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RESUMO

Introdugdo: O colostro humano apresenta quantidade balanceada de nutrientes
essenciais para o crescimento e desenvolvimento dos lactentes, bem como
variedade de componentes bioquimicos, imunolégicos e hormonais. Objetivos:
Analisar os componentes bioquimicos, imunolégicos e hormonais de colostro
humano de puérperas. Método: Trata-se de estudo transversal com 25 amostras de
colostro de puérperas atendidas no servigo publico de referencia na regiao do ABC,
estado de SP, Brasil. As concentragdes de glicose, triglicérides e colesterol total
foram mensuradas por método colorimétrico enzimatico, e de proteinas totais por
método colorimétrico utilizando kits comerciais. Foram utilizados kits especificos para
ensaios imunoenzimaticos ELISA para a quantificacdo das concentragcbes de
adiponectina e leptina. O conteudo de gordura e de calorias do colostro foram
determinados pelo método do crematdcrito. Para a comparagao das concentragoes
dos parametros bioquimicos, imunolégicos e hormonais do colostro, utilizou-se
Analise de Variancia (ANOVA). Resultados: IgA foi o anticorpo predominante e
variou de 226.0 a 549.1 mg/dL (média 349.1 mg/dL). A média a concentracéo dos
anticorpos IgM e IgG foi de 140.6 e 33.6 mg/dL, respectivamente. A concentracao da
proteina do complemento C3 apresentou média de 78.7 mg/dL e C4 de 29.4 mg/dL.
A citocina mais abundante no colostro foi TGF-B (media:1937,8pg/mL) seguida das
citocinas IL-6 (34.7pg/mL) e IL-17 (33.8 pg/mL). A média dos niveis dos
componentes bioquimicos foi: 39.4mg/dL para glicose, 10.4 g/dL para proteinas
totais, 411.1mg/dL para triglicérides, 157.8mg/dL para colesterol, 3.3% para teor de
gordura e 537.9 calorias. Os hormoénios leptina e adiponectina também foram
detectados nas amostras estudadas com médias de 1.9 pg/mL e 9.8 ng/mL,
respectivamente. Conclusdo: Destaca-se o IgA como o anticorpo encontrado em
maior quantidade. Houve uma grande variagdo nos niveis das citocinas (IL-2,TNF-a,
IFN-y, IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B, IL-17) analisadas entre as amostras. A citocina
predominante nas amostras de colostro avaliadas foi o TGF-. Os hormdnios leptina
e adiponectina também foram detectados nas amostras de colostro do presente
estudo.

Palavras-chave: Aleitamento materno. Colostro. Bioquimica. Horménios.



ABSTRACT

Background: Human colostrum has a balanced amount of nutrients essential for the
growth and development of infants, as well as a variety of biochemical,
immunological and hormonal components. Objectives: Analyze the biochemical,
immunological and hormonal components of human colostrum. Methods: This cross-
sectional study of 25 samples of colostrum of mothers attended at the a reference
public service in the ABC region, state of Sdo Paulo, Brazil. The concentrations of
glucose, triglycerides and total cholesterol were measured by enzymatic colorimetric
method, and the total proteins by colorimetric method using specific disposable kits.
For immunoassays for quantification of adiponectin and leptin concentrations were
used ELISA kits. The content of fat and calories colostrum were determined by the
creamatocrit method. To compare the concentrations of biochemical, immunological
and hormonal colostrum, we used analysis of variance (ANOVA). Results: IgA is the
predominant antibody and ranged from 226.0 to 549.1 mg / dl (average 349.1 mg /
dl). The average concentration of IgM and IgG antibodies was 140.6 and 33.6 mg /
dL, respectively. The concentration of the C3 complement protein had an average of
78.7 mg / dL and C4 29.4 mg / dL. The most abundant cytokine in colostrum was
TGF-B (median: 1937,8pg / ml) followed by IL-6 cytokines (34.7pg / ml) and IL-17
(33.8 pg / mL). The average of the biochemical components was: 39.4mg / dl for
glucose, 10.4 g / dL for total protein, 411.1mg / dL for triglycerides, 157.8mg / dL for
cholesterol, 3.3% for fat and 537.9 calories. The leptin and adiponectin were detected
in the analyzed samples with means of 1.9 pg / ml and 9.8 ng / mL, respectively.
Conclusion: We highlight the IgA antibody was found in greater quantity. There was a
great variation in the levels of cytokines (IL-2, TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-6, IL-10, TGF-(3,
IL-17) among the analyzed samples. The main cytokine found in the evaluated
colostrum samples was TGF-3. The leptin and adiponectin were also detected in the
colostrum samples of this study.

Keywords: Breast feeding. Colostrum. Biochemistry. Hormones.
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1 INTRODUGAO

No Brasil a amamentagcdo tem sido relatada como medicamento para
qualquer doenga da crianga desde a época imperial. Com o passar do tempo
acreditou-se que a mortalidade infantil estava associada a condi¢gdes sociais
desfavoraveis principalmente pelo afastamento da pratica da amamentacao e pela
falta de higiene. Sendo assim, houve necessidade de se criar um estatuto de
protecdo e assisténcia a infancia a fim de inspecionar o regime de lactagdo e
regulamentacdo de acordo com principios de higiene infantil (.

O aleitamento materno € considerado a estratégia isolada que mais previne
doencas e mortes infantis, além de promover a saude fisica, mental e psiquica da
crianca e da mulher que amamenta. Segundo recomendagdes do Ministério da
Saude as méaes devem amamentar seus filhos por dois anos ou mais, sendo
preconizado nos seis primeiros meses de vida a amamentagao exclusiva ¢ .

Na gestacdo, enquanto ha uma evidente ativagdo do sistema imune inato, o
sistema imune adaptativo se encontra suprimido, o que pode representar um
mecanismo compensatorio particularmente importante na defesa imunoldgica
materna contra infec¢des. Evidéncias clinicas e experimentais sugerem que mesmo
em gestagcdes normais ha uma ativagdo de componentes celulares e humorais da
resposta imune inata. S0 observados elevados os niveis plasmaticos das citocinas
pro-inflamatérias IL-6 ¥, TNF-a e IL-1 ©® e diversos componentes do sistema
complemento © A resposta inflamatdria materna parece ser modulada para
possibilitar o estabelecimento e manutencéo de uma gestacéo viavel ).

Durante a gestacdo, as citocinas desempenham um importante papel na
modulagao do sistema imunolégico materno e podem exercer efeitos benéficos ou
negativos a depender dos niveis presentes. Assim, o sucesso reprodutivo esta
associado a uma fina regulacéo nas atividades das citocinas ).

Ja os recém-nascidos (RN) apresentam um sistema imunoldgico imaturo,
como os componentes de imunidade de mucosa que ainda nao estdo
completamente desenvolvidos ®  Por esta razdo, carecem da capacidade de
produzir respostas imunes eficazes para microrganismos, e mesmo durante varios
meses apds 0 nascimento a sua principal defesa é a imunidade passiva adquirida
através da amamentacdo ©.

Nos primeiros dias apds o parto o leite materno é chamado de colostro ("),

liquido amarelado com densidade variavel entre 1040 e 1060 g/L, apos este periodo
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€ produzido o leite maduro. O colostro € mais viscoso que o leite maduro, por
possuir concentracdes mais elevadas de proteinas, minerais, vitaminas e menos

gordura (% 1,

O conteudo celular € bem maior que no leite maduro e diminui
rapidamente durante o primeiro més de lactacdo ('®. Ja o contetdo energético
apresenta oscilagdo em torno de 58 kcal /100 ml, ao contrario do leite maduro que
apresenta 71 kcal/100 ml. O volume produzido pode variar de acordo com a
paridade materna, pois a partir da segunda gestagao, as mulheres adquirem maior
facilidade na producao do leite, desta forma, o volume pode oscilar entre 2 a 20
ml/mamadas nos trés primeiros dias ('¥.

Desta maneira, o Colostro Humano apresenta quantidade balanceada de
nutrientes essenciais para o crescimento e desenvolvimento dos lactentes, bem
como variedade de componentes imunoldgicos que fornecem protegao para os RN,
particularmente para infeccdes respiratdrias e gastrintestinais > 1617,

O efeito protetor do aleitamento materno pode ser atribuido a multiplos fatores
antiinfecciosos, antiinflamatérios e imunomodulatérios transmitidos através de

anticorpos, proteinas do sistema complemento, células imunocompetentes (& 19,

oligossacarideos ®, horménios ** 2"

, antioxidantes como a enzima superoxido
dismutase ('®), citocinas ®?, fatores de crescimento ?® e entre outros, produzidos
pelo sistema imunolégico materno que parecem modular o desenvolvimento do
sistema imunoldgico, a tolerancia e as respostas inflamatérias do RN 4.

Sendo assim, durante varios meses apds o nascimento, a principal defesa do
RN contra infeccdes € a imunidade passiva proporcionada pelos anticorpos
maternos do leite ©.

O leite humano é particularmente rico em anticorpos IgA secretério (SigA) @
que desempenham um papel crucial como primeira defesa contra patégenos de
superficies mucosas > %% 2"). Também ha alguma contribuicdo dos isotipos IgM e
IgG ¥ e de proteinas do complemento ", principalmente C3 e C4, que t&ém sido
descritos como importantes opsoninas contra a invasdo de patégenos por serem
capazes de se ligar prontamente a receptores da superficie de fagdcitos 2. Além
disso, dentre as diferentes citocinas encontradas no leite materno, inclui-se IL-1beta,
IL-6, IL-8, IL-10, IFN-gama, TNF-alfa, que parecem modular o desenvolvimento e
fungdes do sistema imune do neonato “9.

Muitos dos componentes de protecao do leite humano podem interagir

sinergicamente entre si ou com outros fatores relacionados as respostas imunes
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sistémicas e de mucosa % desempenhando efeitos protetores que parecem ser
mantidos além do periodo de amamentagcdo. Um beneficio evidenciado, em longo
prazo da amamentacdo, € a protegdo contra a obesidade ©V.

Foram identificadas adipocinas no leite humano ©? associadas a regulacéo

(3 Dentre as

energética, ao do apetite, a resposta inflamatoria e imunologica
principais adipocinas encontradas no leite humano estdo a leptina e a adiponectina
que podem estar envolvidas na regulagdo do crescimento e desenvolvimento
neonatal e infantil com efeitos em longo prazo no processo de programagao do
balango energético *? Dentre outros beneficios.

Com esse proposito, a descricdo do colostro humano em relagédo aos seus
componentes bioquimicos, imunoldgicos e hormonais serve como uma ferramenta
util para a conscientizagdo do aleitamento materno para promog¢ao de saude, além
de proporcionar a base para futuras pesquisas desenvolvidas na instituicdo. Em
consideragdo ao exposto acima, o objetivo o presente projeto é analisar os niveis
dos componentes bioquimicos, imunoldgicos e hormonais em amostras de colostro

de puérperas.
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2 METODO
2.1 Delineamento e local do estudo

Trata-se de estudo transversal realizado no periodo de agosto de 2013 a
novembro de 2014. No Hospital Maria José dos Santos Stein, Santo André, SP,
Brasil. Este estudo faz parte do projeto “Relagao do sobrepeso e obesidade materna
sobre parametros imunoldgicos, bioquimicos e hormonais do sangue e colostro
humano” com financiamento da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao
Paulo (FAPESP) - pelo Auxilio Regular a Pesquisa (Numero do Processo:
2012/17843-8).

2.2 Aspetos Eticos

As consideragdes éticas foram baseadas no uso do material biolégico para
fins cientificos, com sigilo da identidade da nutriz, livre de coacédo ou conflito de
interesses da instituicdo ou de pessoas envolvidas no projeto. As coletas
respeitaram os protocolos técnicos dos servigos envolvidos. As nutrizes foram
previamente informadas e o material somente foi coletado ou utilizado sob expresso
consentimento em formulario especifico (Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido — TCLE), conforme Resolugao 466 de 12 de dezembro de 2012. O
presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Saude Publica da Universidade de S&o Paulo, submetido via Plataforma Brasil, sob
protocolo de numero CAAE: 05269612.7.0000.5421.

2.3 Tamanho da amostra e identificagao dos sujeitos

Assumindo uma perda de seguimento da ordem de 10% e corrigindo para os
efeitos dos erros a (5%) e B (20%) atribuidos ao estudo, estimou-se a necessidade
de avaliar, no minimo, 25 puérperas com idade entre 18 a 36 anos, cadastradas nos

Servigos de Atendimento Obstétrico, para coleta de colostro.

2.4 Critérios de inclusao
a) Puérperas adultas saudaveis que tiveram sua gestagéo a termo;
b) Peso pré-gestacional conhecido ou medido até o final da 13% semana

gestacional;
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c) ldade gestacional no parto entre 37 a 41 6/7 semanas, reagdes sorologicas
negativas para hepatite, HIV e sifilis;

d) Realizar assisténcia pré-natal no Servico e néo apresentar restricao

alimentar;
e) Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
f) N&o ter Gravidez gemelar e ou de multiplos;

b) Nao haver apresentado malformacdes fetais e nao ter realizado parto antes

da 372 semana de gestacgao.

2.5 Técnicas de Coleta das amostras de colostro

O colostro foi coletado manualmente, com técnica adequada seguindo as
orientagdes protocolares das boas praticas clinicas, sempre no periodo da manha e
no intervalo entre duas mamadas. Amostras de 10 ml de colostro foram coletadas
das voluntarias entre 48-72h apds o parto. O sobrenadante do colostro foi obtido
pela centrifugagdo do colostro a 160G por 10 minutos sob refrigeragdo a 4°C. A
camada superior de gordura foi descartada e a fase aquosa (sobrenadante) foi
armazenada em freezer — 80°C para as dosagens de citocinas e avaliagdes

bioquimicas e hormonais.

2.6 Analises bioquimicas e hormonais do sobrenadante do colostro materno
2.6.1 Determinacéao dos niveis de glicose

Os niveis de (glicose foram quantificados pelo método colorimétrico
enzimatico. Para isso, utilizou-se 20uL de sobrenadante de colostro e o padrao
(concentragdo 100 mg / dL — Doles, Brasil) e foram colocados em solugdo tampao
fosfato 2,0 mL a 05 M, pH7.45, (contendo 0.03mm aminoantipiridina, 15 mM de
hidroxibenzoato de sddio, 12U/L glicose e 0,8 U/L oxidase peroxidase). As
suspensdes foram misturadas e incubadas por 5 min a 370C. As reacdes foram lidas

em espectrofotdmetro na faixa de DDO a 510 nm ©4.
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2.6.2 Determinagao da concentracao de proteinas totais

As proteinas totais foram mensuradas pelo método colorimétrico. Foram
pipetados 20 yl de amostras de colostro e padrao (concentragcédo de 4g/dL — Labtest,
Brasil) e colocados em 1,0 mL de reagente Bioret (ions de cobre em meio alcalino).
As suspensdes foram misturadas e incubadas por 10 min a 37°C. A seguir as

reagdes foram lidas em espectrofotdmetro na faixa de DDO a 545 nm 4.

2.6.3 Determinacgao dos niveis de colesterol

As concentragdes de colesterol foram determinadas pelo método colorimétrico
enzimatico. Amostras de colostros 10 pL e 200 mg/dL de padrdo (BioTécnica®,
Brasil) foram colocadas em 1 mL de buffer solugdo tampéo (Tampao Pipes 100
mmol/L pH 7,0; Colato de sddio 8 mmol/L; colesterol esterase (CHE) >750 U/L;
Colesterol oxidase>200U/L; peroxidase>2000 U/L; 4-aminoantipirina 0,6 mmol;
fenol 20 mmol/L; azida sodica 0,05% p/v). As suspensdes foram misturadas e
incubadas por 10 minutos a 37°C. As leituras foram realizadas em espectofotémetro
a 505 nm.

2.6.4 Determinagao da concentragao de triglicérides

As concentragcbes de triglicérides por método colorimétrico enzimatico.
Amostras de 10 L de colostro e 200 mg/dL de padrdo (BioTécnica®, Brasil), foram
colocados em 1 mL de buffer solugdo tampao (Tampéo Pipes 50 mmol/L pH 7,2,
Glicerolquinase > 1000 U/L; Peroxidase > 1000U/L; Lipoproteina lipase > 2000 U/L;
Glicerol-3-fosfato oxidase > 5000 U/L; 4-cloro fenol 2,7 mmol/L; 4 - aminoantipirina
0,3 mmol/L; ATP - adenosina trifosfato 2,0 mmol/L; azida so6dica 0,01% p/v). As
suspensdes foram misturadas e incubadas por 10 minutos a 37 °C. As leituras foram

realizadas em espectofotdmetro a 505 nm.

2.6.5 Analises de leptina e adiponectina

A quantificacdo das concentracbes de adiponectina e leptina foram
determinadas utilizando-se kits especificos para ensaios imunoenzimaticos ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay, Biovendor-Laboratory Medicine, Republica
Checa) de acordo com instru¢des do fabricante e conforme descrito por Bronsky et
al. 2006.
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2.6.6 Analise do Crematdcrito

Para analise do crematdcrito as amostras de colostro humano foram
aquecidos a 40°C por 15 minutos em banho-maria e posteriormente agitados em
vortex. Foram preenchidos % aproximadamente de dois microcapilares para cada
amostra, vedados com massa seladora e posteriormente centrifugados por 15
minutos sem interrupg¢ado. A centrifugacao permitiu a separagdo da amostra em

creme e soro.

A coluna de creme e a coluna total foram medidas com auxilio de uma régua
e o teor de gordura e Kcal foram calculadas utilizando-se as seguintes relagdes:

Teor de Gordura = % creme (mm) — 0,59/1.46,
onde a % creme = coluna de creme (mm) x 100/coluna total (mm);

Kcal/L = (66,8% x % creme) + 290.

2.6.7 Determinagéo das concentragées de IgA, IgM e IgG

As concentragbes de IgA, IgG e IgM no soro e no colostro foram
determinadas por imunodifusdo radial quantitativa (RID) de acordo com a técnica de
36 Mancini et al (1965). Tubos contendo 10 ml de agarose 1% foram aquecidos até
a fusdo em banho-maria, e a seguir transferidos para banho a 56°C para estabilizar
a temperatura. Os anticorpos foram adicionados a agarose e misturados por
inversdo do tubo. As misturas foram colocadas entre duas placas de vidro,
separadas por um espacador. Apds a solidificagao, as placas foram perfuradas e as

amostras aplicadas.

Para a determinagao de IgA, IgG e IgM do colostro e do soro utilizou-se a

curva padrao Kallestad.

2.6.8 Determinag¢éo da concentragdo de C3 e C4

As concentracbes de C3 e C4 presentes no colostro e sangue foram
determinadas pelo método de turbidimetria. Amostras de colostro foram diluidas 1:12
(v / v) com solugado salina (9 g / I), os niveis de C3 e C4 foram determinados
utilizando-se soros anti-C3 e anti-C4 (Bioclin). A curva padréo de calibragdo foi
obtida pelo Multical (Bioclin). As suspensdes foram misturadas e incubadas a 370 C

por 15 min. As reacdes foram lidas em espectrofotdmetro,na faixa de DDO a 340 nm
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2.7 Analise Estatistica
Para a comparagdo das concentracbes dos parametros bioquimicos,
imunoldgicos e hormonais do colostro, utilizou-se Analise de Variancia (ANOVA).

Considerou-se p< 0,05, como limite de significancia estatistica.
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3 RESULTADOS

A amostra foi composta por 25 puérperas que apresentaram perfil clinico
saudavel de acordo com o critério de inclusdo do estudo; foi coletado material
laboratorial para analise. As caracteristicas clinicas de todas as participantes e de

seus respectivos filhos estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas das mulheres puérperas no periodo perinatal e
exclusivamente no momento da coleta do colostro humano. Santo André, SP, 2016.

Variaveis

Puérperas

Idade (anos) 25.0 (18-37)

Altura (cm) 161.0 (150.0-171.0)
Peso antes da gestagéao (kg) 56.2 (43.0-68.5)

IMC antes da gestagao (kg/m?) 21.4 (18.4-24.4)

Partocesariano(%) 6/25 (24.0%)
Idade gestacional no parto (semanas) 39.7 (37.0-41.3)
Primipara (%) 13/25 (52.0%)

Recém-nascidos

Sexo (% feminino)
12/25 (48.8%)

3.6 (2.40-4.20)
Comprimento (cm) 48.1 (44.0-52.0)

Peso (kg)

Dados para todas as maes incluidas sao apresentados como mediana e intervalo de
percentagem (%).
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Tabela 2 - Componentes imunoldgicos do colostro humano de mulheres
puérperas no periodo perinatal e exclusivamente no momento da coleta do

colostro humano. Santo André, SP, 2016.

Parametro

IgA (mg/dL) 349.1 (226.0-549.1)
IgM (mg/dL) 140.6 (75.5-217.8)
IgG (mg/dL) 33.6 (10.3-63.7
C3 (mg/dL) 78.7 (44.1-110.2)
C4 (mg/dL) 29.4 (15.6-39.2)

Os valores foram apresentados em média e amplitude.

Houve uma grande variagao nos niveis das citocinas (IL-2,TNF-a, IFN-y, IL-4,
IL-6, IL-10, TGF-B, IL-17) analisadas entre as amostras das doadoras (Tabela 4).
Verificou-se que TGF- é a citocina dominante no colostro. IL-6 e IL-17 também

foram encontradas em quantidades consideraveis demonstradas na Tabela 3.

Tabela 3 - Concentracio de citocinas do colostro humano de mulheres ipuérperas
no periodo perinatal e exclusivamente no momento da coleta do colostro humano.
Santo André, SP, 2016.

Parametro

IL-2 (pg/mL) 3.4 (0.8-9.5)
TNF-a (pg/mL) 10.6 (4.6-24.5)
IFN-y (pg/mL) 7.0 (2.8-11.8)

IL-4 (pg/mL) 8.9 (2.9-21.8)

IL-6 (pg/mL) 34.7 (15.5-84.7)
IL-10 (pg/mL) 8.8 (3.9-18.3)
TGF-B (pg/mL) 1937.8 (1120.0-3040.0)
IL-17 (pg/mL) 33.8 (14.9-54.7)

Os valores foram apresentados em média e amplitude.
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Os valores das dosagens dos componentes bioquimicos glicose, proteinas
totais, colesterol, triglicérides, teor de gordura e calorias podem ser observados na
Tabela 4.

Tabela 4 - Componentes bioquimicos e nutricionais do colostro humano de
mulheres ipuérperas no periodo perinatal e exclusivamente no momento da coleta

do colostro humano. Santo André, SP, 2016.

Parametro

Glicose (mg/dL) 34.9 (12.0-51.6)
Proteinas Totais (g/dL) 10.4 (9.1-11.5)
Triglicérides (mg/dL) 411.1 (169-584)
Colesterol (mg/dL) 157.8 (82-238)
Teor de Gordura (%) 3.3 (0.4-5.8)
Calorias (kcal) 537.9 (343.4-747.6)

Os valores foram apresentados em média e amplitude.

Os valores obtidos para a mensuracao dos horménios leptina e adiponectina

no colostro estdo presentes na Tabela 5.

Tabela 5 - Componentes hormonais do colostro humano.

Parametro
Leptina (pg/mL) 1.9 (0.8-4.9)
Adiponectina (ng/mL) 9.8 (3.5-24.0)

Os valores foram apresentados em média e amplitude.
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4 DISCUSSAO

Trata-se de analise dos niveis quantitativos de componentes imunoldgicos,
bioquimicos e hormonais presentes no colostro humano. Verificou-se que o
anticorpo mais abundante do colostro foi a IgA. Outros estudos corroboram com
esse resultado "9, Sabe-se que os recém-nascidos apresentam caréncia deste
anticorpo "),

O leite materno representa importante fonte sendo particularmente rico em
anticorpos IgA secretorio (SIgA) ® que possuem a capacidade de bloquear a
aderéncia bacteriana a células epiteliais ", neutralizar toxinas ©®, assim como

prevenir o ataque e penetragdo viral evitando infecgdes " 2%

, comprometimentos
tissulares e alto consumo de energia .

Existem evidéncias de que a IgA também possui capacidade de opsonizar
particulas e microrganismos e potencializar a fagocitose induzindo a liberagdo de

39 o0 que é de relevancia para o leite humano que possui escassas

radicais livres
quantidades das demais opsoninas. A concentragdo de SIgA é maior no colostro e
diminui no leite maduro ©.

Assim como o observado no presente estudo ha evidéncias de que também
ha contribuicdo dos anticorpos do tipo IgM e 1gG (¥ e proteinas do complemento
140 no leite materno. Imunoglobulinas e complemento tém sido descritos como
importantes opsoninas capazes de se ligar prontamente a receptores da superficie
de fagdcitos desempenhando papel fundamental contra a invasdo de patdgenos .
Os patdégenos mais comuns no periodo neonatal sdo capazes de ativar o sistema
complemento do leite humano, demonstrando assim uma importéncia significativa
desse sistema para as atividades bactericidas do leite humano, independentemente
de sua participagdo no processo de opsonizagdo “?.

E interessante notar que o leite materno pode sofrer modificacdes com
aumentos compensatorios de IgG e IgM em maes com deficiéncia de IgA, o que
demonstra que esse leite ainda pode apresentar quantidades consideraveis de
anticorpos apesar da escassez de SIgA “"). Outros estudos demonstram ainda que o
leite materno pode apresentar variagdes em seus niveis de IgA e de melatonina ao
longo do dia, com pico de IgA durante o dia e do horménio a noite, sugerindo um
perfil auxiliar na defesa do neonato '
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No presente trabalho foram detectadas as concentragdes das citocinas IL-
2,TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-6, IL-10, TGF-f3, IL-17 no colostro humano. Outros estudos
evidenciaram que o leite materno apresenta uma ampla gama de citocinas ®* %2, O
neonato possui um imaturo sistema imune adquirido, e muitos componentes inatos
da imunidade mucosa ainda ndo estdo totalmente desenvolvidos ®. Como a
producdo de citocina pelo neonato é pequena, o suprimento oferecido pelas
citocinas presentes no leite humano pode suprir esse déficit imunoldgico “?.

O leite humano n&o apenas provém imunidade passiva, mas também pode
modular diretamente o desenvolvimento imunolégico do infante ®®. Essas citocinas
podem ter a habilidade de interagir com os tecidos mucosos provendo efeitos anti-

#3) Além de contribuirem para a regulacdo do

inflamatérios, imunomodulatérios ¢
desenvolvimento de células T 4.

A produgao de citocinas pro-inflamatorias, € fortemente inibida pelo colostro
%) enquanto citocinas anti-inflamatdrias tém sido encontradas em concentragées
consideraveis no leite humano “®. No entanto, quando estimuladas com LPS,
células do leite humano podem responder com aumento da produg¢ao de citocinas
inflamatorias o que sugere que as mesmas sdo capazes de responder a estimulos
antigénicos e podem contribuir com quantidades significativas de citocinas presentes
na fase aquosa do leite quando necessario 7).

Citocinas de origem materna tais como TGF-B, IL-6, IL-10, no leite humano
podem contribuir para o desenvolvimento e diferenciacido de células produtoras de
IgA “®). Ha evidéncias de que citocinas do leite humano possuem a capacidade de
agir ndo apenas diretamente no trato gastrointestinal do neonato, mas também de
entrar em seu sistema circulatério onde podem influenciar no desenvolvimento de
células do sistema imume “4.

A citocina predominante nas amostras de colostro avaliadas foi o TGF-3, uma
citocina anti-inflamatéria produzida por diversos tipos celulares, incluindo as células
T regulatérias. O papel supressor desta citocina parece desempenhar importante
papel no desenvolvimento de tolerancia “® e na prevencdo do surgimento de
doencas atépicas nas criancas amamentadas ©?. Dados na literatura sugerem que
as concentragdes desta citocina no leite materno parecem influenciar no
desenvolvimento do sistema imune de mucosas do lactente ®". Niveis reduzidos de

TGF-B1 tém sido associados a risco aumentado de sibilancia em criangas 2.



25

Além da protec&o imunoldgica, o leite materno € o alimento que contém todos
0s nutrientes essenciais ao crescimento e desenvolvimento da crianca. E um fluido
complexo composto por quantidades balanceadas de lipidios, proteinas,
carboidratos, vitaminas, minerais e fatores tréficos ou moduladores do crescimento
%3)_As dosagens de alguns dos principais componentes bioquimicos e nutricionais
foram descritos neste artigo.

Existem relatos na literatura de que sugerem que tanto o conteudo lipidico
quanto o de carboidratos e de acidos graxos do leite humano podem ser modulados
por diversos fatores, como estilo de vida, estado nutricional e ingestdo alimentar
materna 9.

Os hormoénios leptina e adiponectina também foram detectados nas amostras
de colostro do presente estudo. Diversos estudos corroboram com os resultados
aqui apresentados demonstrando a presenca desses horménios no leite materno
com grandes variacdes em suas concentracdes ©°).

A leptina € um hormdnio produzido principalmente no tecido adiposo branco e
liberada na circulagcdo em quantidade proporcional a massa de tecido adiposo do
individuo ©®”). Casabiell e cols. 1997 verificaram por meio de estudos experimentais
com animais que a leptina era transferida da circulagdo materna para o leite
materno, e por fim para a circulagdo do neonato, sugerindo que a leptina materna
poderia exercer efeitos biolégicos no infante. Segundo os achados de Miralles,
Sanches e Palou (2006) a presenca de leptina no leite parece fornecer moderada
protecdo contra o excesso de ganho de peso, o que poderia explicar parcialmente o
risco aumentado de obesidade em criangas alimentadas com férmulas infantis
quando comparadas a criangas amamentadas. Savino et al. (2010) verificaram
correlagcao positiva entre os niveis séricos de leptina de lactantes e seus parametros
antropomeétricos. Weyermann et al. (2006) por sua vez observaram que a
concentracdo de leptina no leite humano estava positivamente correlacionada com
as quantidades maternas dessa adipocina. Os resultados de outra pesquisa
sugerem que niveis de leptina no leite humano estdo positivamente correlacionados

com o indice de massa corporal materno, mas ndo com o conteudo caldrico do leite
(60)

Sabe-se que a adiponectina € um horménio produzido primariamente no
tecido adiposo e parece exercer influéncia sobre diversos processos fisioldgicos que

afetam o desenvolvimento humano ©". No estudo de Newburg et al. 2010 verificou-
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se uma correlacao inversa dos niveis de adiponectina e adiposidade dos lactentes o
que poderia ser devido a modulacdo do metabolismo do infante pela adiponectina
presente no leite e poderia estar relacionado com a protegao contra a obesidade
associada a amamentacdo. Evidéncias recentes demonstraram que o estado
nutricional materno pode influenciar nos niveis de adiponectina do leite materno ©°).

Segundo Weyerman e cols. 2007 elevadas concentragdes de adiponectina no
leite materno podem ser fator de risco para a obesidade na infancia, sugerindo que
as criangas amamentadas poderiam se beneficiar melhor da amamentagéo
prolongada em relagdo a prevenc¢do da obesidade quando o leite contém menores
niveis de adiponectina.

Estudos que trazem informagbes pertinentes as vantagem do aleitamento
materno devem ser incentivados em prol a conscientizagcdo e promocgédo desta

pratica tdo importante ao desenvolvimento do Recém-nascido.
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5 CONCLUSAO

Destacamos o IgA como o anticorpo encontrado em maior quantidade. Houve
uma grande variagdo nos niveis das citocinas (IL-2,TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-6, IL-10,
TGF-B, IL-17) analisadas entre as amostras das doadoras. A citocina predominante
nas amostras de colostro avaliadas foi o TGF-B. Os hormoénios leptina e
adiponectina também foram detectados nas amostras de colostro do presente

estudo
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ANEXOS

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE SAUDE PUBLICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

| — TITULO DA PESQUISA: INFLUENCIA DO SOBREPESO E OBESIDADE MATERNA SOBRE
PARAMETROS IMUNOLOGICOS, BIOQUIMICOS E HORMONAIS NA RELACAO MATERNO-INFANTIL.

1. Justificativa e objetivos: Prezada senhora, como ja foi |he falado, o sobrepeso e a
obesidade podem ocasionar complicacdes que incluem a reducdo na resposta imune e
contribuem para o aumento de infec¢Ges nestes pacientes, podendo levar a processos
inflamatdrios cronicos. O colostro e o leite maduro contém uma grande variedade de fatores
nutricionais e componentes imunologicamente envolvidos na protecdo anti-infecciosa. E
possivel que os padrdes imunoldgicos associados a alteragdes no metabolismo decorrentes
do sobrepeso e da obesidade possam influenciar, via colostro na amamentacdo, o
desenvolvimento do sistema imunoldgico do recém-nascido, e contribuir desta forma para
maior susceptibilidade as infec¢Ges, observados em criancas de mades com excesso de peso.
Por este motivo, sera necessario a coleta de sangue materno, de corddao umbilical e colostro
para a realizagdo de exames laboratoriais para avaliarmos se o sobrepeso e a obesidade
influenciam na protegdo oferecida pelo leite materno a seu filho. O sangue sera colhido de
uma veia sob a pele com seringas e agulhas descartaveis, usadas uma Unica vez, e em
pequena quantidade. No local da picada da agulha podera sentir um pouco de dor e, as
vezes podera ficar uma mancha roxa que depois de alguns dias sumira sozinha. Do mesmo
modo serd colhido o sangue do corddo, porém sem dor nem hematomas. A colheita do
colostro serd realizada por ordenha manual, sendo um processo indolor, apresentando
incOmodo ou ndo. Caso a senhora e seu filho(a) ndo queiram participar da pesquisa, vocé
tem todo o direito de se recusar. Caso comece na pesquisa e depois deseje desistir, também
estard garantido a assisténcia prestada por esta unidade de saude para vocé e sua crianga.

2. Procedimentos que serdo utilizados e propdsitos, incluindo a identificacio dos
procedimentos que sdao experimentais: Sera colhido sangue da mae, do corddo umbilical e
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colostro para determinar o perfil de citocinas, a imunofenotipagem dos leucdcitos e avaliar
os parametros bioquimicos, imunoldgicos e hormonais dessas amostras.

3. Desconfortos e riscos esperados: O desconforto ocasionado a senhora sera pequeno. No
local da picada da agulha podera sentir um pouco de dor e, as vezes podera ficar uma
pequena mancha roxa que depois de alguns dias sumird sozinha. A colheita do colostro sera
um processo indolor, apresentando incOmodo ou ndo.

4. Beneficios que poderao ser obtidos: O beneficio a ser obtido serd um melhor
conhecimento sobre a influéncia das alteragdes metabdlicas nas interagdes imunoldgicas
entre mae e filho via colostro e condutas que poderdo beneficiar os pacientes evitando
maiores riscos aos recém-nascidos.

Il - OBSERVACAO:

» A senhora terd acesso, a qualquer tempo, as informagdes sobre procedimentos,
riscos e beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para diminuir eventuais duvidas.

» A senhora tera direito de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

» Disponibilidade de assisténcia, por eventuais danos a saude, decorrentes da
pesquisa.

» Se for detectado, algum problema de saude previamente ao inicio da pesquisa, a
senhora serd encaminhada ao Sistema Unico de Saude (SUS) para o tratamento.

» Se houver intercorréncia de salde decorrente da pesquisa, a senhora sera atendida
no Hospital da Mulher Maria José dos Santos Stein, Santo André -SP segundo o
critério de assisténcia do mesmo (hospital de atendimento secundario). Se houver
necessidade de atendimento de maior complexidade, a encaminharemos ao SUS.

» A senhora tera total confidencialidade, sigilo e privacidade dos dados deste estudo.

» A duracdo prevista da pesquisa é de 4 anos.

Il - INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS
CLINICAS E REACOES ADVERSAS:
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Nome dos pesquisadores envolvidos:

Pesquisadoras executantes:
Mahmi Fujimori

Vanessa Fiorin

Pesquisador responsavel:

Prof. Dr. Luiz Carlos de Abreu.

Faculdade de Saude Publica — Universidade de Sdo Paulo: Endereco: Av. Dr. Arnaldo, 715 —
CEP:01.246-904 — S30 Paulo/SP. Telefone: 3061-7703

IV — INFORMAGOES DO PACIENTE

N\ To] g [=le Lo N o T- (o1 =T ] o <1 N
Documento de identidad@N :.........cooiiiiiiiiee e

Data de nascimento: ........ YA S,

Yo [T =T ol o OO UUPPRPPRRN NUmero:.....cccceeeen.. APTO:...viviiieeeennnn,
BairTO: i Cidade:...cocouiiiiiiiiiiccc e
CEP s Telefone: DDD( )eccvveeeeeeeciiee et

V — ENCERRAMENTO DO TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que
me foi explicado, consinto em participar do presente projeto de pesquisa.”

Santo André — S3o Paulo, ............ de i, 201.......

Assinatura do paciente ou responsavel legal Assinatura do pesquisador
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TERMO DE ANUENCIA DO HOSPITAL DA MULHER MARIA JOSE DOS SANTOS
STEIN

HOSPITAL DA MULHER

Slana Jose dos Sartos Slemn

DECLARAGAO DE ANUENCIA e TERMO DE COMPROMISSO

Declaro que conheco e cumprirei os requisitos da Res. CNS 196/96
e suas complementares. Comprometo-me a utilizar 0s materiais e dados
coletados exclusivamente para os fins previstos no protocolo de pesquisa
intitulado “INFLUENCIA DO SOBREPESO E OBESIDADE MATERNA SOBRE
PARAMETROS IMUNOLOGICOS, BIOQUIMICOS E HORMONAIS NA
RELACAO MATERNO-INFANTIL".

Declaro, ainda, estar ciente da realizagao da pesquisa acima
intitulada nas dependéncias do Hospital da Mulher Maria José dos Santos Stein
e como esta instituigdo tem condigoes para o desenvolvimento deste projeto,

autorizo sua execugao.

Santo André — SP, 20 de setembro de 2012

0Sa

RN

CT———
Prof. Dr. Mauro Sancovski

Diretor Técnico
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moléculas chamadas citocinas. No sobrepeso e na obesidade ha controvérsias em relagao ao equilibrio
entre citocinas de padréo de ativagio celular de linfocitos Th1 e Th2. Enquanto alguns autores relatam um
desvio para a produgo de citocinas de perfil Th1, outros relatam aumento do ﬁerﬁl Th2. E possivel que os
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Abstract

colostrum and serum of overweight and obese women.

calorie content, fat and slgA concentrations.

Background: Obesity in pregnancy is associated with systemic inflammation, immunological changes and adverse
maternal-fetal outcomes. Information on the association between maternal obesity and breast milk composition is
scarce, This study describes changes and relationships hetween biochernical and immunalogical parameters of

Methods: Colostrum and blood samples were collected from 25 normal weight, 24 overweight and 19 cbese
women for determination of glucose, tatal protein, triglycerides, cholesterol, immunoglobuling, complement
proteins (T3 and C4), fat and calorie content and C-reactive protein (CRP).

Results: Glucose was higher in colostrum of obese women (o= 002). In normal weight and chese women, total
protein content was higher in colostrum than in serum (o = .001). Serum trighycerides (p = .008) and cholesteral (g = 010)
concentrations were significantly higher in overweight and obese women than in their normal weight counterparts,

but in colostrurn their concentrations were similar acrass the three groups. Secretory IgA (slgA) in colastrum and IgA

in serum concentrations were significantly higher (o= 001) in overweight and cbese mathers, whereas 1gG and Ight
concentrations did not vary among the groups (p= 825). Serum C3 (p =001} and C4 (p = .(40) concentrations were
higher in obese wamen. Mo differences in colostrum complement proteins were detected among the groups. Calorie
content (p = 003) and fat (p = 005) concentrations in colostrum and serurn CRP {p= 002) were higher in obese women.
Conclusions: The results corroborate the hypothesis that colostrum of overweight and cbese women undergoes
biochemical and immunological changes that affect its compasition, namely increasing glucose concentrations,

Keywords: Colostrum, Obesity, Antibody, Complerment protein, Fat

Background

Breastfeeding promotion is one of the main strategies
for reducing child mortality worldwide [1]. Breast milk
contains a balanced content of macro and micronutrients
that are essential for infant growth and development, and
several immunological components that provide protection
to newborns [2—4|. Antibodies, complement proteins,
hormones, immunocompetent cells [3, 5-9] cytokines
[10-12] and other milk components appear to play a role

* Correspondence: adenildachi@gmall.com
“Anstitute of Blological and Health Sdence, Federal
Barra do Garcas, MT, Brazil
Full list of authar informatios

University of Mato Grosso,

is available at the end of the article

() BioMed Centra

in the modulation and development of the immune
systemn and inflammatory responses of newborns.

In recent decades, due to changes in lifestyle the incidence
of overweight and obesity are increasing among breast-
feeding mothers. Obesity and overweight are common
metabolic disorders and their growing frequencies
worldwide are a major public health concern |13]. Obesity
has been shown to increase the expression and secretion
of proinflammatory cytokines such as tumor necrosis
alpha factor (TNF-a) and interleukin 6 (IL-6) and raises
plasma C-reactive protein (CRP) concentrations, leading
to the chronic low-grade inflammation that characterizes
the disease [14] and appears to play a central role in the
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development of a variety of metabolic disorders and
hormonal dysfunctions [15-17]. The fact that obesity
affects components of the cellular and humoral immune
response may result in a state of immunodeficiency [18].
Epidemiological and clinical findings corroborate this,
showing a higher incidence and severity of infectious
diseases in the obese |19].

The risks associated with obesity become even more rele-
vant in women of reproductive age [20, 21] hecause preg-
nancy is another condition that affects immune response.
Moreover, excess weight during pregnancy contributes to
increasing perinatal morbidity and mortality, posing risks of
long-term consequences for mather and child [22].

Other studies show that chronic inflammation caused
by obesity mayv be related to an exaggerated inflamimatory
rt‘..‘ip-cms&‘. in thf.' p|:!(:enta (]f p]'t'.gl'lﬂ nt women, W'It]'l A acl-
mulation of macrophages and pro-inflammatory mediators
[23]. However, it is unclear whether the effects of obesity
in pregnancy are accompanied by changes in colostrum
composition in the post partum period.

Changes in maternal metabolism and immunological
response may affect the developing immune system of
newborns because of the intense interplay between mother
and child during pregnancy and breastfeeding. To clarify
this issue, the present study investigated the association
between maternal weight and immunological, biochemical
and nutritional parameters of colostrum.

Methods

This cross-sectional study evaluated 68 mothers (18-36
vears of age), divided into three groups according to
their prepregnancy body mass index (BMI): normal
weight (# = 25); overweight (n=24) and obese (n=19).
Group definition was based on the World Health
Organization [24] criterion, considering normal weight for
BMI 18.5-24.9, overweight for BMI 25-29.9, and obesity
for BMI of 30 or more. Participants were recruited from
the Pregnancy and Obstetric Service of the Maria José dos
Santos Stein Hospital, managed by the School of Medicine
of ABC, Santo André, SP Brazil. The volunteers signed an
informed consent form before entering the study, which
was approved by the local ethics committee of the Faculty
of Public Health of the University of Sio Paulo (Protocol
Number CAAE: 05269612.7.0000.5421).

A number of variables were controlled in both groups.
These patients were characterized by the age, gestational
age at delivery, smoking status, hypertension, hody mass
indexes before pregnancy, diabetes prior to pregnancy
and gestational diabetes.

Inclusion and exclusion criteria

The inclusion criteria were as follows: (a} women with
breasts without nipple fissures or mastitis; (b] who were
exclusively breastfeeding their babies; and (c) signed a
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Consent Form. Women with multiple pregnancies, fetal
malformations and deliveries before the 37th week of
gestation were excluded.

Colostrum sampling

About 48-72 h post-partum, 10 mL colostrum was
collected from the volunteers. Supernatant was obtained by
colostrum centrifugation at 160 = g for 10 min at 4 °C. The
upper fat layer was discarded, and the aqueous supernatant
was stored at —80 °C for later biochemical and immuno-
logical analyses.

Blood sampling

Samples of 10 mL of blood were collected prior to the
beginning of labor from each mother in tubes without
anticoagulant and the blood samples were centrifuged at
160 % g for 15 min, until serum separation. Serum samples
were stored individually at —80 *C for further glucose,
enzyme and protein determination.

Glucose determination

Glucose concentrations of colostrum supernatant and
maternal serum were determined by the enzymatic
system [25]. Samples of 20 pl. colostrum, serum and
standard of 100 mg/dL (BioTécnica’, Ref 10.008.00, Brazil)
were placed in 2.0 mL phosphate buffer solution (0.05 M,
pH7.45, with aminoantipyrine 0.03 mM, 15 mM sodium
p-hydroxybenzoate, 12 kU/L glucose oxidase and 0.8 kU/L
peroxidase). The suspensions were mixed and incubated
for 5 min at 37 *C. The reactions were read on a spectro-
photometer at 510 nm.

Total protein determination

Total protein of colostrum supernatant and maternal
serum was determined by the Biuret colorimetric method
[25]. Samples of 20 pL. of colostrum, serum and standard of
4 g/dL (BioTécnica, Ref 10.009.00, Brazil) were placed in
L0 mL Biuret reagent (ions of copper in alkaline medium).
The suspensions were mixed and incubated for 10 min at
37 "C. The reactions were read on a spectrophotometer at
545 nm.

Cholesterol determination

Cholesterol concentrations of colostrum supernatant
and maternal serum were determined by enzymatic
colorimetric method [26]. Samples of 10 puL colostrum/
serum and standard of 200 mg/dl. BioTécnica®, Ref
10.,004.00, Brazil), were placed in 1 mL of buffer solution
(100 mmel/L, pH 7.0; Sodium cholate 8 mmol/L; cho-
lesterol esterase 750 U/L; Cholesterol oxidase/200 U/L;
Peroxidase > 2000 U/L; 4-amincantipyrine 0.6 mmol; phe-
nol 20 mmol /L; Sodium azide 0.05 % v/v), The suspensions
were mixed and incubated for 10 min at 37 *C. The
reactions were read on a spectrophotometer at 505 nm.
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Triglycerides determination

Triglycerides concentrations in colostrum supernatant and
maternal serum were determined by the enzymatic colori-
metric method [26]. Samples of 10 pl. of colostrum/serum,
standard of 200 mg/dL (BioTécnica®, Ref 10.010.00,
Brazil), were placed in 1.0 mL of buffer solution
(50 mmol/L pH 7.2 Glicerol kinase/1000 U/L; Peroxidase/
1000 U/L; Lipoprotein lipase/2000 U/LE Glycerol-3-
phosphate oxidase/5000 U/L; 4-chlorophenol 2.7 mmaol/L;
4-aminoantipvrine 0.3 mmol/L; ATP - adenosine triphos-
phate 2.0 mmaol/L; Sodium azide 0.01 % v/v). The suspen-
sions were mixed and incubated for 10 min at 37 *C. The
reactions were read on a spectrophotometer at 505 nm,

Immunoglobulin, €3 and C4 complement determination
The immunoglobulin (Ig), complement protein (C) 3 and 4
concentrations in colostrum and serum were determined
by turbidimetric method [11].

For slgA in colostrum and IgA in serum determinations,
the samples were diluted at 1:5 (v/v) with saline solution
(9 /L), for IgM at 1:11 (v/v) and for IgG at 1:15 (v/v), and
the antibody concentrations were determined using IghA
(Bioclin®, Brazil, Ref K061), IgM (Bioclin®, Brazil, Ref
K063) and IgG antiserum (Bioclin®, Brazil, Ref K062)
diluted at 1:12 {v/v). A calibration curve obtained by the
Multical {Bioclin®, Brazil, Ref K0A4) calibrator was used to
determine the standard curve for each immunoglobulin.
Samples of colostrum, serum, standards, positive and nega-
tive control sera were placed in 500 pL of buffer solution
(sodium chloride 0.15 moL/L, Tris 50 mmol/L, 60000
PEG 50 g/L, sodium azide 15.38 nmol/L). The suspensions
were mixed and incubated at 37 °C for 10 min. The reac-
tions were read on a spectrophotometer at 340 nm.

For C3 and C4 concentration determination the samples
(colostrum and serum) were diluted at 1:12 {v/v] with
saline solution (9 g/L), and the C3 and C4 concentrations
in sample supernatants were determined using C3 and C4
antiserum (Bioclin®, Brazil) diluted at 1:12 (v/+v). A calibra-
tion curve obtained by the Multical (Bioclin®, Brazil), Ref
KDad) calibrator was used to determine the standard
curve. Ten microliter samples of colostrum, serum,
standards, positive and negative control sera were
placed in 500 pl. of buffer solution (sodium chloride
0:15 mol/L, Tris 50 mmol/L, 6.0000 PEG 50 g/L. sodium
azide 15:38 nmol/L). The suspensions were mixed and
incubated at 37 °C for 15 min. The reactions were read on
a spectrophotometer at 340 nm.

Creamatocrit analysis

Colostrum samples were water-bath-heated at 40 °C for
15 min and subjected to vortex mixing. Capillary tubes
(2 pL) were filled to approximately three quarters with
the samnples, sealed with sealing wax and centrifuged for
15 min. Centrifugation separated the samples into cream
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and serum [2]. The cream column and the total column
were measured, and fat and Keal content calculated
using the following formulae:

Fat content = % eream - 0,591 .46, where the % cream

= cream column {mm}
w100 Jtotal column (mm);

Keal/L. = (68.8 x % cream) + 290

C-Reactive Protein assay

C-Reactive Protein (CRP) concentrations in human
colostrum and serum were measured using the PCR
Turhilatex Kit (BioTéenica”, Brazil, Catalog 20.015.00) by
turbidimetric method [26]. Samples of 5 pL of colostrum,
serum and standard were placed in 1000 pL of solution
iphosphate Buffer 40 mmol, sodium azide 095 g/L,
suspension of latex particles sensitized with goat IgG anti
Human C-reactive protein). The suspensions were mixed
and placed at 37 “C and the reactions were measured
immediately and at 120 s. The reactions were read on
a spectrophotometer at 540 nm.

Statistical analysis

Twa-way Analysis of variance (ANOVA) with calculation of
F statistic and Tukey's multiple comparison test were used
to evaluate glucose, total protein, cholesterol, triglycerides,
antibody concentration, complement protein, CRE calories
and fat considering the BMI status as one factor and the
biological materials (colostrum or serum) as the other.
Statistical significance was considered when the p-value was
less than .05,

Results

Clinical characteristics from all groups are shown in
Table 1. Maternal age, gestational age at birth and height
before pregnancy were similar among groups. The
cesarean birth percentage was higher in overweight
and obese groups. Neonates from the groups studied
inormal weight, overweight and obese) exhibited similar
somatometry at hirth (Table 1).

We evaluated biochemical (Table 2} and immunological
(Table 3} parameters in the blood and colostrum of
maothers with different body mass index (BMI).

Colostrum glucose concentrations were higher in obese
ip=.002) than in overweight and normal weight groups.
Serum glucose concentrations were higher (p = .001) than
colostrum glucose concentrations in overweight mothers
(Table 2}. Total protein concentrations were similar
ip=.758) across the groups. In normal weight and obese
groups, total protein concentrations were higher in colos-
trum (g = .001) than in maternal serum (Table 2).
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Table 1 Clinical characteristics of worman included in the study according to pregestacional BMI group (narmal, overaelight and obese)

Variables

Normal weight (n = 25)

Creraeight (= 34) Oibesa {n=18)

Maothers
Age (year) 25008-37)
height before pregnancy (om) 161.0 (150.0-171.00

Welght before pregnancy (g) 562 (430-685)

241 {18-37)
162.8 (1500-17210)
712 (565-8200)

268 (21-38)
160 {144.0-185.0)
873 (B&0-1100)

BMI before pregnancy (/i m?)
Cesarean (%)
Cestztional age at delivery [week)
Prirmipara (%)
Diaberes
Cestational diabetes
Hypertension
Smoking status

Infants
Irfant gender [% fermale)
Weight (k)
Height {cm)

214 (18.4-244)
6725 (2.0 %)
307 (37.0-41.3)
1325 (52.0 %)
0425 (0.0 %)
0425 (0.0 %)
1/25 {40 %)
4425 (160 %)

12425 (48.8 %)
315 (240420
A8 (44.0-52.0

266 (25220 6)
11424 (958 %)
305 (375410
11424 (458 %)
0/24 (0.0 %)
0/24 {040 %)
1724 (40 %)
2724 (B0 )

10674 (416 %)
3.2 [(254-301)
4832 (44.5-53.0)

347 (30.)-473)
10718 (305 %)
395 (370~407)
A8 (444 %)
0418 (0.0 %)
2120010 %)
2418 (1.0 %)
218 1170 %)

B8 (444 %)
34 (2.54-4.34)
49.2 (46-52}

Data for all mothers included are shown as median, minimum and maximum values or number and percentages [9)

Intergroup colostrum  triglyceride  concentrations
were similar, but in serum they were significantly higher
{p=.008) in the obese group. lrrespective of the BMI,
triglyceride concentrations were higher (p =001} in
colostrum than in serum (Table 2). No statistical intergroup
differences (p>005) in cholesterol concentrations were
detected in colostrum. However, obese women exhibited

higher cholesterol concentrations in serum (g = 010) than
normal weight individuals. In the obese group, cholesterol
concentrations were higher in serum i(p=.001) than
in colostrum (Table 2).

As shown in Fig. 1 and Table 2, fat {(p = .005) and calorie
(p=.003) content of colostrum was higher in the obese
group. Colostrum CRP concentrations were similar among

Table 2 Biochemical parameters in colastrum and serum from normal weight, averweight and cbese mothers

Paramezer Mormal weight Overweight Obese Statistical
Glucoss concentrations Colostrum 1.9 (07-29) ° 26 (21-3. ™ 3.2 (20-45) ' F =554 p = 002 [cormnparing the groups]
tmmal/) Serum 43 (42-51) 44(37-54) 43 (37-57) F = 139.15; p = 001 [comparing the
colostrum anc serurn)
Tatal #rotein (gL Colostrum 1010 (91.0-11500 * 890 (760-1270)  B&0 {51.0-1570) ° F =025 p= 758 [comparing the groups)
Seram 59.0 57 0-67 .0} /25 [580-B30) B85 (54.0-7610) F = 4753 p = 001 {comparing the

Triglycende concentrations  Colostrum 5.3 (25-66) 51 (25-63)
nm

[mmal/L) Serum 1.6 (08-2.2) 1.9 (09-3.3)
Cholesteral concentrations  Colostrum 43 (2.1-6.2) 4.1 (27-59
leile: il

el Serum 51 (47-54) 54 (46-59)
CRP concentrations [mgfl)  Colastrurn £0 (00-8.0) S50(00-11.0)

Seurm F0 (5.0-2800) 160 (D-260)

Fat ()

Calories (kcal)

Cobostrum

Colastrum

3.3 (04-67)

3.6 (1.2-54)

46 (26-8.0) °
25 (20-55)

52 (29-a3?

a0 (2125

6.0 (d-120)

850 {170-201.04 '+

s6(20-119 "

cedostrurm and serarn)
F =105% p = 008 {comparing the groups)

F = 5747 p = D0 {comparing the
colastrum and serurm)

F=1108 p= 002 {comparing the
colastrum and serum)

F=1230 p = 002 (comparing the groups)

F=2071; p = 001 {(comparing the
colostrurm and serurm)

F =727 p= 005 (comparing the groups)

5370 (205, 7-754.3) 5436 (3967-0444) SEED (4503-11118) " F = 450, p = 003 (cormparning the groups)

[ata presented as media, minimum and maximum values
'sStatisticalty significant differences in relation to the normal weight category, considering the same sample (cofostrum or serum)
“ratistically significant differences in relation to the overweight categery, considering the same sample (calostrum or serum)
"Statistically significant differences between colostrum and serum, considering the same group inormal weight, overweight and cbese)
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Table 3 Immunoglabuling and complement protein concentrations in colostrurm and serum fram normal weight, overweight and

chese mothers

Fararmetar Marmal weight Crverweight Obese Statistical
ey dal ) Colostrurm 33 (2355 ° 3.8 (2.1-50 53 (3358 M F=1244; p= 00 (comparirg the groueps)

Serum 22 (1631 27 (3235 342147 F=216% p= 002 ([comparing the colostrum and serum)
Igh favL) Colostrum 1.3 (0.85-2.3] 2 (B-21) 14 {1.0-34) F=01% p = 825 {comparing the grocups)

SEFUM 1.3(01.1-1.48) 4 (DE-24) 143 [0.8-20) F=184 p=11/ {comparing the calostrurm ang serum)
1aG g/ Colostrum 02 (31-08) 7 0.3 (02-05) ° 04 10.2-405) ~ F =005 p =947 {comparing the groups)

Serum 113 (92-142) 93 [B5-167) 108 17 5-184) F=4658: p= 001 [comparing the colosirum and serum)
C3 (mafdl)  Colostrurm 917 (305-110.2) 7 957 (41.3-1309) © F=1498; p= 001 (comparirg the growps)

Serum 1211 (109.3-1393) 1324 (W06-2500) 2498 (1181-3120) ¥ F=11730, 0= 000 [comparing the colostrum and serumy)
C4 imgidl)  Colostrum 3001 (156-34.8) 242 (195407 1 288 (177402 F=53%1; p=.040 {comparing the groups)

Serurm 164 (95-2548) 172 {7.1-258) 2280133370 F=2068: p= 001 [comparing the colostrum and serum)

Data presentad as median, minimum and maximum values (within parentheses)

'Statistically significant differences in relation to the normal weight categaory, cansidering the tame sample {colostrum or blood)
Eotatistically significant differences in relation to the overweight category, considering the same sample (colastrum or blood)
*S1atistically significant differences between colastrum and serum, considering the same group (normal weight, cverweight and ohese)

the groups, but in serum, they were significantly higher in
the obese group (p=.002) than in the other groups. The
highest concentrations of CRP (p=.001) were found in
serum (Fig. 2 and Table 2).

The obese group showed significantly higher (p =.001)
colostrum slgh and serum lgA concentrations than
normal weight women. [gM concentrations did not
vary (p=.825) among the groups and between serum
and colostrum samples (p =.177). [gG concentrations
were significantly higher in serum (p=.001) than in
colostrum {Table 3).

In serum, the concentrations of complement proteins
C3 (p=.001) and C4 {p = .040) were significantly higher
(p=.010) in the obese group than in normal weight and
overweight groups, but in colostrum did not differ among
the groups. Irrespective of weight status, C3 concentra-
tions were significantly higher in serum (p = .001) than in
colostrum, and in normal weight and overweight groups,
C4 concentrations were significantly higher in serum
{(p=.001) than in colostrum samples (Table 3).

Discussion

The immune protection that breast milk provides and its
nutritional importance has been widely described, and
the composition of this secretion is known to undergo
inter-and intra-individual variations [27]. These variations
in breast milk can be affected by several factors, such as
maternal diet, nutritional status, smoking, parity and
period of the day [2, 28, 29].

Other studies report that maternal anemia, hypertension
and diabetes can change nutritional and immunological
features of breast milk [11, 30-32]. The present study
shows that although serum cholesterol, triglycerides, CRE,
C3 and C4 protein concentrations were higher in obese
women, their concentrations in colostrum were similar
across the groups. On the other hand, although glucose
and IgA concentrations were similar among serum
samples of the different groups, in colostrum samples
slgA concentrations were significantly higher in obese
mothers. An increase in glucose concentrations in
the breast milk of diabetic women are associated with

r

a1 A
t
;

ol

3

=

E

o

3

s

P =005 FiB) =650; p=
ovarweight and obese groups

Calories (cal)

Fig. 1 Fat a and calaries b in the colastrum of normal, overaeight and obese mothers. Data presented as mean + standard error (58] FO&) =727
003, *stanstically significant differences between normnal and obese groans. T5matistc

MNowmal Oweraaight Obese

significant differences between
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A

Colostrum CRP {mg/dL)
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(F ]

0.2 1 4
Mormal [ Obese

Fig. 2 CRF concentrations in the colostrurm a and serum b of normal, overweight and obese mothers, Data presented as mean = standard error
(SE). F=1230; p= 002 comparing the groups; F=2071; p= 001 comparing the samples {colostrum ang serum). * Statisticzlly significant differences
benween normal and obese groups. Ttatisticalky significant differences beteesn overweight and obese groups

|+

B

Serum CRP (mg/dl)

Normal Owerweeight Mo e

long-term consequences for their children, such as an
increase in weight gain and metabolic changes [33, 34].
This suggests that infants born to and breastfed by
women with high prepregnancy BMI may be heavier
and predisposed to develop obesity and related disor-
ders in adulthood. Other studies should investigate
the effects of maternal weight on the glucose content
of breast milk and its impact on infant weight gain
and metabolism,

The association between maternal obesity and dyslipid-
emia has been extensively described [35-37], and it likely
contributes to vascular diseases including preeclampsia and
the development of macrosomia [38]. The present study
also found increased of dyslipidemia markers in higher
BMI groups in colostrum samples, given that in obese and
overweight groups this secretion contained higher fat and
calorie content compared to normal weight women. The
effects of maternal BMI on the energy content of breast
milk are controversial, with studies showing that fat content
in the milk of obese women does not differ from that of
other weight classes [39], whereas others report lower fat
content in milk from overweight mothers [28],

The immaturity of the immune system of newborns
makes it susceptible to infections by viruses and bacteria.
Accordingly, the transfer of antibodies via placenta during
uterine life and then via colostrum and breast milk after
birth is important in reducing this deficiency [30]. In the
present study, overweight and obese mothers exhibited
higher IgA concentrations in serum and slgA concentra-
tions in colostrum than normal weight women. Earlier
studies report that obesity increases serum IgA concentra-
tions in both sexes [40]. The present study is the first to
evaluate the concentrations of antibodies and complement
proteins in colostrum of overweight pregnant women.
The increase in slgA concentrations in colostrum might
be associated with conditions determined by the metabolic
syndrome, including hyperglycemia, hypertriglyceridemia
and abdominal obesity. The mechanisms by which obesity
increases slgA concentrations are not known, but they are

possibly associated with chronic low-grade inflamnmation,
characterized by elevated concentrations of serum
pro-inflammatory marker IL-6 [40]. IL-6 is one of the
main cytokines in human milk, and its content has
been shown to correlate with slgA concentrations in
colostrum in other studies [41, 42].

Unlike lgG, which is transferred transplacentally, the
action of immunoprotective components of colostrum and
milk is usually local, in the newborn's intestinal mucosa [3].
slgA is able to inhibit bacterial adhesion and neutralize
virus infection in the intestinal mucosa, preventing
tissue damage and loss of energy [43] through a non-
inflammatory process called immune exclusion [44]. The
lgG antibodies activate the complement system and
granulocytes and induce cytokine production, which results
in inflammation. slgA can also act as opsonin, signal-
ing the presence of antigens to phagocytes by binding
to the surface of bacteria and facilitating aggregation,
The opsonizing activity of slgA is of great biological
significance, and given that colostrum is the secretion
containing the highest concentration of this antibody
class, it provides a complete micro-environment where
components found in both its soluble portion and cells act
together [3, 44].

The increased serum C3 concentrations in overweight
and obese women and serum C4 in the obese group was
not accompanied by an increase in these concentrations
in colostrum. It was previously reported that obese indi-
viduals exhibit higher concentrations of circulating C3
[45, 46] and C4 [47]. The complement system consists
of proteins that interact to provide many of the effector
functions of humoral immunity and inflammation [45].
C3 and C4, the central components of the complement
pathway of the immune system, are synthesized by stimula-
tion of pro-inflammatory cyvtokines [46]. The C3 and C4
proteins are mainly produced in the liver, but they can also
be synthesized and expressed in other tissues such as the
adipose [47]. It has been suggested that diagnosis of chronic
low-grade inflammation, which characterizes obesity, is
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responsible for activation of the complement system, which,
in turn, would cause the associated metabolic complica-
tions [48].

Obese mothers exhibited higher concentrations of serum
CRP, but not in colostrum, CRP secretion by the liver is
stimulated by several inflammatory cytokines, which
are released in response to trauma, infection and
inflammation, and this protein rapidly reduces the reso-
lution of these conditions [49]. Another study found an
association between serum CRP concentrations and
prepregnancy BMI [50]. High CRP concentrations in
the amniotic fluid of obese mothers expose the fetus
to high amounts of inflammatory mediators, which may
contribute to fetal programming, account for wvarious
complications during pregnancy and impact health
condition in adulthood [51].

It should be considered that these data were evaluated
in one period of collection and only one milk maturation
stage that may be considered a limitation of this study.
It is necessary to continue investigations focusing on
other factors that may be involved during breastfeeding
of the mothers with BMI alterations.

Conclusions

The data obtained in the present study support the
hypothesis that metabolic changes promoted by obesity
can change the biochemical and immunological parame-
ters of breast milk. Nevertheless, we did not observe any
changes that could cast doubt on the protection that
breastteeding provides to newborns or that could reflect
the inflammatory state observed in maternal serum,
because the only immunological component that in-
creased in serum the obese women was [gA, which is
known to be a non-inflammatory antibody. However,
the increased calorie and fat content and glucose con-
centrations detected in colostrum from obese women
deserve further attention.
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