chave: Prematuridade, suplemento homologo, 6mega 3, nutricdo enteral.
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Analysis of essential fatty acids in human milk added with homologous

supplement and fish oil (w-3 series) for enteral nutrition of premature

Karla de Toledo Candido Muller, Durval Batista Palhares

ABSTRACT

This study identified the essential fatty acids (AGESs) in human milk with homologous
supplementation and the effect of the enteral nutrition system on the concentrations
of these AGESs, a total of 10 samples of 150 mL of human milk were separated into
three groups (GG - control group; GDEL - Milk with lactate - free, skimmed,
evaporated and lyophilized supplement and GL - Milk with lactose - free homologue
and lyophilized supplement). Half of the samples were analyzed before and after
passing through the enteral nutrition system (moment), and the other half was
enriched with 0.03 mL of fish oil and also analyzed. The AGE were extracted from
the milk, identified by gas chromatography and analyzed by the Anova 3-way test of
repetitive measures. There was no variation between a-Linolenic and Aracdonic acid
concentrations between groups, times or oil use (p> 0.05). As for Linoleic acid, there
was interaction between the moment and the oil (p = 0.06), with its increase after oil
increase in relation to its control (p = 0.01), with no difference between milks with or
without oil after passing through the system (p = 0.84). The concentrations of
Eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) in oil milks before
passing through the system (p <0.0001) increased, however, with a significant
decrease of EPA and DHA after oil milk passed through the system (p <0.0001). The
addition of fish oil directly into human milk increased EPA and DHA concentrations,
but the method of food administration prevented the final availability of these AGEs.

Key words: Prematurity, homologous supplement, omega 3, enteral nutrition.
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1 INTRODUCAO

A prematuridade constitui um risco ao desenvolvimento infantil em varios
aspectos, sendo este potencializado pelo menor aporte de nutricdo recebida apés o
nascimento quando comparada ao aporte nutricional intraitero (MOREIRA &
ROCHA, 2004). Por esse motivo, a qualidade da nutricdo desses neonatos passou a
ser alvo de estudos (CAMELO JR & MARTINEZ, 2005; MARTINS & KREBS, 2009).

O leite materno é considerado insubstituivel na alimentacdo do lactente, e
para os bebés prematuros € uma necessidade absoluta. Contudo, as mudancas da
composicao nos diferentes estagios de lactacdo, incluindo o leite da mae da crianca
prematura, sao incapazes de igualar seus componentes a oferta placentaria
(CAMELO JR & MARTINEZ, 2005; AMERICAN ACADEMY of PEDIATRICS, 2005;
2012).

Visando minimizar estas diferencas, assim que se torna viavel a nutricdo
enteral, a suplementacdo alimentar com compostos heterdlogos ao leite humano
(formulas), de origem bovina, é adotada rotineiramente nos servicos de
neonatologia. Porém ha divergéncia entre quantidade e qualidade de seus
nutrientes, em especial aminoacidos e acidos graxos, e possiveis complicacfes
clinicas (MOREIRA & ROCHA, 2004; CAMELO JR & MARTINEZ, 2005; AMERICAN
ACADEMY OF PEDIATRICS, 2005; 2012; KUMAR & SUNDARAM, 2011). Dentre as
complicagBes mais preocupantes esta o risco de enterocolite necrosante em recém-
nascidos de muito baixo peso (RNMBP) alimentados com formulas a base de leite
de vaca ou mesmo leite materno acrescido de suplementado com proteinas de
origem bovina (HEIMAN & SCHANLER, 2006; SILVA, 2007, PANCZUK et al., 2016).

As férmulas comerciais para prematuros buscam assemelhar-se ao leite
humano quanto ao seu perfil nutricional. A gordura predominante é de triglicerideo
de cadeia média (TCM), porém com déficit de acidos graxos essencias (AGE) série
omega-3 e dmega-6 (MOREIRA & ROCHA, 2004), que necessariamente precisam
ser ofertados através da dieta, pois sdo fundamentais para o0 crescimento e
desenvolvimento do RN, com destaque para os precursores de cadeia longa: o acido
linoleico (LA: n-6 ou w-6) e o acido a - linolénico (ALA: n-3 ou w-3) (VALENZUELA &
NIETO, 2003; KUS & MANCINI-FILHO, 2010).

O acido araquidénico (ARA) (derivado da série w-6), o0 acido

docosahexaenoico (DHA) e o acido eicosapentaendico (EPA) (ambos derivados da
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série w-3) sdo os principais componentes dos lipidios cerebrais, inclusive na
constituicdo da bainha de mielina, sendo o DHA o &cido graxo mais abundante nas
células fotorreceptoras da retina (LOPEZ-TORRES et al., 2007).

O aporte estimado destes AG para o Ultimo trimestre gestacional e seis
primeiros meses de vida é ineficiente devido a imaturidade hepatica para conversao
de LA e ALA nestes acidos graxos, havendo necessidade de oferta tanto via
transplacentaria como através do leite materno, com uma propor¢cdo de 1,1% de
DHA em relacdo aos demais, e nos prematuros deve ser em torno de 1,5%
(MALCOLM et al.,2003; VALENZUELA & NIETO, 2003; SILVA et al., 2007; KUS &
MANCINI-FILHO, 2010).

Por ser considerado superior a qualquer outra alimentacdo substituta para
alimentacdo infantil, o uso de suplementos originados do préprio leite humano se
mostraram eficazes e factiveis, sejam evaporados ou liofilizados, constituindo o
melhor alimento para bebés prematuros (AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS,
2005, THOMAZ et al., 2012, PALHARES et al., 2012). A utilizagdo de suplemento
homologo de leite humano liofilizado propde melhorar o perfil de nutrientes deste
leite, sem aumentar seu volume. A retirada da lactose garante um equilibrio de
osmolalidade evitando complicacdes como distensdo abdominal, vomitos ou mesmo
enterocolite necrosante (SANTOS et al., 1997).

Thomaz et al., (2012) comprovaram a eficacia de um suplemento homologo,
sem lactose, desnatado, evaporado e liofilizado para alimentacdo de RNPT de baixo
peso. Grance et al., (2015) modificaram as etapas de producado, diminuindo a
manipulacdo do produto com a retirada das etapas de desnate e evaporacdo e
Serafin (2015) comprovou também a utilizacdo deste suplemento na alimentacao
destas criancas. Apesar do perfil lipidico destes produtos ndo ser conhecido, estima
- se que os niveis de DHA no leite humano de mulheres que moram na regido
costeira de paises ocidentais, assim como nas formulas infantis, sédo incapazes de
suprir as necessidades diarias deste acido para lactentes prematuros (TORRES &
TRUGO, 2009; KUS & MANCINI-FILHO, 2010).

Apesar das duas propostas de producao de suplemento desenvolvidas pelas
referidas autoras terem sido avaliadas clinicamente, permaneceu uma lacuna sobre
seus perfis lipidicos, e em especial, conhecer a necessidade de ajustes para
alimentacao de RNMBP.
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A nutricdo enteral promove uma diminui¢do na disponibilidade final de lipideos
causada, em sua maior parte, pelos tubos de nutricdo (equipo e sonda nasogastrica)
(RAYYAN et al., 2015). Faz-se necessario avaliar se o uso adicional de gorduras no
alimento pode causar aderéncia nas paredes dos componentes, comprometendo as
caracteristicas nutricionais do produto final ofertado, porém n&do é bem estabelecida
a exata perda de gordura dos leites com suplementos homélogos pelos equipos
rotineiramente utilizados em unidades neonatais. Hipoteticamente, o acréscimo de
suplemento preparado a partir do proprio leite humano devera provocar uma
somatoria de nutrientes, em especial para este estudo, o perfil lipidico de &cidos
graxos poli-insaturados de cadeia longa.

O objetivo deste estudo foi identificar o perfil de AGE em leite humano de
banco de leite com diferentes formulas de suplementacdo homdéloga, assim como o
efeito do sistema de nutricdo enteral (frasco e equipo) nas concentracdes destes
acidos graxos, direcionando sua aplicabilidade na nutricdo do pré-termo de muito

baixo peso.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

O estudo teve seu inicio apods aprovado pelo Comité de Etica da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (- CEP/UFMS - parecer n° 18070513.6.0000.0021
(ANEXO 1). Os leites utilizados neste estudo apresentavam teor calérico = 60 % por
100 mL, dosado em crematdcrito e titulagcdo de acidez Dornic < 6 e foram doados
pelo banco de leite do Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian, Campo
Grande, Mato Grosso do Sul, por apresentarem sujidade no momento da
pasteurizagdo ou por falha na documentacdo cadastral destas méaes voluntarias
junto ao banco de leite, inviabilizando seu uso pelos RNs do hospital.

O volume total de leite humano recebido foi de aproximadamente 2.500 mL
para producdo dos suplementos e dos grupos experimentais. As amostras foram
constituidas de 10 pools de leite humano de diferentes doadoras com 150 mL cada

pool, dividido pelos trés grupos experimentais, de 50 mL cada.
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2 1 1 Grupos experimentais

Grupo Controle: Composto de Leite humano de banco de leite puro, livre de aditivos

(GC) — com e sem acréscimo de 6leo de peixe.
Grupo de Leite humano de banco de leite enriquecido com suplemento homélogo
sem lactose, desnatado, evaporado e liofilizado (GDEL) — com e sem acréscimo de

Oleo de peixe.

Grupo de Leite humano de banco de leite enriquecido com suplemento homélogo

sem lactose e liofilizado (GL) — com e sem acréscimo de 6leo de peixe.

O desenho experimental est4 detalhado na figura 1.

10 Pools COM 150 mL DE LEITE HUMANO cada

1 1
i somLGLP | t 50mLGDEL | ' s5omLGL
S S S v S S P
25 mL 25 mL 25 mL 25 mL 25 mL 25 mL
sem o6leo com 6leo - sem dleo com dleo —  sem dleo com dleo
5mL 5mL 5mL 5 ml 5mL 5mL
antes do antes do antes do antes do antes do antes do
sistema sistema sistema sistema sistema sistema
Passar 20 Passar 20 Passar 20 Passar 20 Passar 20 Passar 20
mL pelo mLpelo | mL pelo mLpelo | 4 mLpelo mLpelo
sistema sistema sistema sistema sistema sistema
5 ML 5 mL 5mL 5 ml 5 ml 5 ml
analisados analisados analisados analisados analisados analisados
depois do depois do depois do depois do depois do depois do
sistema e sistema e sistema e sistema e sistema e sistema e
15 ml 15 mL 15 mL 15 mL 15 mL 15 mL
descartado. descartado descartado descartado descartado descartado

FIGURA 1 — Desenho esquematico dos grupos realizados em cada pool de leite

humano de banco de leite utilizado neste estudo. Nota: GC (Grupo controle), GDEL (Leite
humano enriquecido com suplemento homdélogo sem lactose, desnatado, evaporado e liofilizado), GL
(Leite humano enriquecido com suplemento homélogo sem lactose e liofilizado).
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2.2 Métodos

Para composicdo de cada amostra, diferentes frascos de leite oriundo do
banco de leite foram descongelados em banho-maria a 40°C e na presenca de
acidez Dornic < 6 estes leites foram reservados, formando um pool de 150 mL e
separados em 3 porcdes (grupos) de 50 mL, sendo que duas delas receberam seus
respectivos suplementos preparados no laboratério de nutricio e metabolismo da
UFMS (Grupos GDEL e GL).

2.2.1 Preparacao do suplemento homoélogo de leite humano sem lactose, desnatado,

evaporado e liofilizado

O preparo deste suplemento foi elaborado de acordo com o preconizado por
Thomaz et al., (2012).

Todo aditivo utilizado nos 10 pools do grupo GDEL foi preparado em um anico
momento, a partir de um volume de 500 mL de leite humano de banco de leite,
acidez Dornic < 6. A retirada da gordura foi realizada em uma desnatadeira modelo
18 GR com capacidade de 100 I/hora (Casa das Desnatadeiras, Brasil), com uma
retencdo media de 150 mL de leite neste processo.

Os 350 mL restantes foram levados ao evaporador (MARCONI MA 120i®
Brasil) em temperatura média de 60°C e pressédo de acdo do vacuo 63 cmHg, com
uma reducdo do volume inicial a aproximadamente 100 mL (FIGURA 2a). Esse
volume foi colocado em tubos cénicos de plastico e congelado a -20°C, por 24 horas
para retirada da lactose por crioprecipitacdo, descongelado em banho—maria a 37°C,
retirando-se o0 sobrenadante com uso de uma pipeta Pasteur e transferindo-o a 10
recipientes de vidro. O material precipitado (lactose) foi descartado.

O volume de leite sem lactose foi congelado novamente a -20°C e
posteriormente colocado na camara de vacuo do liofilizador de bancada EDWARDS®
por 48 horas, estando prontas para serem adicionadas a 50 mL de leite de cada
grupo de estudo (FIGURA 2b). Imediatamente antes de sua reconstituicdo, o
conteudo foi descongelado em banho—maria a 37°C.
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(b)

FIGURA 2 — (a) Processo de evaporacao do leite desnatado - Evaporador MARCONI
MA 120i® Brasil; (b) Processo de liofilizacao - liofilizador de bancada (EDWARDS®)

2.2.2 Preparacdo do suplemento homélogo sem lactose e liofilizado

O preparo deste suplemento foi elaborado de acordo com o preconizado por
Grance et al., (2015).

Todo aditivo utilizado nos 10 pools do grupo GL foi preparado em um anico
momento, a partir de um volume de 450 mL de leite humano de banco de leite, com
acidez Dornic < 6. Amostras de 45 mL de LH foram congeladas para retirada da
lactose por crioprecipitacdo. Posteriormente, as amostras foram descongeladas em
banho-maria a 37 °C e o material sobrenadante removido com uma pipeta de vidro
estéril, sendo transferido para recipientes de vidro aproximadamente 40 mL de leite
sem lactose, desprezando a lactose precipitada. O leite foi congelado novamente a
-20 °C e posteriormente colocado na camara de vacuo do liofilizador de bancada
EDWARDS®, por 48 horas, estando apta a ser novamente descongelada em banho—

maria a 37 °C e reconstituida em 50 mL, nos respectivos pools.

2.2.3 Administracao do 6leo de peixe

Cada um dos grupos teve seu volume dividido em duas porgdes de 25 mL,
sendo que em apenas uma delas foi enriqguecida com 0,037 g (0,03 mL) de 0leo de
peixe, sendo a outra 0 seu controle.

O 6leo de Peixe usado foi o produto comercial OMEGA 3 Stem 1000 mg,

provenientes de Oleo de peixe marinho de aguas geladas, fabricado por Stem
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Pharmaceutical®. Cada 3,3 g do produto apresentam 0,54 g de EPA (&cido
eicosapentaendico), 0,36 g de DHA (&cido docosahexaendico). ApOs assepsia com
alcool 70 °© as cépsulas gelatinosas foram cortadas e seu conteudo depositado em
um tubo de vidro. Com uso de uma micropipeta, 0,03 mL (0,037 g) do 6leo foram
adicionados nas respectivas amostras.

O volume de 6leo de peixe a ser utilizado foi calculado a partir do padréo das
necessidades nutricionais diarias para o RNMBP de 60 a 75 kcal/kg/dia, sendo a
porcao lipidica corresponde a 3 g / kg / dia. Considerando um aumento de 25 % no
calculo devido ao muito baixo peso dos RN, o valor lipidico recomendado foi de
0,75g. Foi utilizado uma propor¢cao de w 3 — w 6 de 1:3 (CAMELO JR & MARTINEZ,
2005).

2.2.4 Coleta e analise das amostras

Para este experimento foi preparado um pool de cada vez, compativel com
uma unica amostra de leite humano para todos os grupos. Como ja descrito, 0s
150 mL foram divididos em 3 grupos e cada grupo subdividido em duas partes,
sendo uma com 6leo de peixe e a outra 0 seu controle.

Inicialmente, 5 mL foram retirados de cada sub grupo e reservados
(denominado momento antes do equipo), em seguida os demais 20 mL de cada sub
grupo foram inseridos no frasco simulando as condi¢cdes de nutricdo enteral de RN
de alto risco internado em unidades neonatais. Os frascos compostos de material
plastico transparente (polietileno), graduados com escala de 10 ml, estéreo e com
capacidade para 100 mL (Biobase®) receberam o alimento e foram colocados na
posicdo vertical em suporte para soro, anexados ao equipo de nutricdo enteral com
ponta perfurante para adaptacdo do equipo ao frasco - (NBR 14041/1998 - ABNT,
2008), dispositivo gotejador controlado manualmente para correr o conteddo em
aproximadamente 10 minutos, camara de gotejamento e tubo confeccionado em
PVC flexivel, atéxico e de coloracéo azul claro. Apés a passagem do alimento pelo
sistema de nutricdo, este foi armazenado em um frasco de vidro e entdo coletados 5
mL ao final (denominado momento apds o0 equipo) ,com consequente descarte de 15

mL de leite.
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2.2.5 Determinacdo dos acidos graxos

Os AGE presentes nas amostras de leite foram extraidos utilizando o método
de transesterificacdo direta dos lipidios (LEPAGE & ROY, 1986). As amostras de
leite foram descongeladas a 40 °C, homogeneizadas e esfriadas a 20 °C. Uma
aliquota de 0,1 mL do leite foi transferido para um tubo de vidro e acrescentado 2 mL
de mistura benzeno-metanol. Foi adicionado ao tubo 0,2 mL de cloreto de acetila e
mantido em banho-maria a 100 °C por 60 minutos.

ApGs resfriar o material foram adicionados 5 mL de carbonato de potéssio a
6% e centrifugado a 3.500 rpm por 10 minutos, separando-o em duas fases. A fase
superior foi secada sob nitrogénio e ressuspendida com 300 uL de diclorometano
contendo 100 mg/uL de C23:0 (padrao interno). Foram entdo extraidos 2 mL da fase
superior e colocados em um vail com septo de teflon.

A identificacdo dos ésteres metilicos &cidos graxos foi realizada em
cromatografo gasoso (Shimadzu, modelo GC-2010) com detector de ionizacdo de
chama, injetor “Split/Splitless” e coluna capilar de silica fundida com fase
estacionaria de polietilenoglicol (Carbowax 20M, 30 m x 0,25 mm, Quadrex)
(FIGURA 3).

Fonte: http://www.br.all.biz/cromotgrafos-bgg1005391

FIGURA 3 — Cromatografo gasoso Shimadzu, modelo GC-2010

Foram comparados os respectivos tempos de retencdo com os dos padrbes
de ésteres metilicos (SUPELCO, F.AM.E. mix C4:0 a C24:0, Sigma-Aldrich),
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quantificando-os através da normalizacdo de area e expressando os resultados em

percentual de &rea de cada acido graxo em relacdo a area total destes (FIGURA 4).

perator 1 Detector Type: 3800 (1 Volt)
orkstation: Bus Address : 44
Instrument : cp3800 Sample Rate : 10.00 H=
Channel : Front = FID Run Time : 46.952 min
** Star Chromatography Workstation Version 6.00 ** (02862-T75d0-cé65-0led *=+
Chart Speed = 0.44 cm/min Attenuation = 434 Zeroc Offset = 2%
Start Time - 0.000 min End Time - 46.952 min Min / Tick = 1.00
°7 Jnooo To.no6 lo.0s0 To.oms T
1- Volis
2! L
o 1 o gan, -1
C40 o =
- : 2413
CEn 4 AN -4,
E
E
a0 7 AN E
E
-]
o
ciom -
12
G110 13
14 A ]
C120 15
16
17
1B
G140 1%
Ci4 20
C150 -
c151 o2
CiE0 -
CiE1 =
cira 24
25
cian 26
Gra:zne =
C1a3ang =
G200 =
b}
cain ai
C203na ag
C20En3 a3
34 AW =20
G240 a6 A =i
carsma e
T —mms
3E{ =
3| B8
40 man.tod
41
421 4919
43
44
45
4E

FIGURA 4 - Cromatograma dos &cidos graxos separados e identificados em uma

amostra de leite, por meio de cromatografia gasosa.
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2.2.6 Analise dos dados

Os dados foram tabulados em Excel® e tratados com os respectivos valores
do fator FEED de correcdo para cada acido graxo identificado, considerando-se
como total apenas os &cidos graxos identificados pelo padrao utilizado.

Os dados foram apresentados em média = desvio padrdo, dispostos de forma
descritiva, em tabelas. Para comparacéo entre os dois momentos de analise de cada
acido graxo, os trés grupos de tratamento do leite e o acréscimo ou nao de 6leo de
peixe foi utilizado o teste Anova de 3 vias de medidas repetitivas. Quando
identificado efeito ou interacdo entre as variaveis foi utilizado o teste t student
independente entre o uso ou ndo de 6leo de peixe e o teste t student pareado entre
0S momentos antes e apds o0 uso do sistema de nutricdo, ambos com correcédo de
Bonferroni (p<0,01). A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o “software”

SPSS, verséo 20.0, considerando um nivel de significancia de 5 %.

3 RESULTADOS

Para o LA (w-6) ndo houve diferenca entre os grupos (p=0,77), assim como
entre as amostras controles e com 6leo de peixe (p=0,16), ou mesmo do momento
de utilizac&o do sistema de nutricdo enteral (p=0,57).

Houve interacdo entre o momento de uso do sistema de nutricdo e o 6leo de
peixe (p=0,006), com significativa diminuicdo nas concentra¢cfes de LA logo apos o
acréscimo de 6leo ao leite (12,22+1,70 %) em relacdo ao seu controle (13,91+3,21
%) (p=0,01), porém, sem diferenca entre os leites com ou sem 6leo de peixe apéds
passarem pelo sistema (p=0,84). Houve uma diminui¢cdo nas concentracdes entre 0s
momentos de uso do sistema de nutricdo nos leites sem acréscimo e com acréscimo
de dleo, mas esta diferenca néo foi significativa (p=0,05 e p=0,04; respectivamente.
Teste t independente com corregéo de Bonferroni).

N&o houve interacdo entre o momento de uso do sistema de nutricdo e 0s
grupos com diferentes leites (p=0,32), entre 0s grupos e o 0leo (p=0,74) ou entre 0s
momentos, 0s grupos de tratamento e o Oleo de peixe (p=0,37). Os valores das

concentragoes do LA estao descritas na tabela 1.
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TABELA 1 - Concentracbes de acido linoleico (%) nos diferentes grupos de
tratamento de leite humano, nos momentos antes e apos utilizacdo do sistema de
nutricdo enteral com e sem o acréscimo de Oleo de peixe.

Grupos de tratamento

Momentos de coleta GC GDEL DL
(n=10) (n=10) (n=10)

Sem Oleo de peixe

Antes do sistema de nutricdo 13,48+1,40 13,16+2,17 15,08+4,91

ApOs o sistema de nutricao 12,98+2,50 12,74+3,17 12,76+1,85
Com 6leo de peixe

Antes do sistema de nutricdo 12,12+1,91 12,33+1,60 12,20+1,74

ApOs o sistema de nutricdo 13,25+2,08 12,72+2,63 12,86+1,27

Nota: GC(Grupo controle), GDEL (Leite humano enriquecido com suplemento homdélogo sem lactose,
desnatado, evaporado e liofilizado), GL (Leite humano enriquecido com suplemento homoélogo sem
lactose e liofilizado). Valores apresentados em % de acidos graxos identificados expressos em
médiatdesvio padrao.

Quanto ao ALA (w-3), ndo houve diferenca entre os grupos leites testados (p=
0,14), assim como do 6leo de peixe (p=0,58), contudo, houve diferenca entre os
momentos de utilizacdo do sistema de nutricdo (p=0,02), com maiores
concentracfes de ALA antes dos leites passarem pelo sistema (0,83+£0,19 %) em
relacdo ao momento depois (0,78+0,11 %).

N&o houve interacdo entre 0 momento de utilizacdo do sistema de nutricdo
enteral e os grupos dos diferentes leites analisados (p=0,26), entre 0 momento e 0
acréscimo de 6leo de peixe (p=0,20), entre 0s grupos e o0 acréscimo de o6leo
(p=0,39) ou mesmo entre 0 momento, 0s grupos e o Oleo de peixe (p=0,21). Os

valores das concentragfes do ALA estédo detalhados na tabela 2.

TABELA 2 — Concentragdes de acido a- linolénico nos diferentes grupos de
tratamento de leite humano, nos momentos antes e apos utilizacdo do sistema de
nutricdo enteral com e sem o acréscimo de 6leo de peixe.

Grupos de tratamento

Momentos de coleta GC GDEL DL
(n=10) (n=10) (n=10)

Sem 6leo de peixe

Antes do sistema de nutricdo 0,80+0,14 0,79+0,08 0,98+0,36

ApOs o sistema de nutricdo 0,75+0,13 0,76+0,13 0,81+0,10
Com Oleo de peixe

Antes do sistema de nutricdo 0,78+0,16 0,82+0,13 0,82+0,77

ApOs o sistema de nutricdo 0,80+0,12 0,76%0,10 0,80+0,11

Nota: GC(Grupo controle), GDEL (Leite humano enriquecido com suplemento homélogo sem lactose,
desnatado, evaporado e liofilizado), GL (Leite humano enriquecido com suplemento homologo sem
lactose e liofilizado). Valores apresentados em % de &cidos graxos identificados expressos em
médiatdesvio padréo.
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Em relacdo ao ARA, nao houve diferenca entre os grupos de leites analisados
(p=0,38), do acréscimo do 6leo de peixe (p=0,93), ou mesmo do momento de uso do
sistema de nutricdo enteral (p=0,83). Ndo houve interacdo entre 0 momento e o
grupo de tratamento (p=0,23), entre 0 momento e o 6leo de peixe (p=0,17) ou entre
0 momento, o tratamento e o 6leo de peixe (p=0,56) (TABELA 3).

A analise das concentracdes do EPA ndo apontou efeito do tratamento
(p=0,72), porém apontou efeito do 6leo de peixe (p<0,001), com maior concentracao
de EPA nos leites com o6leo (1,07+1,43 %) em relacdo aos sem acréscimo de Oleo
(0,11+0,45 %), assim como o efeito do momento de uso do sistema de nutricdo
enteral (p<0,001), apresentando menores concentracdes de EPA apos o leite passar
pelo sistema (0,14+0,24 %) em relacdo ao momento antes do sistema (1,04+1,45
%).

Houve interacdo entre o momento e o 6leo de peixe (p<0,001), sendo
evidenciado um aumento de EPA apds o acréscimo do Oleo antes de utilizar o
sistema de nutricdo (p<0,0001), entretanto, houve uma diminuicdo de EPA apds o
leite com 6leo passar pelo sistema de nutricdo enteral (p<0,0001), sendo que néo
houve esta diferenca nos leites sem 6leo (p=0,39). As concentracdes de EPA depois
do sistema néo foram diferentes entre os leites com ou sem 6leo de peixe (p=0,53).

N&o houve interacdo entre 0 momento de utilizacdo do sistema de nutricdo
enteral e o tratamento nos diferentes leites analisados (p=0,92), entre o tratamento e
o uso de dOleo (p=0,70), ou mesmo entre 0 momento, o tratamento e o Oleo de peixe
(p=0,92) (TABELA 4).

TABELA 3 — Concentracbes de Acido Aracdonico nos diferentes grupos de
tratamento de leite humano, nos momentos antes e apos utilizacdo do sistema de
nutricdo enteral com e sem o acréscimo de 6leo de peixe.

Grupos de tratamento

Momentos de coleta GC GDEL DL
(n=10) (n=10) (n=10)

Sem 6leo de peixe

Antes do sistema de nutricdo 0,26%0,33 0,33+0,45 0,17+0,22

ApOs o sistema de nutricdo 0,72+1,00 0,22+0,38 0,31+0,60
Com Oleo de peixe

Antes do sistema de nutricdo 0,22+0,38 0,24+0,47 0,75%0,95

Apo6s o sistema de nutricao 0,30+0,68 0,16+0,35 0,39+0,29

Nota: GC (Leite humano puro), GDEL (Leite humano enriquecido com suplemento homélogo sem
lactose, desnatado, evaporado e liofilizado), GL (Leite humano enriquecido com suplemento
homdlogo sem lactose e liofilizado). Valores apresentados em % de &cidos graxos identificados
expressos em médiatdesvio padrao.
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Tabela 4 — Concentracdes de acido Eicosapentaenoico (EPA) (%) nos diferentes
grupos de tratamento de leite humano, nos momentos antes e ap0s utilizacdo do
sistema de nutricdo enteral com e sem o acréscimo de 6leo de peixe.

Grupos de tratamento

Momentos de coleta GC GDEL DL
(n=10) (n=10) (n=10)

Sem 6leo de peixe

Antes do sistema de nutricdo 0,07+0,07 0,09+0,09 0,10+0,08

ApOs o sistema de nutricao 0,18+0,28 0,06+0,08 0,13+0,16
Com dleo de peixe

Antes do sistema de nutricdo 2,12+1,85 2,10+1,45 1,73+1,42

Apos o sistema de nutricdo 0,25+0,25 0,19+0,41 0,05+0,05

Nota: GC (Grupo controle), GDEL (Leite humano enriquecido com suplemento homdlogo sem lactose,
desnatado, evaporado e liofilizado), GL (Leite humano enriquecido com suplemento homoélogo sem
lactose e liofilizado). Valores apresentados em % de acidos graxos identificados expressos em
meédiatdesvio padrdo

Para o DHA nao houve diferenca entre os diferentes leites analisados
(p=0,94), porém, houve diferenca entre os grupos controle e com uso de 6leo de
peixe (p<0,001), com maior concentracdo de DHA nos leites com 6leo (0,74+0,89 %)
em relacdo aos sem acréscimo de o6leo (0,18+0,12 %). Houve diferenca entre o
momento de uso do sistema de nutricdo enteral (p<0,001), apontando uma
diminuicdo nas concentracdes de DHA apds seu uso (0,20+0,17 %) em relacdo ao
momento antes (0,71+0,90 %).

Houve interacdo entre o0 momento de uso do sistema e o 6leo de peixe
(p<0,001), com significativa diminuicdo nas concentracbes de DHA apos o leite
acrescido com 0leo passar pelo sistema de nutricdo enteral (p<0,0001), sendo que
nao houve diferenca significativa entre os momentos de uso do sistema de nutricdo
nos leites sem acréscimo de 6leo (p=0,22).

As concentragdes de DHA antes do sistema foram significativamente maiores
no grupo com 6leo (p<0,0001), entretanto, depois estas ndo foram diferentes entre
os leites com ou sem 6leo de peixe (p=0,69). Nao houve interacdo entre 0 momento
e o tratamento (p=0,75), entre o tratamento e o 6leo de peixe (p=0,63), ou mesmo

entre o momento, tratamento e oleo de peixe (p=0,96) (TABELA 5).
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TABELA 5 — Concentracfes de acido Docosahexahendico (DHA) (%) nos diferentes
grupos de tratamento de leite humano, nos momentos antes e ap0s utilizacdo do
sistema de nutricdo enteral com e sem o acréscimo de 6leo de peixe.

Grupos de tratamento

Momentos de coleta GC GDEL DL

(n=10)

(n=10)

(n=10)

Sem Oleo de peixe

Antes do sistema de nutricdo 0,13+0,10 0,16+0,08 0,19+0,97

ApGs o sistema de nutricdo 0,21+0,20 0,14+0,10 0,24+0,13
Com Oleo de peixe

Antes do sistema de nutricdo 1,13+1,23 1,41+0,92 1,17+0,89

ApoOs o sistema de nutricdo 0,26+0,18 0,22+0,25 0,15+0,07

Nota: GC (Grupo controle), GDEL (Leite humano enriquecido com suplemento homdlogo sem lactose,
desnatado, evaporado e liofilizado), GL (Leite humano enriquecido com suplemento homélogo sem
lactose e liofilizado). Valores apresentados em % de acidos graxos identificados expressos em
meédiatdesvio padrao.

4 DISCUSSAO

N&o houve efeito do tratamento em nenhum dos acidos graxos analisados, ou
seja, as concentracdes dos &cidos graxos essenciais LA, ALA, ARA, EPA e DHA
nao variaram em decorréncia do tratamento sofrido no leite, permitindo afirmar que
0s pools do GC ndo apresentaram piores concentracdes de AGE do que leites
suplementados, rejeitando a hipétese inicial deste estudo.

O grupo controle (GC) nao recebeu suplementacédo. Esta deve ser apenas
uma situacdo experimental, pois ha mais de duas décadas ja esta mundialmente
estabelecida a fundamental necessidade de suplementacdo de leite humano para
alimentacdo de RNMBP (MOREIRA & ROCHA, 2004; VIEIRA, et .al., 2004).

O leite materno, mesmo que da prépria mde do RN prematuro, ndo apresenta
suporte nutricional condizente com as necessidades fisiologicas deste RN. A
prematuridade proporciona uma imaturidade funcional em diversos O6rgdos e
sistemas, uma vez que em ambiente uterino este bebé deveria receber
ininterruptamente 0s nutrientes necessarios para seu total desenvolvimento.
Entretanto, manter um suporte nutricional ininterrupto apés o nascimento pode ser
uma intervencdo danosa ao sistema digestorio (MOREIRA & ROCHA, 2004;
CAMELO JR & MARTINEZ, 2005; MARTINS & KREBS, 2009; KUMAR &
SUNDARAM, 2011).

Este estudo ndo evidenciou diferencas significativas entre as concentracdes

de AGE nos trés grupos, concordando com o estudo de Martin et al., (2006) que
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apontam o déficit de AGE na populacéo brasileira, com um habito alimentar pautado
em soja, milho e carne bovina e escassez de graos ricos em AGE (Linhaga, aveia,
Oleo de canola) e peixes marinhos. Estima-se que o consumo médio de peixe de
agua salgada pela populacéo brasileira seja em torno de 1,9 kg/ano (IBGE, 2010).

Esta inadequada oferta de AGE pode sugerir que mesmo a sobreposicéo
lipidica pelos suplementos homdlogos ao leite materno ndo promove melhora deste
perfil. Ndo esta sendo questionada neste momento a interferéncia do sistema de
nutricdo enteral de forma individualizada, pois todos os grupos de tratamento
apresentaram comportamento equivalente em suas concentra¢cdes, mesmo antes de
passaram pelos sistemas. Dessa forma, mesmo o incremento com Oleo de peixe
manteve o0s grupos de tratamento em equivaléncia quanto as suas concentracdes de
AGE.

Apesar do GC nao utilizar suplemento e apresentar perfil de AGE semelhante
aos grupos suplementados, a pratica de suplementacdo nutricional permanece
extremamente relevante para RNMBP, promovendo um melhor ganho de peso,
comprimento e perimetro cefalico, diminuicdo do tempo de internacao,
principalmente em RNMBP de paises em desenvolvimento (KUMAR & SUNDARAM,
2011).

O leite humano disponivel em unidades neonatais € frequentemente
suplementado com aditivos comerciais heterélogos ao leite humano, de origem
bovina, apresentando diferenca nutricional qualitativa e quantitativa, em especial
aminoacidos e &cidos graxos, porém, a partir do momento em que estes bebés tao
vulneraveis passaram a receber suplementacdo, mesmo que de origem bovina,
houve um significativo decréscimo de mortalidade infantil neonatal, principalmente
precoce (AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2005; 2012).

Tal fato justifica que os estudos de Thomaz et al., (2012) e de Serafin (2015)
tiveram como grupo controle o alimento comercial FM85® (Nestlé), e ambos os
estudos mostraram sua eficacia de modo factivel, garantindo o acréscimo de
nutrientes, sem aumento da oferta de lactose ou de volume, uma vez que as autoras
utilizaram suplemento evaporado e/ou liofilizado.

Houve uma diminuicdo nas concentracbes de LA nos leites analisados
quando acrescido de 6leo de peixe. A utilizacdo do teste t como pds-teste necessitou
da aplicacdo da correcdo de Bonferroni para minimizar erros Tipo |, diminuindo o

nivel de significdncia do teste para 0,01, assim, mesmo com a diminuicdo das
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concentracbes de LA apds a passagem dos leites pelo sistema, esta ndo mostrou
diferenca.

Ambos os acidos graxos (ALA e LA) apresentam 18 carbonos, com suas
insaturagdes no terceiro e sexto carbono, respectivamente, sendo necessariamente
dependentes de uma dieta pela auséncia de enzimas no organismo humano para
sua conversao, reclassificando-os como estritamente essenciais (MARTIN et al.,
2006). O uso do d6leo de peixe ndo aumentou as concentracbes de LA, pelo
contrario, 0s grupos sem 0leo apresentaram valores superiores antes de passarem
pelo sistema de alimentacdo, porém, sem serem observadas perdas apés a
passagem.

O oleo também néo foi efetivo em relacdo a aumentar as concentracdes de
ALA, porém, a manutencdo dos valores de LA e ALA nos alimentos propostos sem
uso de dleo, apds passar pelo sistema de nutricdo enteral, garante que o RNPT os
receba de forma adequada. Clinicamente, isto reflete em uma melhor orientagéo
terapéutica com garantia do recebimento do nutriente ofertado.

Estes acidos graxos (ALA e LA) ndo sdo intercambiaveis, porém utilizam as
mesmas enzimas na producdo dos demais &cidos graxos de suas respectivas
séries. Desta forma, o equilibrio entre estes AGE é preponderante para que as
enzimas A5 e A6 dessaturase atuem de forma correta (KUS & MANCINI-FILHO,
2010), entretanto, o consumo de alcool, tabaco, estresse, diabetes, alta ingestao de
gorduras trans e envelhecimento parece promover a diminuicdo destas enzimas
(MARTIN, et al; 2006). A conversao de LA e ALA em seus derivados pode ser inibida
também pela ingestéo insuficiente de proteinas, energia, vitaminas B3, B6 e C, e
minerais como zinco, cobre, magnésio (SILVA et al., 2007).

Neste estudo, a concentracdo média de LA, considerando-se todos 0s grupos
e momentos, foi de 12,97+1,74 % para o total de acidos graxos identificaveis,
enquanto que para ALA esse valor foi de 0,81 + 0,10 %. De qualquer forma, as
concentracbes de ALA estdao semelhantes aos valores identificados em outros 10
estudos relatados por Costa e Sarabense (2010), identificando concentragbes
semelhantes com 0,78% em nutrizes argentinas e 0,88 % em espanholas, porém,
nos demais estudos os valores foram superiores a 1,10 % chegando a 2,22 % em
nutrizes brasileiras. Silva et al (2007) estabelecem que em mulheres ocidentais o LA

varia entre 10 e 17 %, enquanto o ALA varia entre 0,8 e 1,4 % os &acidos graxos.
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Mas ndo basta considerar um valor adequado separadamente, pois é a
proporcéo entre LA e ALA que garante o equilibrio metabdlico. A preocupagédo sobre
a elevada concentracdo de LA esta relacionada ao seu acumulo nos fosfolipidios
das membranas celulares, podendo resultar, em longo prazo, na excessiva producao
de eicosanodides, com consequentes demasiados processos inflamatérios. H&
algumas divergéncias sobre a adequada equivaléncia de LA e ALA, sendo
recomendada pelo Comité de Especialistas da Organizacdo das Nacfes Unidas
para Alimentacdo e Agricultura FAO/WHO uma variacdo entre 5:1 a 10:1 (LOPES-
TORRES et al., 2007).

A analise realizado permitiu identificar uma proporgéo entre LA:ALA de 17:1.
Essa discrepancia interfere no metabolismo e esta semelhante a populacdo de
paises ocidentais com baixa ingestdo de peixes, com proporcdo em torno de 10:1 e
20:1, na contramao de paises como Japéao (2:1 a 4:1) (MARTIN, et al.,2006).

Concentra¢gfes dos &cidos graxos ALA nédo foram alteradas pelo uso de 6leo
de peixe, por serem muito baixas suas concentracdes neste produto. De acordo com
a tabela nutricional da embalagem do 6leo de peixe utilizada, uma porcéao de 3,3 g
do produto contém 1,2 g de gordura poliinsaturada, sendo 0,54 g de EPA e 0,36 g de
DHA. Foram utilizados 0,037 g do 6leo para cada 50 mL de leite reconstituido.

A alimentacdo materna balanceada é a Unica maneira viavel de adequar as
concentracfes de LA e ALA no leite. Mas como a maior parte do leite utilizado € de
banco de leite, essas concentracfes dependem das dietas proprias desta
populacdo, no caso, pobres em peixes. O processo de manipulacdo do leite como
congelamento, descongelamento e pasteurizagdo sdo essenciais, mas infelizmente
todos estas praticas pré-exposi¢do, somadas a utilizacdo do tubo de alimentacéo,
afetam significativamente a concentracédo lipidica disponivel para absorcdo na
porcao intestinal (RYYAN et al.,2015)

Merey (2014) analisou as concentragcdes de AGE no leite materno e néo
identificou diferenca entre o perfil lipidico de LA de lactantes suplementadas com
Oleo de linhaga, 6leo de peixe ou o grupo controle. Em relacdo ao ALA, o grupo
controle apresentou valores superiores ao grupo 6leo de peixe, sendo que os leites
de mées suplementadas com Oleo de linhaca apresentaram as menores
concentracbes deste AGE, com a proporcdo de LA: ALA acima dos valores
preconizados na literatura. Silva (2014) em estudo semelhante observou que as

nutrizes suplementadas com farinha de linhaca apresentaram maiores
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concentracbes de ALA em relacdo ao grupo controle, garantindo a proporcao
recomendada pela FAO/WHO (TABELA 6).

TABELA 6 — Descricdo das concentracfes de acido linoleico (LA) e a-linolénico
(ALA) e sua proporgédo no leite materno em diferentes estudos com mulheres de
Campo Grande, Mato Grosso do Sul.

AGE

Estudos A ALA Proporcao

Neste estudo 11,25+1,88 0,71+0,13 16:1
Merey (2014)

Grupo Controle 37,10 +£3,25 2,97+ 0,43 12:1

Grupo 6leo de linhaga 25,90 5,19 0,62+0,12 39:1

Grupo Oleo de peixe 29,88 +1,66 1,85+ 0,23 16:1
Silva (2014)

Grupo Controle 12.99+1.09 0.85+0.10 15:1

Grupo farinha de linhaca 11.19+41.35 1.32+0.22 9:1

Grupo Oleo de peixe 14.20+1.28 0.99+0.12 14:1

Valores expressos em porcentagem do total de acidos graxos identificados. .Obs: Nos estudos de
Merey (2014) e Silva (2014) os valores correspondem aos valores ap0s as méaes terem sido
suplementadas. Valores apresentados em % de acidos graxos identificados expressos em
meédiatdesvio padrao.

Para preparo dos pools foi utilizado leite do banco de leite do mesmo hospital,
em Campo Grande - Mato Grosso do Sul, onde os estudos de Merey (2014) e Silva
(2014) foram desenvolvidos, portanto, com uma populacdo economicamente e
culturalmente semelhante. Nota-se que apenas as nutrizes suplementadas com a
linhaca atingiram proporcfes que permitissem equilibrio metabdlico entre estes dois
acidos graxos, sendo os demais considerados inadequados. Esta populacdo é
residente da regido centro-oeste do Brasil, com baixo consumo de pescados e dieta
rica em soja e milho, contribuindo para aumento de LA.

Os acidos graxos ARA, EPA e DHA serdo metabolizados no organismo
humano a partir dos acidos graxos LA e ALA, essencialmente obtidos pela dieta.
Mesmo com a imaturidade hepatica presente nos RNPT, estima-se que alguma
guantidade de ARA e DHA possa ser metabolizada até mesmo por prematuros, mas
a presenca de maiores concentracdoes destes AGE no leite materno nas primeiras
semanas de vida do bebé sugere a necessidade de complementar estas
concentracbes em férmulas (MARTIN, et al., 2006; SILVA et al., 2007; LOPES-
TORRES et al., 2007).

Quanto ao ARA nao houve efeito do momento de utilizacdo do sistema de
nutricdo, assim como ndo teve modificacdo pelo acréscimo do oOleo de peixe. As

capsulas néo referem conter ARA, que pertence a familia w-6, e como seu precursor
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é abundante nas dietas brasileiras, acredita-se ndo haver necessidade de
suplementacdo com este acido graxo.

O valor médio de ARA identificado foi de 0,34+0,30% dentro dos acidos
graxos identificados. Este valor esta abaixo dos 0,50% sugerido por Lépes-Torres et
al., (2007), podendo comprometer a formacdo de eicosanoides. leucotrienos,
prostaglandinas e tromboxanos, além de, comprometer a qualidade funcional da
membrana fotorreceptora da retina e células cerebrais (MARTIN, et al.; 2006; KUS &
MANCINI-FILHO, 2010).

Apesar do ARA ser dependente do metabolismo de LA para sua adequada
concentragdo no organismo e neste estudo terem sido identficadas altas
concentracfes de acido linoleico foram encontrados baixos valores de ARA. Isto
pode ser explicado pela maior disponibilidade de LA no organismo humano, este
dispondo
de uma medida compensatéria para aumentar a afinidade da enzima A5
dessaturase pela série w-3, e promover um equilibrio metabdlico. Entretanto, esta
populacdo de mulheres lactantes corre riscos semelhantes aos identificados em
outros estudos cujo estilo de vida inclui dietas ocidentais pobres em peixes
marinhos, e esta desproporcdo de &cidos graxos 6mega 6:3 ndo pode ser
compensada (MARTIN et al., 2006; COSTA & SABARENSE, 2010).

Logo apOs reconstituicdo dos suplementos ndo foi possivel perceber
visualmente separacdo do leite em fases, tornando-se um produto Unico, uma
emulsdo. O equilibrio natural nas concentracées dos diversos componentes do leite
facilita sua passagem como menor interferéncia do sistema de nutricdo (CHEFTEL
et al., 2000; FENNEMA, 2010). Este padrdo mais homogéneo garantiu a passagem
dos cinco AGE analisados neste estudo nos leites sem acréscimo de Oleo,
garantindo a eficacia do sistema de nutricdo utilizada em unidades de neonatologia,
em relacdo a estes macronutrientes.

A concentracdo média de EPA sem acréscimo de dleo identificada neste
estudo foi de 0,09+0,08 %, compativel ao sugerido por Lopes-Torres et al., (2007)
onde sua concentracdo deve ser <10%. Em especial, a manutencdo das
concentracbes de EPA faz-se necessaria por sua participacdo no metabolismo de
leucotrienos, prostaciclinas, tromboxanas e prostaglandinas, sendo importante sua
presenca na alimentacdo do prematuro. Sua incorporacdo ao alimento do prematuro

se justifica pela taxa de conversédo de ALA em EPA ser considerada baixa (5 %). O
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DHA é produzido em uma aproximada taxa de conversdo mais baixa ainda (0,5 %) a
partir da elongacdo do EPA em &cido docosapentaendico (22:5 w-3) e sua
consequente dessaturacdo, sendo o produto final do AGE da série w-3 (KUS &
MANCINI-FILHO, 2010).

Ha uma boa biodisponibilidade de DHA no leite materno, conforme tempo de
lactacdo, com valores superiores as férmulas infantis (SILVA et al., 2007). As
analises de DHA no leite materno da populacédo estudada apontaram que antes do
acréscimo do 6leo de peixe a concentracdo média de DHA foi de 0,16+0,09 % e
apos suplementacdo o valor médio foi de 0,21+0,17 % dos acidos graxos
identificados pela cromatografia gasosa, ressaltando que ndo houve diferenca entre
esses momentos.

O mais preocupante é que tais valores estdo inferiores as diversas
recomendacdes internacionais de suplementacdo de leite humano (Associagao
Americana de Dieteticista e Nutricionistas do Canada — minimo de 0,2 %; European
Food Safety Authority — minimo de 0,3 %; Sociedade Internacional de Acidos Graxos
e Lipideos — 0,35 %; Comité de Especialistas da Organizacdo das Nacdes Unidas
para Alimentagao e Agricultura FAO/WHO — 0,35 %; British Nutrition Foundation-0,4
%) (KUS & MANCINI-FILHO, 2010).

Kus & Mancini-Filho ( 2010) ressaltam que a propor¢cdo média de EPA e DHA
encontrada neste estudo nos grupos de tratamento antes do acréscimo de 6leo foi
de 1:1,5, em acordo com uma sugestao de proporcao destes acidos graxos no leite
materno entre 1:2 e 2:1, apesar de pouco conhecida pelo escasso numero de
estudos sobre os efeitos benéficos desta proporcéo.

Apesar de nao ter sido indicada pelo Ministério da Saude no Brasil um teor
minimo de AA e DHA, o mesmo recomenda um percentual maximo de AA inferior a
0,6 % e de DHA de 0,35 %, com uma relacdo AA:DHA de 1,5-2:1. Neste estudo os
valores respeitam estas diretrizes, tanto nas concentra¢cées quanto na proporcao,
apesar de estar abaixo dos valores recomendados por instituicbes internacionais ja
descritas (BRASIL, 2014).

Prematuros necessitam receber suplementacdo até que atinjam 1.500 g e
iniciem o aleitamento materno por succdo, de modo que, por vezes, 0 tempo
necessario desta suplementacdo para atingir niveis plasmaticos desejaveis ndo seja
alcancado (HEIMAN & SCHANLER, 2006; TURAN et al., 2012). Nado esta bem

estabelecido o motivo pelo qual nem todas as férmulas comerciais ndo sao
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completas em relagdo aos AGE, apesar de alguns estudos apontarem o déficit de
DHA e EPA (SILVA et al.,, 2007; TURAN et al., 2012). A atual tecnologia utilizada
pela industria alimenticia precisa descobrir um modo de incorporar esta gordura de
tal forma que ela ndo se separe da parte aquosa do leite.

Este estudo apontou efeito do 6leo de peixe com maior concentracdo de EPA
e DHA nos leites com 6leo em relacdo aos sem acréscimo de 6leo. Este efeito era
esperado, pois as capsulas de oleo utilizadas apresentavam basicamente EPA e
DHA, e ndo houve nenhum outro processo de manipulacdo depois de incorporado o
Oleo ao leite dos diferentes grupos, exceto sua introdugcdo no sistema de nutricdo
enteral.

Todavia, houve efeito do momento de uso do sistema de nutricdo enteral com
significativa diminuicdo das concentracdes de EPA e DHA, apds o leite com 6leo
passar pelo sistema. Visualmente, foi possivel observar a separacdo do Oleo
acrescido ao leite e, apesar do conteudo ter sido manualmente agitado antes de ser
colocado no frasco, parece nao ter havido uma emulsificacdo. Entretanto, os
AGPICL naturalmente presentes no leite puro ou suplementado apresentaram um
bom transito pelo sistema de nutricao, ja que ndo houve diferenca entre seus teores
nos leites sem o6leo.

As particulas de gordura presentes no leite se encontram em emulsdo, sobre
a forma de micelas. Ao introduzir o 6leo ao leite € formada uma suspensao
hidrofoba, sendo que quanto maior o tamanho das particulas, maior a velocidade de
sedimentacdo ou separacédo das fases por decantacéo, desta forma, processos de
homogeneizacdo podem reduzir o tamanho das particulas com consequente
disperséao, estabilizando a emulsdo do 6leo e da agua do leite (CHEFTEL et al.,
2000; FENNEMA, 2010). Esses autores ressaltam que os fosfolipideos presentes
naturalmente nas membranas dos acidos graxos do leite se misturam a interface,
com uma de suas extremidades com afinidade aquosa, enquanto a outra apresenta
afinidade lipidica, chamada de elevado balanco hidréfilo/lipofilo.

Seria interessante que tecnologias metodologias futuras incluissem uma
homogeneizacdo mais efetiva do produto, visando promover emulsificagcdo. Embora
0 uso de agentes espessantes hidrofilos, como a lecitina, podem aumentar a
viscosidade da fase dispersante (acidos graxos), estabilizando a emulséo
(CHEFTEL et al., 2000), na nutricdo delicada do RNPT requer cuidados em relagcéo

as concentracoes utilizadas, tanto pela imaturidade na digestibilidade de nutrientes
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como pela necessidade de controle de osmolalidade do produto final, evitando
enterocolite necrosante (PANCZUK et al., 2016).

Vieira et al., (2004) compararam o conteudo energético do leite humano
administrado a recém-nascidos de muito baixo peso ao nascimento e apontaram que
0 processamento do leite de banco diminui substantivamente o creme (analisado em
crematocrito) e também do conteudo energético. Para Heiman & Schanler (2006), ha
uma grande variabilidade de nutrientes dos leites utilizados na alimentacdo de
RNPT, sendo que a gordura € o nutriente mais suceptivel a variar. Os fatores para
tal variagdo sdo inerentes ao proprios leite, que varia de uma nutriz para outra,
assim como, conforme o periodo do dia de uma mesma nutriz, as circunstancias de
coleta, armazenamento e distribuicdo do leite.

Os referidos autores sugerem que 0s processos de congelamento e
descongelamento provocam rompimento nas membranas dos glébulos (micelas) de
gordura, com consequente coalescéncia e maior aderéncia as paredes do sistema
plastico de nutricdo enteral. Esta aderéncia, em parte, se deve a atracdo entre as
moléculas de gordura e os componentes plasticos do sistema, devido as afinidades
quimicas caracterizadas pela estrutura das olefinas.

Em geral, os materiais em nutricdo enteral utilizados nos servicos de
neonatologia no Brasil sdo semelhantes, de baixo custo, adquiridos por meio de
licitacbes. Porém, sua qualidade e eficacia devem ser levadas em consideracao
pelos gestores de saude, pois RNMBP apresentam maior fragilidade sistémica com
um alto risco de mortalidade, assim como para desenvolver atrasos no
desenvolvimento motor e cognitivo destas criancas. De acordo com Vieira et al.,
(2004), as técnicas utilizadas nestes procedimentos também interferem, podendo
gerar perdas de até 34% de gorduras por um posicionamento horizontalizado da
seringa, tempo prolongado de infusdo e a ndo homogeneizacdo do leite antes de
sua administracao.

Durante este experimento pode-se observar que mesmo apos agitacéo, o
leite volta a formar fases, onde a gordura naturalmente se desloca para a parte
superior. Heiman e Schanler (2006) sugerem que o oferecimento do alimento seja
por meio de uma seringa na vertical com sua ponta voltada para cima, permitindo
gue a gordura seja entregue primeiro, além da possibilidade de se arrastar algunas

gorduras residuais pela por¢ao aquosa do leite restante.
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Mesmo sendo introduzidos apenas 20 mL de leite, o0 que corresponde ao
volume méaximo ofertado em seringa, se propos a utilizacdo do frasco plastico, visto
gue nas unidades de atendimento neonatal a partir deste volume passa - se a utilizar
frascos de nutricho, com constante crescimento do volume ofertado,
comprometendo o perfil de AGE disponibilizados ao final da nutri¢do.

Uma vez que a gordura exdégena ndo se mistura com o leite humano, Heiman
e Schanler (2006) sugerem sua administracdo em doses fracionadas diretamente no
tubo de nutricdo enteral antes da oferta do leite. Esta pratica € rotina nos servicos de
neonatologia para adminitracdo de TCM, mas o volume de 6leo de peixe utilizado
neste estudo foi de 0,03 mL para uma aliquota de 20 mL de leite ofertado, sendo
necessario o uso de uma micropipeta, material especifico de laboratério, nao
utilizado na pratica clinica e seu uso seria contrario a rotina dos servicos de
neonatologia.

Para Kus e Mancini-Filho (2010), a ingestdo de 6leo de peixe € capaz de
aumentar os niveis plasmaticos de EPA e DHA, demorando em torno de um més
para atingir niveis estacionarios. Na alimentacdo do RNPT, a questdo € como
fornecer esta taxa lipidica, pois a maioria das férmulas infantis, tanto para termo
como para prematuros, sdo pobres em EPA e DHA. O acréscimo do 6leo parecia ser
uma medida simples, de facil manuseio e baixo custo, mas os resultados apontaram
uma significativa perda destes nutrientes quando passados pelo sistema de nutricdo
enteral, devido a afinidade quimica com o material do equipo, inviabilizando esta
pratica. Portanto, o desafio clinico estd em mimetizar o processo metabdlico
materno, uma vez que a suplementacdo da mée torna-se infinitamente mais eficaz
gue as adequac0es dietéticas ao neonato.

Merey (2014) suplementou 15 gestantes do municipio de Campo Grande -
Mato Grosso do Sul, com 6leo de peixe e 6leo de linhaca e as comparou a um grupo
controle. A autora observou aumento nas concentragcdes de DHA em amostras de
leite do grupo linhaga superior aos do grupo controle, porém com semelhanca ao
grupo com 6leo de peixe. A diminuicdo das concentracfes de EPA foi considerada
benéfica por desencadear menor exacerbacédo da resposta imunitaria. Foi possivel
concluir que suplementar gestantes e posteriormente nutrizes com suplementos
ricos em AGE série w-3 como o Oleo de linhaga pode ser uma alternativa
economicamente viavel, visto que este € mais barato que o 6leo de peixe, facilitando

0 acesso a maioria da populagéo.
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Silva (2014) suplementou 60 nutrizes do municipio de Campo - Mato Grosso
do Sul com farinha de linhaca e 6leo de peixe, comparando-as a um grupo controle,
demonstrando maiores valores de EPA e DHA no leite materno das participantes
gue usaram Oleo de peixe. O estudo reforca a ideia de que adequar concentracdes
de AGE na lactante melhora o perfil destes lipidios no leite materno, garantindo
concentracdes fisioldgicas adequadas. Entretanto, os prematuros ndo conseguem
receber alimentacdo exclusiva de suas maes, utilizando leite de banco, cujas
doadoras apresentam diferentes perfis nutricionais e em diferentes momentos de
lactacdo (MARTINS & KREBS, 2009).

As concentragBes dos acidos graxos ARA, EPA e DHA identificados no
presente estudo, no estudo de Merey (2014) e de Silva (2014) estdo detalhadas na
tabela 7.

A manutencé@o de DHA dentro de limites desejaveis é capaz de promover uma
adequada formacdo, desenvolvimento e funcionamento do cérebro e da retina,
sendo encontradas grandes concentracdes nas membranas celulares destes 6rgaos
(MARTIN, et, al.; 2006).

Contudo, ndo basta suprir a quantidade de DHA e EPA sem levar em
consideragcdo os demais nutrientes. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) determina a obrigatoriedade de se manter a quantidade de
vitamina E em férmulas infantis dentro de valores estabelecidos em suas
Resolucdes (RDC n. 43 e 44 de 2011), porém esta deve ser calculada de acordo

com seu perfil de 4cidos graxos (BRASIL, 2014).

TABELA 7 — Descricdo das concentracbes de &cido aracdbnico (ARA),
eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoico (DHA) no leite materno em diferentes
estudos com mulheres de Campo Grande - Mato Grosso do Sul.

AGE®
Estudos ARA EPA DHA

Presente estudo 0,34+0,08 0,09+0,08 0,15+0,08
Merey (2014)

Grupo Controle 2,96+0,62 0,10+0,04 0,35+0,11

Grupo 6leo de linhaca 3,06+1,17 0,00£0,00 1,78+0,53

Grupo Oleo de peixe 8,95+1,91 0,13+0,04 0,80+0,20
Silva (2014)

Grupo Controle 0,44+0,06 0,01+0,00 0,08+0,01

Grupo farinha de linhaca 0,49+0,08 0,04+0,02 0,09+0,02

Grupo Oleo de peixe 0,82+0,23 0,08+0,01 0,17+0,03

@valores apresentados em % de &cidos graxos identificados expressos em médiatdesvio
padrdo..Obs: Nos estudos de Merey (2014) e Silva (2014) os valores correspondem aos valores apés
a maes terem sido suplementadas
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No presente estudo ndo foram analisados os efeitos da sonda gastrica, o que
pode ser uma barreira a disponibilidade final dos nutrientes presentes no leite.

5 CONCLUSOES

As concentracfes dos AGE nao foram diferentes entre os leites analisados. O
acréscimo de 0Oleo de peixe nos leites ndo aumentou as concentracoes de ALA, LA e
ARA, apenas de EPA e DHA, porem apds o uso do sistema de nutricdo enteral
diminuiram as concentracdes de ALA, EPA e DHA levando a valores semelhantes
ao leite sem 0leo, ou seja, ndo sendo eficaz o uso de 6leo de peixe com o sistema

de nutricdo enteral utilizado.
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