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APRESENTACAO

As bases conceituais da presente tese serao apresentadas na “Introdugdo”. Em “Método” estdo
as informacdes sobre a coleta de dados e técnicas utilizadas para a mensuragdo dos parametros
avaliados na pesquisa. Na parte de “Resultados” e “Discussdo” serdo apresentados trés artigos
cientificos, dentre os quais um se encontra publicado no periédico BMC Pregnancy &
Childbirth, outro se encontra submetido na Clinical Science e, por ultimo, um artigo inédito

para a avaliagdo da banca. A seguir, as “Consideragdes finais” do estudo.



RESUMO

Fujimori M. Influéncia do sobrepeso e obesidade materna sobre parametros imunoldgicos,
bioquimicos e hormonais do sangue e colostro humano. 2016. 112 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Programa de Pos-Graduacdo em Saude Publica, Universidade de Sao Paulo, Séo
Paulo, 2016.

Introducdo: A obesidade materna durante a gestacao é caracterizada por um estado exagerado
de inflamacdo comparado as gestacGes maes sem excesso de peso. Existem evidencias de que
um delicado balanco de componentes pro e anti-inflamatérios é transferido da mae para a crianca
através da amamentacdo. N&o se sabe se a inflamacéao sistémica materna que esta presente em
mulheres obesas influencia no perfil de citocinas e horménios do sangue e colostro. Objetivos:
Avaliar os perfis de citocinas TH1, TH2, TH3, TH17 no sangue e colostro de maes com excesso
massa corporal, e verificar os parametros bioquimicos, imunoldgicos e hormonais do sangue e
colostro humano. Método: Foram avaliadas 68 maes, assim distribuidas: eutréficas (n=25),
sobrepeso (n=24) e obesidade (n=19). As concentracfes de glicose, triglicérides e colesterol total
foram mensuradas por método colorimétrico enzimatico, e de proteinas totais por método
colorimétrico. Teor de gordura e calorias do colostro foram obtidos por método do Crematdcrito.
Os hormonios leptina e adiponectina foram quantificados por método imunoenzimatico de
ELISA. Imunoglobulinas, proteinas do complemento (C3 e C4) e PCR por turbidimetria. As
concentragdes de citocinas foram avaliadas por Citometria de fluxo. Resultados: Observou-se
maiores niveis de glicose, teor de gordura, calorias e IgA no colostro de maes obesas. As
concentragOes sericas de triglicérides, colesterol, IgA, PCR e das proteinas do complemento C3
e C4 foram significantemente maiores em maes obesas. Ndo foram detectadas significantes
variagoes entre os grupos estudados nas concentragdes das citocinas IL-2, IL-4, IL-10 e IL-17
tanto no sangue materno como no colostro. As mées obesas apresentaram 0s maiores niveis
séricos de IL-6 e TNF-a e as menores concentragdes de TGF-B no colostro. Verificou-se maiores

niveis de leptina no sangue materno e colostro de mées obesas. As mées obesas apresentaram 0s



menores niveis de adiponectina no sangue. No colostro houve aumento na concentracdo deste
horménio. Conclusdes: Os resultados do presente estudo sugerem que a obesidade materna pode
levar a alteragcdes dos componentes bioquimicos, imunologicos e hormonais do colostro humano

ocasionando repercussdes em seu papel no desenvolvimento do recém-nascido.

Descritores: Sobrepeso, Obesidade, Colostro, Sangue, Citocinas, Horménios



ABSTRACT

Fujimori M. Influence of overweight and maternal obesity on immunological, biochemical and
hormonal parameters of blood and human colostrum. 2016. 112 f. Thesis (PhD in Science) —
Postgraduate Program in Public Health, University of Sdo Paulo, Séo Paulo, 2016.
Introduction: Maternal obesity during pregnancy is characterized by an exaggerated state of
inflammation compared to mothers without excess weight. There is evidence that a delicate
balance of proinflammatory and anti-inflammatory compounds is transferred from mother to
infant via breastfeeding. It is unknown whether the maternal systemic inflammation that is
present in obese women influences the cytokine levels of colostrum. Objective: To evaluate the
cytokine profile Thl, TH2, TH3, TH17 of blood and colostrum of overweight and obese mothers,
and verify biochemical, hormonal and immunological parameters of human blood and colostrum.
Methods: Were evaluated 68 mothers that were divided according to their BMI status: lean
(n=25), overweight (n=24) and obese (n=19). The concentrations of glucose, triglycerides and
total cholesterol were measured by colorimetric enzymatic method, and total proteins by
colorimetric method. Fat content and calories of colostrum were obtained by Creamatocrit
method. The hormones leptin and adiponectin were measured by ELISA technique.
Immunoglobulins and complement protein (C3 and C4) and PCR by Turbidimetric method.
Concentrations of cytokines were assessed by flow cytometry. Results: We observed higher
glucose levels, fat content, calories and IgA in colostrum of obese mothers. Serum concentrations
of triglycerides, cholesterol, IgA, CRP, C3 and C4 complement proteins were significantly higher
in obese mothers. No significant differences in concentrations of the cytokines IL-2, IL-4, IL-10
and IL-17 were found between the groups studied in maternal blood and colostrum. The obese
mothers had the highest serum levels of IL-6 and TNF-a and minor concentrations of TGF-f in
colostrum. We found higher leptin levels in maternal blood and colostrum of obese mothers.

Obese mothers had the lowest adiponectin levels in blood. In colostrum there was an increase in



the concentration of this hormone. Conclusions: The results of this study suggest that maternal
obesity changes biochemical, immunological and hormonal components of human colostrum

leading to repercussions in its role in the development of the newborn.

Keywords: Overweight, Obesity, Colostrum, Blood, Cytokines, Hormones
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1. INTRODUCAO

A prevaléncia do sobrepeso e da obesidade vem aumentando mundialmente em taxas
alarmantes nas Ultimas décadas (WHO, 2000; NG et al. 2014) e representa um dos maiores
desafios de salde publica da atualidade por sua forte associacdo com o risco de ocorréncia de
doencgas e consequentemente aumento de morbidade e mortalidade (NATIONAL AUDIT
OFFICE, 2001; SMITH & SMITH, 2016). Como parte natural dessa epidemia global de
obesidade, o nimero de mulheres em idade reprodutiva com excesso de peso também é crescente
em todo 0 mundo (LINNE, 2004; MANSOUR, 2004).

No Brasil, 0 excesso de peso em mulheres foi estimado em 48% e a obesidade em 16,9%
(BRASIL, 2010). Em estudo realizado em seis capitais brasileiras verificou-se prevaléncia de
28% de excesso de peso pré-gestacional entre mulheres atendidas em Unidades de Saude
(NUCCI et al. 2001). A obesidade na gestagdo tem sido associada a desfechos materno-fetais
adversos e figura como um dos principais desafios da pratica obstétrica na atualidade, com
diversos efeitos negativos a curto e longo prazo tanto para a méde quanto para o concepto
(RAMSAY et al. 2002; STEWART et al. 2007; GUELINCKX et al. 2008; FAUCETT et al.
2016).

A obesidade é uma doenca crbnica de carater multifatorial definida como um acumulo
anormal ou excessivo de tecido adiposo que pode levar a prejuizos para a saude (WHO, 1999).
Dados epidemiologicos sugerem que a obesidade estd relacionada a uma maior incidéncia e
gravidade de doencas infecciosas (FALAGAS & KOMPOTI, 2006). Os mecanismos
responsaveis por essa menor resposta imunoldgica ainda ndo foram totalmente elucidados, mas
podem ser resultado do estado de inflamacdo cronica de baixo grau associado a doenca
(WOMACK et al. 2007).

Evidéncias emergentes tambeém sugerem que a inflamagéo vincula a obesidade a varias
alteracdes gestacionais (DENISON et al. 2010). A inflamacéo é regulada local e sistemicamente
por varios sinais bioquimicos. Um dos mais importantes mediadores desses sinais sdo as
citocinas, que podem ser geralmente classificadas como pré ou anti-inflamatérias. Elas permitem
que o organismo responda rapidamente a um desafio imunoldgico através da coordenacgédo de
uma resposta imunolégica adequada (CHEN & LIU, 2009).

Os linfécitos CD4+ produzem a maioria das citocinas responsaveis pelos processos
imunoldgicos. Sobre as bases de producdo de citocinas as células T foram classificadas

inicialmente em duas populagdes: padrao de producao T “helper” 1 (Th1l) e padrao de producéo
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T “helper” 2 (Th2). As células Thl atuam na imunidade mediada por células, promovem a
inflamacdo, citotoxicidade e sdo responsaveis pela hipersensibilidade tardia, enquanto as células
Th2 atuam na imunidade humoral e fazem regulacdo das acBes inflamatérias de Thil
(RENGARAJAN et al. 2000). Outros perfis de citocinas também tém sido descritos para 0s
linfécitos T CD4+, entre estes, Th3, Trl, Th17 (REINHARDT ET AL, 2006).

No sobrepeso e na obesidade h& controvérsias em relacdo ao equilibrio entre citocinas de
padrdo de ativacdo celular de linfocitos T CD4+ Thl e Th2. Enquanto alguns autores relatam um
desvio para a producéo de citocinas de perfil Thl (PACIFICO et al. 2006; SVEC et al. 2007;
ROCHA et al. 2008; WINER et al. 2009), outros relatam aumento do perfil Th2 (HERSOUG &
LINNEBERG, 2007; CIPRANDI et al. 2011; VAN DER WEERD et al. 2012).

Nos ultimos anos, o tecido adiposo passou a ser reconhecido como um importante 6rgao
enddcrino e metabolicamente ativo que expressa e/ou secreta varias substancias bioativas de acéo
local ou sistémica. Essas substancias chamadas adipocinas estdo envolvidas em processos
metabdlicos, imunolégicos e neuroenddcrinos e podem apresentar agdes antagonistas no
processo inflamatorio (TILG & MOSCHEN, 2006; KERSHAW & FLIER, 2004). Estdo
associados como adipocinas as citocinas tipicamente pro-inflamatérias, como as IL-1, IL-6, IL-
8, a TNFa e as produzidas pelas células T-helper 1 (Th1l) como a IL-2 e 0 IFN-y (KELLY, 2001),
a leptina e a resistina (HOLCOMB et al. 2000). Entre as adipocinas com acdo antiinflamatoria
estdo: receptor antagonista de IL-1 (IL-1ra), a citocina fator transformador crescimento-f3 (TGF-
B), e as citocinas produzidas pelas células T-helper 2 (Th2) como a IL-4, IL-5, IL-10 (KELLY,
2001), IL-13 (KANG et al. 2008) e a adiponectina (NEUMEIER et al. 2006).

A obesidade é caracterizada por uma producao anormal de citocinas e ativacao de vias de
sinalizacdo proinflamatorias na qual alguns marcadores de inflamacdo se encontram elevados
como a IL-6, o TNFa e a leptina, em detrimento da reducdo nos niveis de adiponectina e IL-10
(HERSOUG & LINNEBERG, 2007).

Os riscos associados a obesidade se tornam ainda mais preocupantes em mulheres em idade
reprodutiva (GUELINCKX et al. 2008; POSTON et al. 2011), uma vez que a gestacdo esta
associada a uma resposta inflamatoria generalizada onde ocorrem mudancas substanciais no
sistema imunoldgico. Na gestacdo, enquanto ha uma evidente ativacdo do sistema imunoldgico
inato, o sistema imunologico adaptativo se encontra suprimido, o que pode representar um
mecanismo compensatorio particularmente importante na defesa imunologica materna para

infeccdes.
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A combinacdo de obesidade e gestacdo esta associada ndo apenas com marcadores de
hiperinsulinemia e dislipidemia, mas também com comprometimento da funcdo endotelial,
aumento na pressao sanguinea e nos niveis circulantes de citocinas e proteinas inflamatorias de
fase aguda (RAMSAY et al. 2002; RETNAKARAN et al. 2003; MADAN et al. 2009;
STEWART et al. 2007; FARAH et al. 2012; FAUCETT et al. 2016). Ha relatos de que o estado
de inflamacdo cronica decorrente da obesidade materna pode se estender para uma resposta
inflamatdria exagerada na placenta, com acumulagdo de macréfagos e producao de mediadores
pré-inflamatorios (CHALLIER et al. 2008).

Evidéncias clinicas e experimentais sugerem que mesmo em gestacGes normais ha uma
ativacdo de componentes celulares e humorais da resposta imunoldgica inata. S8o observados
aumentos tanto no numero como na atividade fagocitica e “burst” oxidativo de mondcitos e
neutrofilos (SACKS et al. 1998; SHIBUYA et al. 1987; KOUMANDAKIS et al. 1986). Além
disso, encontram-se elevados os niveis plasmaticos de citocinas pro-inflamatorias I1L-6
(AUSTGULEN etal. 1994), TNF-a e IL-1 (MELCZER et al. 2003) e de proteinas de fase aguda,
incluindo a proteina C reativa (PCR) (SACKS et al. 2004). A resposta inflamatéria materna
parece ser modulada para possibilitar o estabelecimento e manutencao da gestacdo (GUILBERT,
ROBERTSON & WEGMANN, 1993).

A inflamacdo é uma reacdo complexa associada com diversas doencas, mas também esta
envolvida em estados fisiol6gicos normais, tais como 0s processos reprodutivos, entre estes, a
ovulacdo, a menstruacdo, a implantacdo e o parto. Porém, uma reposta inflamatéria exagerada
pode ser um fator desencadeante das mais frequentes complicacBGes obstétricas como aborto
espontaneo, parto prematuro, rotura prematura pré-termo de membranas, pré-eclampsia e lesdo
fetal (ROMERO et al. 2007; DENISON et al. 2010).

Acumulam-se evidéncias de que a inflamacdo na fase fetal pode ser um dos principais
mecanismos que levam a complicagdes também no periodo neonatal, assim como durante a
infancia. Além disso, a reprogramacao da resposta imunoldgica fetal pode ser um fator de
predisposicéo para o desenvolvimento de doencas na idade adulta (ROMERO et al. 2007).

Durante a gestacdo, as citocinas desempenham um importante papel na modula¢do do
sistema imunoldgico materno e podem exercer efeitos benéficos ou deletérios a depender dos
niveis presentes. Assim, o sucesso reprodutivo estd associado a uma fina regulacdo nas atividades
de citocinas (AUSTGULEN et al. 1994) onde ha necessidade de um balanco entre citocinas Thl
e Th2 para o crescimento e desenvolvimento do feto (AGARWAL et al. 2000).
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O peso excessivo durante a gestagdo contribui para uma maior morbidade e mortalidade
perinatal com potenciais consequéncias a longo prazo para a mée e para a crianga (THORTON
etal. 2011). A exposicéo do feto a esse ambiente inflamatdrio durante seu desenvolvimento esta
relacionada com diversos resultados perinatais desfavoraveis, incluindo desde mortes fetais,
nascimento prematuro (GUELINCKX et al. 2008), aumento das taxas de partos operatdrios
(ARENDAS, QIU & GRUSLIN, 2008), maior prevaléncia de fetos macrossémicos
(TENENBAUM-GAVISH & HOD et al. 2013; NUCCI et al., 2001b), infeccGes respiratdrias
durante o periodo neonatal e infancia (PARSONS et al. 2012; HABERG et al. 2009) a
consequéncias negativas na programacdo metabdlica da obesidade e da resisténcia a insulina
(CHALLIER et al. 2008).

A obesidade materna exerce um efeito estatisticamente significante na reducdo da
fertilidade e estd associada com intercorréncias gestacionais como abortos espontaneos, diabetes
gestacional, hipertensdo gestacional, pré-eclampsia (TENENBAUM-GAVISH & HOD et al.
2013; ARENDAS, QIU & GRUSLIN, 2008; GUELINCKX et al. 2008; LINNE, 2004; KABIRU
& RAYNOR, 2004).

Ha evidéncias de que a tolerancia materna a aloantigenos fetais parece estar associada ao
predomino da imunidade do tipo Th2 sobre o Thl, levando a protecdo do feto do sistema
imunol6gico materno. O predominio de Thl tem sido verificado nos casos de aborto recorrente
(PICCINNI et al; 1998, SAITO et al. 2010), espontaneo (RAGHUPATHY et al. 1997; SAITO et
al. 2010), e de pré-eclampsia (SAITO et al. 2003; SAITO et al. 2010). Porém, a existéncia de
indicios de que o predominio da imunidade Th2 pode estar associado a casos de aborto recorrente
(CHAQUAT etal. 2003; SAITO et al. 2010) tornou o balango Th1/Th2 insuficiente para explicar
0 mecanismo que previne a rejei¢do do aloenxerto fetal.

Estudos sugerem que respostas caracterizadas como Th17 e T reguladoras (Treg) também
séo relevantes na gestacdo (PECK et al. 2009, SAITO et al. 2010; D’ADDIO et al. 2011). As
células Th17 representam subtipos das células T helper efetoras e parecem desempenhar papel
na tolerancia materno-fetal pela secre¢éo da citocina IL-17 (PECK al. 2009; CROME et al. 2010;
D’ADDIO et al. 2011). A IL-17 tem sido descrita como indutora de inflamacdo em doencas
autoimunes e na rejeicdo aguda dos transplantes (PECK al. 2009; CROME et al. 2010).

As celulas Treg por sua vez expressam citocinas anti-inflamatorias especificas como 1L-10
e Fator Transformante de Crescimento-f (TGF-p), as quais diminuem uma resposta imunologica
efetora excessiva (JUTEL et al. 2003) e induzem a toleréncia ao inibirem a producéo e

proliferacdo de citocinas nas células T CD4+ e CD8+, a producdo de imunoglobulina pelas



19

células B, a atividade citotoxica das células natural Killer e a maturacéo das células dendriticas
(SAKAGUCHI et al. 2005; AKBAR et al. 2007; SAITO et al. 2010).

Na gestacdo, o sistema imunoldgico materno ¢ modificado pelos antigenos fetais e as
células Treg irdo predominar sobre as células Th1l7 para garantir a sobrevivéncia fetal
(FIGUEIREDO & SCHUMACHER, 2016). De fato, enquanto gestagdes normais estdo
relacionadas com uma reducéo na frequéncia de células Th17, um aumento na prevaléncia dessas
células tem sido verificado em abortos espontaneos (WANG et al. 2010). Considerando a
associacdo entre respostas imunoldgicas e resultados pré e pés-natal, a identificacédo de alteragdes
no sistema imunoldgico seria de interesse na prevencdo de resultados adversos durante a gestacdo
e a amamentacdo. Entretanto, o perfil imunolégico durante a gestacdo e a lactacdo associados a
alteracdes de estado nutricional materno precisa ser melhor definido.

De acordo com os achados recentes ha uma diminuicdo global de citocinas pro-
inflamatorias, tais como TNF-y, IL-1B, e IL-6, e aumento de citocinas com atividades
regulatorias, como a IL-10, na evolucdo da gestacdo. Tais alteragdes parecem reforcar o papel
imunomodulador para a manutencdo e desenvolvimento da gestacdo normal (DENNEY et al.
2011).

Sabe-se que interagbes materno-fetais sdo bidirecionais, enquanto o tecido feto
placentério necessita de ambiente adequado em condicGes de homeostase, a mae € influenciada
por fatores de adaptagdo em seu metabolismo. A imunidade Th2 e TGF-B produzido pelas
células Th3 parecem desempenhar papéis protetores durante a gestacdo, evidenciando assim a
relacdo entre o predominio das respostas Th2/Th3 e o sucesso da gestacdo (RAGHUPATHY,
1997). As células reguladoras Th3 possuem ainda propriedades supressoras para Thl e Th2
(WEINER, 2001).

Estudos com animais verificaram que no periodo neonatal, os linfocitos T estimulados
in vitro podem proliferar na presenca das citocinas IL-4 e IL-7, demonstrando que séo células
imaturas, passiveis de modulacdo (ADKINS, 1999). Sabe-se que ainda que a dieta pode
interferir no perfil Th1/Th2 (KHAN et al. 2006). Estudos experimentais também relatam que a
transferéncia materna durante a gestacdo, e a persisténcia através do leite materno séo
importantes fatores imunomoduladores sobre o sistema imunolégico do neonato (NGUYEN et
al. 2007).

A imunidade passiva adquirida pelo feto atraves do aleitamento materno é fundamental
para a adaptacdo do neonato no ambiente extra-uterino. A existéncia de variagdo ritmica nos

componentes celulares, imunolégicos e bioquimicos do leite humano tem sido relatada e
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representa um mecanismo adicional de amamentacdo para melhorar a adaptacdo as mudancas
ambientais do recém-nascido e um mecanismo auxiliar fisioldgico de defesa da crianga para
infeccdes (FRANCA et al. 2010).

Ao nascimento, a transferéncia do recém-nascido de um ambiente estéril para um
ambiente povoado de microrganismos, expde-no a diferentes agentes microbianos, alguns dos
quais potencialmente patogénicos. Os neonatos apresentam sistema imunoldgico imaturo e,
para suprir esta deficiéncia de imunidade, e a manutencgéo de transferéncia passiva, o colostro
e o leite materno sdo importantes, pois sdo ricos em componentes de defesa e atuam como um
suplemento imunoldgico importante quando considerado a situacdo de imaturidade do sistema
de defesa do recém-nascido (CARNEIRO-SAMPAIO et al. 1982).

Os neonatos carecem da capacidade de produzir respostas imunoldgicas eficazes para
microorganismos, e durante varios meses apds o nascimento, a principal defesa para a infeccéo
é a imunidade passiva atraveés da amamentacdo (HANSON et al. 1998; HANSON, 2007). O
leite materno ndo contém apenas uma quantidade balanceada de nutrientes essenciais para o
crescimento e desenvolvimento dos bebés, mas também uma grande variedade de componentes
imunologicos que fornecem protecdo para os recém-nascidos, particularmente para infeccdes
respiratdrias e gastrintestinais (CHANTRY et al., 2006; FRANCA et al. 2011). Esses fatores
incluem anticorpos, proteinas do sistema complemento, células imunocompetentes (ISLAM et
al. 2006, SMITH & GOLDMAN 1968), oligossacarideos (NEWBURG, 2005), horménios
(LONNERDAL, 2000; ABDULLA et al. 2005; CATL et al. 2014), antioxidantes como a
enzima superoxido dismutase (SOD) (FRIEL et al. 2008; FRANCA et al, 2011), fatores de
crescimento (HAMOSH, 2001) e citocinas (DAHLGERN et al. 2001, KVERKA et al. 2007;
GAROFALO, 2010) que parecem modular o desenvolvimento do sistema imunolégico, a
tolerancia e as respostas inflamatorias do recém-nascido.

Muitos dos componentes de protecdo do leite humano podem interagir sinergicamente
entre si ou com outros fatores relacionados as respostas imunes sistémicas e de mucosa
(ISAACS, 2005) desempenhando efeitos protetores que parecem ser mantidos além do periodo
de amamentacéo.

O colostro e leite humanos diferem da maioria das outras secre¢des, por apresentarem
leucdcitos viaveis. No colostro, o conteudo celular € maior que no leite maduro e diminui
rapidamente durante o primeiro més de lactacdo (GOLDBLUM & GOLDMAN, 1994). A
concentragdo de leucdcitos no colostro varia de 1 a 3 x 10° células/ ml (TSUDA et al. 1984;

GOLDMAN, 1993), e a frequéncia relativa de cada tipo celular ¢ a seguinte : 5a 10 % de
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linfécitos, 55 a 60 % de neutréfilos e 30 a 40 % de macrofagos (GOLDMAN, 1993). Os
macrofagos presentes no colostro apresentam alta atividade fagocitica e sdo capazes de produzir
radicais livres de oxigénio (TSUDA et al. 1984; RUDIGER et al. 2001).

Estudos vém demonstrando a presenca de citocinas como IL2, IL3, IL4, IL-6, IL10, IFN-
Y, TGF-B e TNF-a no leite humano que ndo somente influenciam o sistema imunoldgico do
neonato, mas também sdo importantes para seu desenvolvimento adequado (DAHLGERN et
al. 2001; GAROFALO, 2010).

Além do papel protetor anti-infeccioso do leite materno amplamente difundido na literatura
cientifica, estudos experimentais e epidemioldgicos tém sugerido que o aleitamento materno
confere protecdo para a obesidade num momento posterior da vida, desempenhando um
importante papel no processo de “programagdo metabodlica” no inicio da vida. Entre os possiveis
mecanismos relacionados com a protecdo da amamentacao contra o rapido ganho de peso no
periodo po6s-natal e consequentemente para a obesidade numa fase posterior da vida, encontram-
se um melhor desenvolvimento da auto-regulagédo de ingestdo de alimentos das criancas
amamentadas e das substancias bioativas do leite materno participando no processo de
“programag¢do metabdlica”, alterando, por exemplo, o niimero e/ou tamanho das células
gordurosas ou induzindo o fenémeno de diferenciacdo metabdlica (DEWEY, 2003).

Foram identificadas adipocinas no leite humano (SAVINO et al. 2010) associadas a
regulacdo energética, ao do apetite, a resposta inflamatéria e imunolégica (MAFRA & FARAGE,
2006). Dentre as principais adipocinas encontradas no leite humano estdo a leptina e a
adiponectina que podem estar envolvidas na regulacdo do crescimento e desenvolvimento
neonatal e infantil com efeitos em longo prazo no processo de programacdo do balanco
energético (SAVINO et al. 2010).

A leptina também tem sido associada a regulacdo da funcdo imunoldgica em varios niveis:
estimulando a proliferacdo de mondcitos e diferenciacdo de macrofagos, modulando a ativagdo
de linfécitos natural killer, ou induzindo a producéo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-
0, IL-6, ou IL-12 (MARTI, MARCOS, MARTINEZ, 2001; TILG& MOSCHEN, 2006). Por
outro lado, a adiponectina, um hormonio de carater anti-inflamatorio, apresenta funcdes
imunomodulatdrias opostas as da leptina: inibe a atividade fagocitica e a producéo de TNF-a por
macrofagos, a diferenciacdo de monaocitos em macrofagos (KOERNER, KRATZSCH & KIESS.
2005), além de estimular a liberacdo de citocinas anti-inflamatérias como a IL-10 (TILG&
MOSCHEN, 2006).
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A literatura relata que o leite de mées com excesso de peso apresenta concentragdes mais
elevadas de leptina (ILCOL, HIZLI e OZKAN, 2006; EILERS et al. 2011) e menores de
adiponectina (MARTIN et al. 2006). E possivel que essas alteracbes possam interferir nos
componentes imunologicos presentes no leite destas nutrizes. Existem ainda hipoteses de que as
alterac6es imunoldgicas induzidas pela obesidade na gestacdo podem ser transmitidas ao sistema
imunitario fetal por heranca epigenética aumentando o risco para o desenvolvimento de doencas
atopicas no recém-nascido (HERSOUG & LINNEBERG, 2007).

Modelos com animais revelam que a obesidade e/ou a dieta hipercalorica durante a
gestacédo tém efeitos potencialmente danosos no desenvolvimento neonatal (THORNTON et al.
2011). Estudos clinicos disponiveis sobre o assunto indicam que a obesidade materna esta
associada com respostas inflamatdrias pela placenta com aumento das citocinas IL-1, TNF-a ¢
IL-6 (CHALLIER et al. 2008; ROBERTS et al 2011) e aumento dos niveis de TNF-a ¢ PCR no
liguido amnidtico, indicando uma exposicdo do fetal a altas quantidades de citocinas pro-
inflamatorias e mediadores (BUGATTO et al. 2010).

Evidéncias cientificas sugerem ainda que os processos inflamatorios associados a elevados
indices de massa corporal (IMC) maternos podem influenciar o crescimento fetal pela alteracdo
das funcgdes da placenta (AYE et al. 2014). Entretanto, ndo foram encontrados na literatura dados
sobre o perfil de citocinas do sangue e colostro de nutrizes com excesso de peso. Visto que ocorre
uma intensa inter-relacdo entre mae e filho, tanto no ambiente intrauterino quanto durante o
aleitamento, pode se supor que a modulacdo do sistema imunoldgico da crianca possa ser
influenciada pelo padrdo imunolégico materno.

Pelo exposto, hd necessidade de entendimento do conteldo de citocinas e outros
mediadores presentes no sangue materno e no colostro de mées com excesso de peso. Estudos
capazes de verificar a influéncia de alteracdes metabolicas sobre as interacdes de citocinas e
composi¢do bioquimica e hormonal do colostro humano podem ser importantes, a medida que,
contribuem para o conhecimento dos processos que possam melhorar os resultados pré e pés
natal de mées com excesso de peso, bem como refletir em melhor qualidade de vida, tanto para

as maes com sobrepeso e obesidade como para seus filhos.
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2. OBJETIVOS

3.1. Geral
Avaliar a associacdo entre estado nutricional materno com perfis de citocinas TH1, TH2, TH3
e TH17, anticorpos e proteinas do complemento, pard@metros bioquimicos e hormonais no

sangue e no colostro de maes com excesso de massa corporal.

3.2. Especificos

v" Analisar a concentracdo de citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y, IL-17A e
TGF-B no sangue materno e colostro de maes com exceso de massa corporal;

v Analisar a concentracdo de anticorpos IgA, IgM e IgG, de proteinas o complemento C3
e C4 e PCR em sangue e no colostro de mées com excesso de massa corporal;

v" Analisar os niveis de leptina e adiponectina no sangue e colostro de médes com excesso
de massa corporal,

v Comparar o contedo caldrico e de gordura do colostro de mées com peso normal com
0 de mé&es com excesso de massa corporal.

v Analisar a concentracdo de colesterol total, triglicérides, glicose e proteinas totais

presentes no sangue e colostro de maes com excesso massa corporal.
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3. METODO

3.1. DESENHO E LOCAL DO ESTUDO

Foi realizada uma coorte historica, considerando-se os estado nutricional pré-gestacional
(normal e excesso de peso) e as avaliagGes dos perfis Thl, Th2, Th3 e Thl7 e a verificagcdo dos
parametros bioquimicos e hormonais no Hospital da Mulher Maria José dos Santos Stein,
conveniado a Faculdade de Medicina do ABC, Santo André - SP.

3.2. TAMANHO AMOSTRAL

O tamanho amostral proposto neste estudo baseou-se em amostra de conveniéncia (demanda
do servigo X tempo de concluséo doutorado) e no célculo do tamanho amostral (ARMITAGE
& BERRY, 1987). Assim, considerou-se a diferenca das médias entre as medidas de avaliaces
e 0S grupos controle e excesso de peso com a menor distancia entre os resultados e o maior
tamanho da amostra. Assumindo uma perda de seguimento da ordem de 10% e corrigindo para
os efeitos dos erros a (5%) e p (20%) atribuidos ao estudo, estimou-se a necessidade de avaliar,
no minimo, 30 gestantes por grupo. O tamanho amostral estimado foi constituido de 60
gestantes, assim distribuidas: 30 no grupo controle; 30 no grupo excesso de peso. Por forca das
circunstancias ndo foi possivel a obtencéo de todas as maes propostas no calculo amostral e 0

numero final obtido esta detalhado nos artigos apresentados em “Resultados e Discussao”.
3.3. VARIAVEIS

3.3.1. Variaveis de controle

a) presenca (sim) ou auséncia (ndo) de tabagismo, diabetes mellitus (prévia ou gestacional),
anemia, consumo de alcool e hipertenséo arterial;

b) idade gestacional, em semanas completas, na entrada do grupo de atendimento pré-natal da
unidade de salde;

¢) manutencéo (sim) ou (ndo) da classificacdo do IMC pré-gestacional (peso normal e excesso
de peso) na ultima consulta de pré-natal.

3.3.2. Variaveis Independentes
a) Eutroficas (controle) — IMC pré-gestacional entre 18,5 a 24,9 kg/m?
b) Sobrepeso — IMC pré-gestacional entre 25.0 a 29.9 kg/m?
c) Obesidade — IMC pré-gestacional >30 kg/m?
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3.3.3. Variaveis Dependentes
a) determinacgdo da concentracdo de anticorpos (IgA, IgM e 1gG), proteinas do complemento
(C3, C4), PCR e dos niveis citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y, IL-17A e TGF-p)

no soro e no sobrenadante do colostro;

b) determinacdo dos pardmetros bioquimicos (glicose, proteinas totais, colesterol, triglicérides)
e hormonais (leptina e adiponectina) do soro e do colostro.

3.4. SELECAO DOS SUJEITOS

3.4.1. ldentificacdo dos sujeitos

As gestantes com potencial para a inclusdo no estudo foram identificadas nos servigos do
Hospital da Mulher Maria José dos Santos Stein, FMABC, Santo André - SP. Para essa
finalidade foi desenvolvido protocolo especifico, considerando os critérios de incluséo,
exclusdo e descontinuidade pré-definidos. Diante de um caso elegivel, o pesquisador principal
explicava os objetivos e as técnicas de coleta de sangue e de obtencdo do colostro e, se de
acordo com a participacao, a gestante assinava o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Os critérios de inclusdo, exclusdo e descontinuidade estdo descritos a seguir.

3.4.2. Critérios de incluséo
a) Ser classificada nos grupos definidos no delineamento do estudo;
b) Peso pré-gestacional conhecido ou medido até o final da 13% semana gestacional,
¢) Idade gestacional no parto entre 37 a 41%7 semanas, reaces soroldgicas negativas para
hepatite, HIV e sifilis;
d) Realizar assisténcia pré-natal no Servico e nao apresentar restri¢do alimentar;

e) Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

3.4.3. Critérios de exclusdo
a) Gravidez gemelar;

b) Malformagdes fetais e parto antes da 372 semana de gestagéo.

3.4.4. Critérios de descontinuidade
a) Abandono do pré-natal no Servico;

b) Malformacéo fetal diagnosticada no momento do parto;

c) Perda de dados relativos ao parto e ao periodo neonatal.
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3.5. TECNICAS DE COLETA

As amostras de sangue materno foram coletadas entre 37 a 42 semanas de gestacdo, em tubos
de coleta a vacuo. A coleta de colostro foi efetuada por ordenha manual, com técnica adequada
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009) sempre no periodo da manha e no intervalo entre duas
mamadas, no periodo correspondente as primeiras 48 a 72 horas apds o parto. A quantidade
méaxima de sangue e colostro coletada foi de 10 ml. Essas técnicas seguiram as orientagdes

protocolares das boas praticas clinicas.

3.5.1. Estado Nutricional Pré-Gestacional

Para determinar o estado nutricional pré-gestacional, foi utilizado como indicador o indice de
massa corporal pré-gestacional. A definicdo do IMC pré-gestacional foi obtida por meio da
formula: indice de massa corpérea=peso pré-gestacional (kg)/ altura (m?). Foi utilizado o peso
pré-gestacional referido pela gestante durante a primeira consulta de pré-natal, ou, na auséncia
dessa informacdo, foi utilizado o peso obtido em consulta realizada até a 132 semana de gestacao
— 0 peso aferido neste periodo tem sido utilizado como proxy do peso pré-gestacional,
possibilitando uma estimacéo do estado nutricional pré-gestacional (WHO, 1995). Apesar de o
valor do peso pré-gestacional referido estar sujeito a erros de memdria ou de super ou
subestimacéo, pesquisadores como Steven-Simon et al. (1992) verificaram uma alta correlagéo
entre o referido e o aferido na consulta. A classificacdo do IMC foi definida de acordo com o
Institute of Medicine dos Estados Unidos (IOM, 2009). Os critérios empregados para cada
categoria foram: baixo peso (IMC<18,5 kg/m?); eutréfica (IMC entre 18,5 a 24,9 kg/m?);
sobrepeso (IMC entre 25.0 a 29.9 kg/m?) e obesidade (IMC>30 kg/m?). Para efeito de resultados
de andlises estatisticas, as gestantes com sobrepeso e obesas foram alocadas no grupo com
“excesso de peso” (IMC > 25,0 kg/m?), adotando-se 0s niveis de corte propostos pelo Institute
of Medicine (2009).

Peso e altura foram mensurados em duplicata de acordo com protocolo padronizado
(FRISANCHO, 1990) em balanca digital, marca Tanita®, com carga méaxima de 150 kg e
precisdo de 100g, sendo utilizado o valor medio. A altura foi aferida na primeira consulta de
pré-natal com estadidmetro da marca Seca® com precisdo de 1mm e capacidade de 205 cm; foi
solicitado a paciente que ela retirasse o sapato e ficasse com o minimo de roupas, se
posicionasse de costas para o estadidmetro e se mantivesse ereta com 0s pés unidos, quando
possivel encostasse o calcanhar, a panturrilha, as naddegas, os ombros e a parte posterior da

cabeca no estadiometro.
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3.5.2. Idade gestacional

A idade gestacional foi calculada utilizando, primeiramente, o resultado da ultra-sonografia
com data inferior a 20 semanas. Para gestantes que tiveram ultrassonografia maior que 20
semanas, a idade gestacional foi calculada fazendo-se a média entre a idade informada pela

ultra-sonografia e aquela calculada pela data da ultima menstruacao.
3.6. METODOS DE PROCESSAMENTO

3.6.1. Obtencao de sobrenadante de colostro humano
As amostras de colostro foram centrifugadas durante 10 minutos sob refrigeracdo a 4°C para
obtencéo do sobrenadante de colostro, armazenadas em freezer — 80°C para posterior avaliacdes

bioguimicas, imunolégicas e hormonais.

3.6.2. Obtencao do Soro Sanguineo
As amostras de sangue foram centrifugadas por 15 minutos a 160G a temperatura ambiente. O
soro foi separado e armazenado a -80°C para analises posteriores. O soro foi separado e

armazenado a -80°C para posterior dosagens bioquimicas, imunolégicas e hormonais.
3.7. TECNICAS DE ANALISE DAS AMOSTRAS

3.7.1. Determinacao dos niveis de glicose

Os niveis de glicose foram quantificados pelo método colorimétrico enzimatico. Para isso,
utilizou-se 20uLlL de sobrenadante de colostro, soro e o padrdo (concentragdo 100 mg / dL —
Doles, Brasil) e foram colocados em solugédo tampéo fosfato 2,0 mL a 05 M, pH7.45, (contendo
0.03mm aminoantipiridina, 15 mM de hidroxibenzoato de sodio, 12U/L glicose e 0,8 U/L
oxidase peroxidase). As suspensdes foram misturadas e incubadas por 5 min a 370C. As reac¢oes
foram lidas em espectrofotdmetro na faixa de DDO a 510 nm (MORCELI et al. 2011).

3.7.2. Determinacéo da concentracéo de proteinas totais

As proteinas totais foram mensuradas pelo método colorimétrico. Foram pipetados 20 ul de
amostras de colostro, soro e o padréo (concentragao 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 reacdes foram lidas em espectrofotdmetro na faixa
de DDO a 545 nm (MORCELI et al. 2011).

3.7.3. Determinacao dos niveis de colesterol
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As concentracdes de colesterol foi determinada pelo método colorimétrico enzimatico.
Amostras de colostro/soro 10 uL e 200 mg/dL de padréo (BioTécnica®, Brasil) foram colocados
em 1 mL de buffer solucdo tampdo (Tampédo Pipes 100 mmol/L pH 7,0; Colato de sodio 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

espectofotdmetro a 505 nm.

3.7.4. Determinacdo da concentracao de triglicérides

As concentracgdes de triglicérides por método colorimétrico enzimatico. Amostras de 10 uL de
colostro/soro e 200 mg/dL de padrdo (BioTécnica®, Brasil), foram colocados em 1 mL de buffer
solucdo tampdo (Tampédo Pipes 50 mmol/L pH 7,2, Glicerolgquinase > 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
sodica 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.

3.7.5. Determinacdo de Proteina C Reativa

As concentragdes de PCR foram mensuradas utilizando o Kit PCR Turbilatex (BioTécnica®,
Brazil) pelo método de turbidimetria. Amostras de 5 pL de colostro/soro e padrdo foram
colocados em 1000 pL de solugdo (Tampéo Fosfato 40 mmol/L pH 7,2, azida sédica 0,95 g/L,
suspensdo de particulas de latex sensibilizadas con 1gG de cabra anti-Proteina C-Reativa
Humana). As suspensdes foram misturadas e colocas 37 °C e as rea¢des foram imediatamente

mensuradas e a 120 s. As leituras foram realizadas em 540 nm.
3.7.6. Andlises de leptina e adiponectina

A quantificacdo das concentragdes 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 instruces do
fabricante e conforme descrito por Bronsky et al. 2006.

3.7.7. Determinagao das concentragdes de IgA, IgM e 1gG
As concentragcbes de IgA, IgG e IgM no soro e no colostro foram determinadas por
imunodifusdo radial quantitativa (RID) de acordo com a técnica de Mancini et al. 1965. Tubos

contendo 10 ml de agarose 1% foram aquecidos até a fusdo em banho-maria, e a seguir
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transferidos para banho a 56°C para estabilizar a temperatura. Os anticorpos foram adicionados
a agarose e misturados por inversao do tubo. As misturas foram colocadas entre duas placas de
vidro, separadas por um espacador. Apés a solidificacdo, as placas foram perfuradas e as
amostras aplicadas.

Para a determinacdo de IgA, IgG e IgM do colostro e do soro utilizou-se a curva padréo
Kallestad.

3.7.8. Determinacdo da concentracédo de C3 e C4

As concentracfes 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 solug&o salina (9 g/ 1),
os niveis de C3 e C4 foram determinados utilizando-se soros anti-C3 e anti-C4 (Bioclin®,
Brazil). A curva padréo de calibracao foi obtida pelo Multical (Bioclin®, Brazil). As suspensdes
foram misturadas e incubadas a 37°C por 15 min. As leituras foram realizadas em
espectrofotdbmetro a 340 nm (MORCELLI et al. 2011).

3.7.9. Anélise do Crematocrito

Para anélise do crematocrito 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 a 1000 rpm sem interrup¢do. A centrifugacéao

permitiu a separacdo da amostra em creme e Soro.

— —» Creme

—» Soro

Coluna Total

| Massa Seladora
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 relacdes:
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.

3.7.10. Quantificagéo das Citocinas
As concentracOes de citocinas presentes nas amostras de plasma e sobrenadante de colostro
foram avaliadas pelo Kit “Cytometric Bead Array” (CBA, BD Bioscience, USA — FAGUNDES
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et al. 2016). As andlises destas citocinas foram realizadas através de citometria de fluxo
(FACSCalibur, BD Bioscience, USA). Os dados serdo analisados através do software FCAP
Array.

3.8. ANALISE ESTATISTICA

Para a comparacdo das concentracdes dos parametros bioquimicos, imunolégicos e hormonais
no sangue e colostro, utilizou-se Analise de Variancia (ANOVA) para amostras independentes
e dependentes quando necessario, considerando-se 0s grupos estudados e os liquidos biologicos
(colostro ou soro), seguido de comparagdes multiplas pelo teste de Tukey. Para o estudo das
correlages, entre citocinas e hormonios do sangue materno e colostro, utilizou-se o teste de
correlacdo de Pearson. Para todos os testes, considerou-se p< 0,05, como limite de significancia

estatistica.

3.9. ASPECTOS ETICOS

As consideraces éticas foram baseadas no uso do material biologico para fins cientificos, com
sigilo da identidade da nutriz, livre de coacdo 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, Anexo 2), conforme Resolucdo 466 de 12 de dezembro de 2012.
O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Satde
Publica da Universidade de S&o Paulo, submetido via Plataforma Brasil, sob protocolo de
namero CAAE: 05269612.7.0000.5421 (Anexo 3).
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4.1. Artigo 1: Fujimori M, Franca EL, Fiorin V, Morais TC, Honorio-Franga AC, Abreu LC.
Changes in the biochemical and immunological components of serum and colostrum of
overweight and obese mothers. BMC Pregnancy Childbirth.2015:15:166.

4.2. Artigo 2: Fujimori M, Franca EL, Fiorin V, Morais TC, Abreu LC, Honorio-Franga AC.
Cytokine and adipokine association in blood and colostrum of obese mothers. Clinical Science
(submitted).

4.3. Artigo 3: Fujimori M, Franca EL, Fiorin V, Morais TC, Honorio-Franca AC, Abreu LC.
Perfil de citocinas no sangue e colostro de maes obesas.
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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 between biochemical and immunological parameters of

Methods: Colostrum and blood samples were collected from 25 normal weight, 24 overweight and 19 chese
women for determination of glucose, tatal protein, triglycerides, chalesterol, immunaalobulins, complement
proteins (C3 and C4), fat and calorie content and C-reactive pratein (CRP).

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

but in colostrum their concentrations were similar acress the three groups. Secretory IgA (sigh) in colostrum and IgA,

in serum concentrations were significantly higher {p =001} in overweight and obese mathers, whereas 1gG and Igh!
concentrations did not vary among the groups (p= 825). Serum C3 {p= 001} and C4 (p = .040) concentrations were
higher In ohese women, Mo differences in colostrum complement proteing were detected among the groups. Calorie
content (p=003) and fat (p= 005} concentrations in colostrum and serum CRP (p= 002 were higher in obese women.
Conclusions: The results corroborate the hypothesis that colostrum of overweight and chese women undergoes
binchemical and immunological changes that affect its composition, namely increasing glucose concentrations,

Keywords: Colostrum, Obesity, Antibody, Complement 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
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in the modulation and development of the immune
system 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 & (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 huwmoral 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] because 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 mother and child [22].

Other studies show that chronic inflammation caused
by obesity may be related to an exaggerated inflammatory
response in the placenta of pregnant women, with an accu-
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
compaosition in the post partum period,

Changes in maternal metabolism and immunological
response may atfect 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 (7 = 25); overweight {r#=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, 5P, 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 5o 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 aminocantipyrine 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 gfdL (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 pL colostrum/
serum and standard of 200 mg/dl. BioTécnica®, Ref
10.,004.00, Brazil), were placed in 1 ml. of buffer solution
(100 mmol/L, pH 7.0; Sodium cholate 8 mmal/L; cho-
lesterol esterase 750 U/L; Cholesterol oxidase/200 U/L;
Peroxidase > 2000 U/L; 4-aminoantipyrine (.6 mmol; phe-
nol 20 mmaol /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 pl 7.2 Glicerol kinase/1000 U/L; Peroxidase/
1000 U/L; Lipoprotein lipase/2000 U/LL; Glyceral-3-
phosphate oxidase/5000 U/L; 4-chlorophenol 2.7 mmaol/1;
4-amincantipyrine 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, C3 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 (viv) and for IgG at 1:15 (v/v), and
the antibody concentrations were determined using IghA
(Bioclin®, Brazil, Ref KD61), IghM (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 K064 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 mumol/L, &.0000
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
Ko64) 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
: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 samples, 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 caleulated
using the following formulae:

Fat content = % cream - 0.59/1.46, where the % cream

= cream column (mim)
< 100 ftotal column (mm);

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

C-Reactive Protein assay

C-Reactive Protein (CRIP) concentrations in human
colostrum and serum were measured using the PCR
Turbilatex Kit (BioTécnica®, 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

Two-way Analysis of variance (ANOVA) with calculation of
F statistic and Tukey's multiple comparison test were used
o 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
(normal weight, overweight and obese) exhibited similar
somatometry at birth (Table 1).

We evaluated biochemical (Table 2) and immunological
(Table 3} parameters in the blood and colostrum of
mothers 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).



Fujimori et @l BMC Pregnancy and Childbirth (2015) 15:166

35

Page 4 of B

Table 1 Clinical characteristics of worman included in the study according to pregestacional BMI group (narmal, overaeight and obese)

Variahles

Mormal weight (= 25)

Creraeight [n=24) Obese (n=18)

Mathers

250 018-37)

161.0 (1500-171.0}
A2 (430-A85)

Age (year)

height before pregnancy (om)
Weight before pregnancy (kg)
214 (18.4-244)
6725 (24.0 %)
397 (37.0-413)
1325 (52.0 W)
0425 {00 %)
0425 {00 %)
1425 (4.0 %)
4425 (160 %)

EMI before pregnancy (ki m)
Cezarean (%)
Cestational age at delivery [week)
Primipara (%)
Diaberes
Cestational diabetes
Hypertension
Smoking status

Infants
Irfant gender [% fernale) 1225 (458 %)
36 (240-42)
A8 (44.0-5200

Weight (k)

Height {cm)

241 {18-37)
162.8 (1500-172:0]
712 (565820

2648 (21-38)

1604 {144.0-185.0)
873 [BE0-1100)
266 {252-206)
11424 (958 %)
3953754100
11424 (458 %)

347 (30.-473)
10718 (305 %)
395 (370-407)
A8 (444 %)

0/24 (00 %) C/12 10.0 %)
Q/24 (00 %) 22010 %)
1/24 (4.0 %) 2418 (11.00%)

2124 (811 ) B DN
10424 (41 6 %)
32 [254-381)

482 {(44.5-530)

818 1444 %)
34 (2544534
49.2 [46-52}

Data for all methers included are shown as median, minimum and maximum values or number and percentages (%)

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 {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, overweight and cbese mothers

Parameter Mormal weight Owerseight Obese Statistical
Clucosz concentrations  Colostrum 19 (D7-29) ° 26i21-3 ™ 32 (20-45 ' F =254 p= 002 comparing the groups)
(mmal/L) Serum 43 (42-51) 44(37-54) 43 (37-57) F = 139.15; p = 001 (comparing the
colostrum and serarn]
Tatal Protein (g Colostrum 1000 (91.0-1150) * 890 (Fe0-1270) 860 {61.0-1570 7 F =025 p= 758 (comparing the groups)
SErum 5o (57.0-67 .0} 625 (5E0-B30) BE.5 (54.0-760) F = 4755 p = 00 {comparing the
colostrum and serrn]
Triglyceride concentrations  Colostrum 5.3 (2.5-66) 51 (25-63) 46 (26-80) 7 F =105% p = 008 (comparing the groups)
|
(mmolL Serum 161(08-22) 19 (09-3.3) 28 (20-55 F = 5747, p = 00 (comparing the
colostrum and serum)
Chelesteral concentrations  Colostrum £3 (21-6.2) 41027549 52(29-87)° F =505 p = 010 [comparing the groups)
el
(mmaliL) Serum 51 (4.7-54) 54 (46-59] 60 (5.2-12.31 " F=1108 p = 002 (comparing the
colastrum and serum)
CRP concentrations (mgfLl  Colostrurmn £0 (00-80) 500(00-110) A0 (0-120 F =123 p = 002 {comparing the groups)

160 (D0-2500 *

SEfLIrn 30 (5.0-2800
Fat (%) Colostrum 3.3 (04-67) 3601.2-94)
Calaries (kcal) Colastrum

&50{170-20100 '+

SE(20-113 "

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

F =727 p= 005 (comparing the groups)

5370 (205 7-754.3) 5436 (3967-0448) BEEZ (4503-11118) " F = &50; p = 003 (comparning the groups)

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

chese mothers

Farametar Marmal weight Oneresaight Ohese Statistical
g {5 Colostrum 33 (2355 ° 38 (21500 57 (3358 4 F=1244 p= 001 (comparing the groups)

Serum 22 (1.6-31) 27 [22-25) 192149 F=2165 p= 002 ([comparing the colostrum and serum)
g L) Colostrum 1.3 (385-2.3) 1.2 (0B-21] 14 [1.0-34) F=01% p= 825 {comparing the groups)

SEFUM 1500118 1.4 (DB-24) 140 10.8-20) F=184 p= 177 {comparing the colostrurm and serum)
1aG gL Colostrum 04 (31-05) 7 03 (p2-058) 7 04 0.24005) ° F =005 p =947 {comparing the groups)

Serum 11.3 (9.2-14.2) 93 [B5-167) 108 17 5-184) F=46858: p= 001 ([comparing the colostrum and serum)
C3 (mgddl)  Colostrum 917 (305110205 903 (441-979) 7 957 (41.3-1309) © F=1498; p= 001 (comparing the groups)

Serum 1217 (108.5-1383) 1524 (90625000 2498 (1181-3129) 7 F=117.30; p =001 [comparing the colostrum and serum)
C4 (mgsdl) Colostrum 3001 [156-34.8) 242 (195407) F  2BB(177-40.3) F=53%1; p=.040 {comparing the groups)

Serum 164 (95-258) 172 {7.1-258) 225013337 ' F=2068; p= 001 [comparing the colostrum and serum)

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

'Statistically significant differences in relation to the normal weight category, considering the came sample {codostrum or blood)
Eotatistically significant differences in relation to the overweight categery, considering the same sample (colastrum or blood)
*Siatistically significant differences between colostrum and serum, considering the same group [normal weight, cverweight 2nd chese)

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 [gA concentrations than
normal weight women. IgM concentrations did not
vary (p=.825) among the groups and between serum
and colostrum samples (p =.177). 1gG 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
{pp=.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
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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 wia 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 uverwr—:ight 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 th{-*.j,' are

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

Unlike lg(, 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 C#4 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 cytokines [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 systern, 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 inflimmatory 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 various
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 immunoclogical parame-
ters of breast milk. Nevertheless, we did not observe any
changes that could cast doubt on the protection that
breastfeeding 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 IgA, 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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responsible for activation of the complement systermn, which,
in turn, would cause the associated metabolic complica-
tions [48].

Obese mothers exhibited higher concentrations of serum
CRPE but not in colosttum. 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 mathers with BMI alterations.

Conclusions

The data obtained in the present study support the
hypothesis that metabolic changes promoted by obesity
can change the biocchemical and immunological parame-
ters of breast milk. Nevertheless, we did not observe any
changes that could cast doubt on the protection that
breastfeeding 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 IgA, 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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Short title: Cytokine and adipokine in maternal obesity

SUMMARY STATEMENT

We examine changes in the level of cytokines and hormones in blood and colostrum of obese

mothers.

Maternal systemic inflammation that is present in obese women influences adipokines and

cytokine levels of colostrum.

A different mechanism to produce and regulate inflammatory mediators probably operates in

the colostrum.
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ABSTRACT

Breast milk contains bioactive components that contribute to newborn development. However,
colostrum may undergo biochemical and immunological changes as a function of maternal
overweight and obesity. To investigate this hypothesis, this study determined the levels of
hormones and immunological markers in the blood and colostrum of overweight and obese
mothers. Colostrum and blood samples were collected from 15 normoweight, 15 overweight
and 15 obese women for determination of leptin, adiponectin, cytokines (TNF-a, IL-6, IL-10)
and C-reactive protein (CRP). Obese mothers exhibited higher levels of blood TNF-a, IL-6 and
CRP, serum and colostrum leptin and colostrum adiponectin and lower levels of blood
adiponectin. Leptin levels in maternal blood and colostrum were positively correlated, as was
pre-pregnancy BMI and blood TNF-a, IL-6, CRP and leptin. Adiponectin levels in colostrum
and serum were negatively correlated. The results suggest that obesity changes hormonal and
immunological components of maternal blood and colostrum. The modifications can have

short-term and long-term effects on newborn development.

Keywords: colostrum, maternal blood, adiponectin, leptin, cytokines, obesity.



ABBREVIATIONS LIST

BMI
CRP
IL-1
IL-6
IL-10
MCP-1
Th

Thl
TNF-a

Body Mass Index

C-reactive Protein

Interleukin-1

Interleukin-6

Interleukin-10

Monocyte Chemoattractant Protein-1
T-helper

T-helper 1

Tumour Necrosis Factor-o



44

INTRODUCTION

Obesity is associated with chronic low-grade inflammation, and its prevalence is associated
with an increase in inflammatory markers such as IL-6, TNF, C-reactive protein (CRP) and

leptin and decrease in anti-inflammatory adipokines (e.g. adiponectin) and IL-10 (1).

The chronic inflammation promoted by obesity can be aggravated during pregnancy,
causing changes in the immune system and metabolism that may result in health complications
(2,3). Maternal obesity also affects the fetus, given that inflammation during gestation is one of
the main factors leading to complications in the neonatal period and childhood. Furthermore,
the immune response programming of the fetus may be a predisposing factor for the

development of diseases in adulthood (2).

Several epidemiological, clinical and experimental studies confirm the protective role of
colostrum and milk against infectious diseases (4-6) and prevention of allergic (7) and chronic
(8) diseases. The long-term benefits of breastfeeding include a decrease in systolic and diastolic
blood pressure, decrease in total cholesterol and lower risk of type 2 diabetes, overweight and

obesity (9).

Breast feeding effects on the metabolic programming of the individual include the
prevention of obesity later in life. The mechanisms underlying the prevention of rapid weight
gain in the postnatal period and in later stages of life are likely associated to the ability to self-
regulate food intake and changes in the metabolic programming of the individual by bioactive
substances of breast milk that can affect parameters such as the number and size of adipocytes

and metabolic differentiation (10,11).

Adipokines identified in human milk have been (12) associated with energy regulation,

appetite and anti-inflammatory immune response (13). Leptin and adiponectin are among the
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main milk adipokines and likely involved in growth regulation and development of newborns
and children, exhibiting long-term effects on the programming of energy balance (12). Leptin

has an inflammatory nature, whereas adiponectin exhibits anti-inflammatory effects (14,15).

Maternal obesity is associated with an increase in leptin levels (16), decrease in adiponectin
(17) and inflammatory responses in placenta, with high levels of pro-inflammatory cytokines
such as IL- 1, MCP-1, TNF-a and IL-6 (18). Owing to the intense interrelationship between
mother and child during the intrauterine and lactation periods, the immunological response of

the mother can affect the immunological system of the child.

Immunological patterns of maternal metabolism affect the immune system development of
newborns, through blood and colostrum, possibly increasing their susceptibility to infections.
Thus, the aim of the study was to determine hormone and immunological markers in blood and

colostrum of overweight and obese mothers.

MATERIALS AND METHODS

Cytokines prolife and hormones in maternal blood and colostrum from normoweight,
overweight and obese mothers was evaluated in a cross-sectional study enrolled at 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 School of Public Health of the University of Sdo Paulo (Protocol Number CAAE:

05269612.7.0000.5421). All the women were evaluated at the service.

Subjects
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Blood and colostrum samples from 45 pregnant women (18-38 years old) were analyzed
according to their prepregnancy BMI (calculated as weight (kg) divided by the square of the
height (m?): normoweight (n=15) subjects were recruited as control; overweight (n=15) and
obese (n=15). Group definition was based on the World Health Organization criterion,
considering normal weight for BMI 18,5-24.9, overweight for BMI 25-29.9, and obesity for

BMI of 30 or more (19).

The controlled variables in all groups during pregnancy were smoking status (yesho),
hypertension (yes/nho) and prepregnancy and gestational diabetes (yes/no). 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 Consent Form. Exclusion criteria were
fetal malformations and multiple pregnancy. Inflammatory and/or infectious processes or
conditions were monitored, as the consumption of anti-inflammatory drugs. Details of delivery

were collected after birth.
Colostrum sampling

We collected 8 mL of colostrum within 24-48h after delivery. Samples were centrifuged at 160
G and 4°C for 10 min. The upper fat layer and cells were discarded, and the aqueous supernatant

stored at -800C for later cytokines, C-Reactive Protein and hormones analysis.
Blood sampling

Samples of 8 mL of maternal blood were collected at birth in tubes. We centrifuged them at
160 G for 15 min to separate serum from the cells. The serum was stored at -80°C for later

cytokines, C-Reactive Protein and hormones analysis.

Determination of hormones
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Adiponectin and leptin concentrations in maternal serum and breast milk were measured with
a commercially available ELISA Kkits (Biovendor-Laboratory Medicine, Czech Republic).
Measurements of adiponectin and leptin in maternal serum were performed according to the
manufacturer’s instructions. The protocols were slightly modified for adiponectin and leptin in
breast milk: to remove fat, samples were centrifuged at 160 G and 4°C for 10 min. We used the
fat-free phase for determination of adiponectin and leptin as described previously by Bronsky

et al.(20).

Quantification of cytokines

Serum and colostrum supernatant were collected and stored at —80°C prior to analyses. The
samples were thawed and cytokines (IL-6, IL-10, and TNF-a) were measured by cytometric
bead array (CBA, BD Biosciences) according to the manufacturer procedures. A flow cytometer
was used for these analyses (FACSCalibur, BD Biosciences, USA). The data were analyses

used the software FCAP Array 1.0 .

C-Reactive Protein assay

C-Reactive Protein (CRP) concentrations in human colostrum and serum were measured using
the PCR Turbilatex Kit (BioTécnica®, Brazil, Catalog 20.015.00) by turbidimetric method.
Samples of 5 pL of colostrum, serum and standard were placed in 1000 pL of solution
(phosphate Buffer 40 mmol, sodium azide 0.95g/L, suspension of latex particles sensitized with
goat 1gG anti Human C-reactive protein). The suspensions were mixed and placed at 37°C and
the reactions were measured immediately and at 120 seconds. The reactions were read on a

spectrophotometer at 540 nm.

Statistical analysis
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Data are expressed as the mean + standard error (SE). The statistically significant difference
were evaluated using the Analysis of Variance (ANOVA) test with the Tukey multiple
comparison test. Correlations were determined by Pearson correlation coefficients. A P value

of <0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

The clinical characteristics of the normal weight, overweight and obese women studied

are shown in Table 1. Their neonates exhibited similar somatometry at birth (Table 1).

As indicated by cytokine levels in colostrum and maternal blood (Table 2), obese
mothers exhibited the highest levels of blood IL-6 and TNF-a, whereas in the colostrum these
cytokines showed similar concentrations among the groups. Irrespective of the BMI, IL-10
levels were similar between maternal blood and colostrum. Obese mothers had the highest CRP

levels in blood, but in colostrum they were similar among the groups (Table 2).

Adiponectin and leptin levels varied as a function of weight status and material sampled
(blood or colostrum) . Blood leptin level was 21.16 + 3.1 ng.mL™? in the normal weight group,
32.81 + 3.77 ng.mL? in overweight and 36.84 + 1.92 ng.mL™ in obese women. In colostrum,
leptin concentration was 0.19 + 0.04, 0.16 + 0.03 and 0.32 + 0.06 mg.dL in normal weight,
overweight and obese groups, respectively. Leptin levels were higher in maternal blood and
colostrum of the obese group (Figure 1). In normal weight, overweight and obese groups, blood
adiponectin levels were 8.65 + 0.38, 7.71 + 0.91 and 5.91 + 0.69 mg.mL™ and colostrum
adiponectin levels were 8.61 + 1.03 9.69 + 1.20 and 13.82 + 02.08 ng.mL™%, respectively. Obese

women showed the highest levels of adiponectin in blood and the lowest levels in the colostrum
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(Figure 2). Leptin levels in blood and colostrum were positively correlated, whereas adiponectin
showed no correlation between the samples (Figure 3).

Pre-pregnancy BMI was positively correlated with TNF-a, 1L-6, CRP and leptin in
maternal blood an also leptin and adiponectin levels in colostrum. However, it was negatively
correlated with adiponectin levels (Table 3).

The correlations between immunological marker and leptin and adiponectin levels are
shown in Tables 4 and 5, respectively. Serum leptin was positively correlated with IL-6
cytokine and CRP, and serum adiponectin was negatively correlated TNF-a, IL-6 and CRP. No

correlation were found between hormone levels and immunological components in colostrum.

DISCUSSION

Elevated levels of circulating cytokines and acute phase inflammatory proteins have been
associated with maternal obesity (21-25). In obese mothers, the state of chronic inflammation
can trigger an exaggerated inflammatory response in the placenta, with accumulation of
macrophages and production of pro-inflammatory mediators (18). The present study identified
high levels of cytokine and inflammatory markers in the blood of obese mothers, and the
changes detected in leptin and adiponectin levels in their blood and colostrum may also be

associated with this condition.

The high concentrations of cytokines IL-6, TNF-o. and PCR in the blood of obese mothers
was not observed in their colostrum. The course of pregnancy and postpartum is characterized
by major changes in inflammatory mediators, and in obese women these modifications include
increased levels of inflammatory markers in blood (6,24,25-28) amniotic fluid (29), placenta
(18,30), fetal blood, (31) and newborns (6,32). Maternal obesity is known to increase the risk

of morbidity and mortality of both the mother and the fetus, and aggravation of the
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inflammation promoted by this condition appears to be involved in mediating a number of

adverse effects during pregnancy.

Increased CRP levels during pregnancy, observed in mothers and their newborns, (32) can
be considered a predictor of premature membrane rupture and preterm birth (28). High levels
of serum IL-6 have also been described as a risk factor for preterm birth and subsequent
intravascular hemorrhage in newborns (26). Increase in maternal BMI, in turn, is associated
with systemic inflammation and activation of distinct inflammation pathways in the placenta
(30). Furthermore, pre-pregnancy obesity is related to increased maternal endotoxemia and
metabolic inflammation (27). Fetal exposure to this pro-inflammatory milieu may lead to
critical consequences for short and long-term obesity programming (18). Other studies report
heightened CRP and TNF-a levels in the amniotic fluid of pregnant obese women, reinforcing

fetal exposure to high concentrations of cytokines and pro-inflammatory mediators (29).

In the present study, obesity did not change the levels of cytokines in colostrum. The
presence of these cytokines in breast milk may be an important compensatory mechanism for

the delayed development of the newborn immune system (33).

Leptin levels were correlated with pre-pregnancy BMI, confirming that obese mothers had
higher levels of adipokines in both blood and colostrum. The results corroborate other studies
reporting that an increase in leptin secretion in blood (34) and colostrum (12) is associated with
BMI. Similar to other investigations, the results indicate a positive correlation between leptin
levels in colostrum and maternal blood (12,35). It is suggested that leptin levels in human milk
are positively correlated with BMI (35) and maternal fat (37), but not with the calorie content

of milk.

Leptin levels in colostrum during the first weeks after childbirth are negatively associated

with baby weight gain at six months (3). This suggests that milk leptin reflects the association
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between maternal body composition and infant growth and development, playing a critical role
in the regulation of appetite and food intake during infancy (38). Part of the protective effects
that breastfeeding provides against chronic diseases, especially obesity later in life, have been
attributed to leptin (39). Furthermore, other studies report a positive correlation between leptin
levels and blood pressure in pregnant women, suggesting increased risk of cardiometabolic

complications (38).

Although blood adiponectin levels were low in obese mothers, their colostrum exhibited
high levels of this hormone. Blood and colostrum adiponectin levels were not correlated, but
maternal BMI was positively associated with blood adipokine levels and negatively correlated
with colostrum adipokine levels. Other studies report a reduction in serum adiponectin in obese
individuals (38, 40-42), suggesting that fetuses from obese mothers are less able to control
inflammation because they exhibit lower circulating levels of these anti-inflammatory
adipokines, limiting their optimal growth or even increasing the risk of miscarriage and
premature delivery (31). Other studies show a negative correlation between maternal obesity
and adiponectin levels, but a positive correlation between BMI and the levels of this hormone

in breast milk (14,43).

A positive correlation has been reported between serum adiponectin levels in infants and
the breast milk they consume (44). However, the implications of high adiponectin
concentrations in breast milk are controversial. While some authors associate it with lower
weight gain and a leaner body in 6-month old breastfed children (43), others suggest that high
levels of adiponectin in breast milk may be a risk factor for the development of childhood
obesity (35). Breast milk adiponectin is mostly in the active form, indicating that its adipokines

are likely involved in regulating neonatal weight gain (43).
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Leptin and adiponectin have been associated with immunomodulatory effects. In the
present study, leptin levels were positively correlated with IL-6 and CRP in maternal blood, but
showed no correlation with TNF-a in blood or colostrum. Adiponectin, in turn, was negatively
correlated with inflammatory markers (TNF-a, IL-6 and CRP) in maternal blood. Leptin is a
pleiotropic molecule known to be an important factor in satiety regulation and classified as a
cytokine, playing an important role in innate and acquired immunity (45). Leptin participated
in the regulation of T cell response, leading to polarization of Th cells into the Th1 phenotype
and inducing the production of pro-inflammatory cytokines such as TNF-a and IL-6 (15,46).
Adiponectin, in turn, has an anti-inflammatory nature and induces the release of IL-10, its

immunomodulatory action being opposite to that of leptin (15,47).

Other reports indicate that serum leptin concentrations are positively associated with
circulating I1L-6 and CRP, supporting the relationship between leptin and other immunological
parameters (48). Low levels of adiponectin in the blood of obese women are associated with
elevated IL-6 and CRP levels (49), whereas normal individuals show high levels of adiponectin

and secretion of lower TNF-a levels in adipose tissue (50).

Obese mothers displayed a decrease in blood adiponectin levels and an increase in leptin
levels, while, despite the increase in leptin levels, their colostrum exhibited surprisingly high
concentrations of adiponectin. Adiponectin exerts anti-inflammatory activity, and is capable of
reducing the production of pro-inflammatory and increasing the production of anti-
inflammatory cytokines. In colostrum, an increase in adiponectin is likely associated with the
regulatory role of breast milk in the promotion of adequate growth in addition to the

immunological and metabolic programming of newborns.

In conclusion, the results suggest an interaction between hormonal components and

immune mediators in the blood of obese mothers. A different mechanism to produce and
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regulate inflammatory mediators probably operates in the colostrum, which exhibits

immunological components that protect newborns without triggering inflammatory processes.
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CLINICAL PERSPECTIVES

Increase in maternal BMI is associated with systemic inflammation and fetal exposure in pro-
inflammatory milieu may lead to critical consequences for short and long-term programming
obesity. Thus, the use of breastmilk with alternative therapy can minimize inflammation and
interfere with fetal metabolic programming. For the mothers the encouragement for
breastfeeding can help to control weight, and consequently decrease inflammation resulting

from obesity.
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Table 1. Clinical characteristics of the women under study, according to pre-gestational BMI
status (normoweight, overweight and obese).

Variables Normoweight (n=15) Overweight (n=15) Obese (n=15)

Mothers
Age (y) 25.8+6.1 24.20 £ 6.3 29.40 £5.9
Height before pregnancy (cm) 162.6 + 0.6 161.6 +0.5 160.6 + 0.8
Weight before pregnancy (kg) 58.5+6.0 71.46+4.1 87.09+11.1
BMI before pregnancy (kg/m?) 22.1+18 27.4+1.3 34.4+£49
Weight gain over pregnancy (kg) 13.1+4.6 10.6 +4.9 128+7.8
Mode of delivery (% vaginal)* 11/15 (73.3%) 8/15 (53.3%) 7/15 (46.6%)
Duration of gestation (wk)# 39.0+£2.0 396+1.1 40.1+£1.0

Primipara (%) *
Glycemic levels
Infants
Infant gender (% female) *
Weight (kg)

Height (cm)

8/15 (53.3%)

76.1+7.6

8/15 (53.3%)
33105

48.3+2.2

7/15 (46.6%)

75.7+8.2

6/15 (40.0%)
34104

492+18

5/15 (33.3%)

79.1+83

7115 (46.%)
33%05

48.7+19

Data for all mothers included are shown as mean and SD.

#Median
* Percentages (%).
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colostrum.
BMI category (Kg/m?)

Biomarker Normoweight Overweight Obese p
TNF-a, pg/mL
Colostrum 10.58+1.77 11.67+2.10 12.91+2.44 0.7353
Serum 5.49+0.70 5.86+0.64 8.63+0.61* 0.0383
IL-6, pg/mL
Colostrum 34.73+7.68 38.20+7.07 44.04+10.28 0.5520
Serum 1.73+0.18 2.87+0.67 4.03+0.76* 0.0152
IL-10, pg/mL
Colostrum 8.52+1.40 7.56+1.83 8.08+1.31 0.9061
Serum 4.27+0.74 4.03+0.69 4.09+0.72 0.9696
CPR, mg/dL
Colostrum 0.38+0.12 0.47+0.13 0.56+0.18 0.7025
Serum 0.91+0.33 1.50+0.37* 8.50+2.01 <0.0001

* Indicates intergroup differences within each sample.

Data are presented as mean *SE.



Table 3. Correlations of leptin and immune biomarker concentrations in maternal serum and
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colostrum. ?
Median (Range) Correlation coeficient p

Maternal Serum
TNF-a, pg/mL 6.98 (2.16-14.9) 0.1478 0.3502
IL-6, pg/mL 2.88 (0.83-7.15) 0.4858 0.0102
IL-10, pg/mL 4.26 (1.38-8.12) 0.2906 0.085
CPR, mg/dL 3.67 (0.00-20.10) 0.3944 0.031
Colostrum
TNF-q, pg/mL 12.03 (3.14-34.53) 0.2805 0.0719
IL-6, pg/mL 39.00 (9.39-87.6) 0.2324 0.24433
IL-10, pg/mL 8.13 (2.47-19.22) -0.2236 0.1897
CPR, mg/dL 0.47 (0.00-1.45) 0.1571 0.4245

2 Results shown are for correlations for leptin.



Table 4. Correlations of adiponectin and cytokines and CRP concentrations in maternal serum

and colostrum. 2
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Median (Range) Correlation coeficient p

Maternal Serum

TNF-a, pg/mL 6.98 (2.16-14.9) -0.3967 0.0093
IL-6, pg/mL 2.88 (0.83-7.15) -0.4621 0.0152
IL-10, pg/mL 4.26 (1.38-8.12) 0.0783 0.6499
CPR, mg/dL 3.67 (0.00-20.10) -0.3729 0.0423
Colostrum

TNF-a, pg/mL 12.03 (3.14-34.53) 0.0857 0.5893
IL-6, pg/mL 39.00 (9.39-87.60) 0.2159 0.2794
IL-10, pg/mL 8.13 (2.47-19.22) 0.0776 0.6530
CPR, mg/dL 0.47 (0.00-1.45) -0.0849 0.5578

2 Results shown are for correlations for adiponectin.
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Figure 1. Leptin levels in the samples and study groups. Data correspond to mean + SE. Statistical
significance was set at p< 0.05. ®Leptin levels were measured in ng.dL™ in colostrum and ng.mL"
Lin serum.
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Figure 2. Adiponectin levels in the blood and colostrum samples of the groups. Data correspond
to mean * SE. Statistical significance was set at p< 0.05. ® Adiponectin levels were measured in

ng.mL? in colostrum and pg.mLt in serum.
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ABSTRACT

Obesity is an inflammatory condition, cytokines have been implicated in its physiopathology.
The present study evaluated the cytokine profile present in maternal blood and colostrum of
overweight and obese mothers. The women were divided for maternal blood and colostrum
sampling according to their body mass index status: lean (N=15), overweight (N=15) and obese
(N=15) groups. We determined cytokines levels by flow cytometer and the data were analyses
used the software FCAP Array 1.0. No significant variations were detected in the IL2, IL4, IL-
10, and IL-17 concentrations between colostrum and maternal blood and at either different
groups studied. IL6 and TNF- o was increased in maternal blood from obese mothers. When
available between groups we observed that, independently of BMI, IL6, TNF-a and IFN-y
concentration was higher in colostrum, and TGF- B is higher in maternal blood. Maternal I1L-6
was found significantly correlated with colostrum cytokines. The lowest concentration of TGF-
[ was observed in colostrum from obese mothers. These data suggest maternal obesity modified
the cytokines profile in colostrum and maternal blood and corroborate the hypothesis that BMI

alters the roles of cytokines thus in the systemic and mucosal immune response.

Key words: colostrum, maternal blood, cytokines, obesity.
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INTRODUCAO

A obesidade est4 associada a uma série de doencas metabolicas e representa uma das
principais preocupacdes de salde publica na atualidade devido ao significativo avanco de sua
prevaléncia nos Ultimos anos (MASOODI et al. 2014). Existem fortes evidéncias de que
obesidade pode comprometer fun¢des imunoldgicas (MILNER & BECK, 2012), levando a uma
maior incidéncia e severidade de doengas infecciosas (FALAGAS & KOMPOTI, 2006). Os
mecanismos responsaveis por essa imunocompeténcia reduzida parecem ser resultado do estado
de inflamacdo crénica de baixo grau decorrentes do aumento da producéo de citocinas pro-
inflamatdrias pelo tecido adiposo (WOMACK et al. 2007; DAS, 2001).

A obesidade exerce forte impacto na saude perinatal por representar um importante fator
associado com complicagdes na gravidez e no aumento da morbidade e mortalidade materno-
fetal (AVCI et al 2014). A obesidade materna pode intensificar a inflamag&o cronica associada
a gestacdo se estendendo para uma resposta inflamatdria exacerbada no ambiente intra-uterino
capaz de influenciar o desenvolvimento do feto (CHALLIER et al 2008). Durante a gestacao,
as citocinas desempenham um importante papel na modulacédo do sistema imunolégico materno
(AUSTGULEN et al. 1994) no sentido de possibilitar o estabelecimento e a manutencédo de
uma gestacdo viavel (GUILBERT, ROBERTSON & WEGMANN, 1993).

Os linfocitos T CD4* atuam na regulacdo do sistema imunoldgico através de sua
diferenciacdo em diferentes subtipos que secretam perfis de citocinas caracteristicos com
funcdes dinstintas. As células T CD4" foram classificadas inicialmente em Thi, que secretam
principalmente as citocinas interleucina 1 (IL-1), IL-2, IL-12, IL-15, IL-18, interferon gamma
(IFN-y), e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e promovem a inflamagdo e as respostas
mediadas por células; e em TH2 que sdo fonte das citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 e
estédo envolvidas principalmente na regulacdo das respostas humorais (CHALLIS et al. 2009;
RENGARAJAN et al. 2000).

Estudos sugerem que durante a gestacdo ha um predominio de citocinas produzidas
pelas células Th2 e inibicdo das respostas citotoxicas das células Thl aos antigenos fetais,
possibilitando a manutencédo da gestacdo e a sobrevivéncia do feto (WEGMANN et al. 2003).
Processos inflamatorios e infecciosos podem alterar o balango Th1/Th2 ocasionando um
predominio do perfil Thl, que inicia a cascata de producdo de citocinas inflamatorias
envolvidas em desfechos gestacionais adversos como aborto espontaneo, parto prematuro,

restricdo do crescimento intrauterino e pré-eclampsia (CHALLIS et al. 2009).
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Atualmente o paradigma Th1/Th2 se tornou insuficiente para explicar a ocorréncia de
casos de aborto de repeticdo associados ao padréo Th2 (SAITO et al. 2010; CHAOUAT et al.
2003). Assim, respostas Th3 e Th17 tem sido apontadas como fatores relevantes na gestacao
(SAITO et al. 2010; PECK et al. 2009). As celulas Th17 secretam IL-17, uma citocina proé-
inflamatoria, e estdo associadas com doengas autoimunes, rejeicao aguda a transplantes e pré-
eclampsia; enquanto as células Th3 formam um subtipo especifico de células T que secreta
principalmente fator de crescimento transformante (TGF-B), citocina envolvida na
imunorregulacdo e tolerancia e que apresenta propriedades supressoras sobre as células Thl
eThl1l7 (SAITO et al. 2010; WEINER, 2001).

No sobrepeso e na obesidade ha controvérsias em relacdo ao equilibrio entre perfis de
citocinas. Alguns autores relatam um desvio para a produgao de citocinas de perfil Th1 (WINER
et al. 2009; ROCHA et al. 2008; SVEC et al. 2007; PACIFICO et al. 2006), outros relatam
aumento do perfil Th2 (VAN DER WEERD et al. 2012; CIPRANDI et al. 2011; HERSOUG &
LINNEBERG, 200) e TH17 (WINER et al. 2009). Dada a importancia de uma fina regulacédo
de citocinas durante a gestagdo (DENNEY et al. 2011; AUSTGULEN et al. 1994), condicGes
como a obesidade que alteram o balanco de citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatorias

podem estar associados com desfechos gestacionais adversos.

Na literatura ha poucos dados em relacdo ao perfil de citocinas no sangue e colostro de
mées obesas. Sabe-se que a dieta pode influenciar o perfil Th1/Th2 (KHAN et al. 2006). Estudos
tem revelado que a transferéncia materna de fatores imunoldgicos durante a gestacdo e a
persisténcia durante a amamentacdo sdo importantes para o recém-nascido (NGUYEN et al.
2007). Assim, o presente estudo avaliou os perfis de citocinas presentes no colostro e sangue

materno de maes portadoras de obesidade.

MATERIAIS E METODOS

O perfil de citocinas do sangue e colostro humano de maes eutréficas, sobrepeso e
obesidade foram avaliadas em uma coorte historica. As amostras foram obtidas nos Servi¢os
Obstétricos do Hospital Maria José dos Santos Stein, conveniado a Faculdade de Medicina do
ABC, Santo Andre, SP, Brasil. As mées foram consultadas sobre sua disponibilidade em doar
uma amostra de sangue e uma de colostro, e as coletas s6 foram realizadas ap0s a assinatura do

Termo de Consentimento Livre e Esclarescido. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica
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e Pesquisa da Faculdade de Saude Publica da Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, SP, Brasil
sob protocolo .

Sujeitos

Amostras de sangue e colostro de 45 gestantes, entre 18 a 38 anos, foram analisados de
acordo com o IMC pré-gestacional (calculado como peso (kg) dividido pelo quadrado da altura
(m?)): gestantes eutroficas (n=15) foram recrutadas para compor o grupo controle; sobrepeso
(n=15) e obesidade (n=15). A definicdo dos grupos baseou-se nos Critérios da Organizacédo
Mundial de Salde, considerando peso normal IMC entre 18,5-24.9, sobrepeso para IMC entre
25-29.9, e obesidade para IMC igual a 30 ou mais (WHO, 1995).

As variaveis de controle em todos 0s grupos durante a gestacdo foram consumo de cigarro
(sim/ndo), hipertensdo (sim/ndo), diabetes gestacional ou pré-gestacional (sim/ndo). Os
critérios de exclusdo foram malformac6es fetais e gestacdes multiplas. Dados relativos aos

parto foram coletados apds o nascimento.

Obtencéo de sobrenadante de colostro humano
Amostras de 8 ml de colostro foram coletadas e posteriormente centrifugadas durante
10 minutos sob refrigeracao a 4°C para obtencdo do sobrenadante de colostro, armazenadas em

freezer — 80°C para posterior dosagens bioquimicas, imunoldgicas e hormonais.

Obtencao do Soro Sanguineo

Amostras de 8 ml de sangue foram coletadas e posteriormente centrifugadas por 15
minutos a 160G a temperatura ambiente. O soro foi separado e armazenado a -80°C para
analises posteriores. O soro foi separado e armazenado a -80°C para posterior dosagens

bioquimicas, imunolégicas e hormonais.

Quantificagdo das Citocinas

As concentragdes de citocinas presentes nas amostras de plasma e sobrenadante de
colostro foram avaliadas pelo Kit “Cytometric Bead Array” (CBA, BD Bioscience, USA —
Fagundes et al. 2016). As analises destas citocinas foram realizadas através de citometria de
fluxo (FACSCalibur, BD Bioscience, USA). Os dados foram analisados através do software
FCAP Array. As concentragdes de TGF-B1 foram mensuradas utilizando kits comerciais
ELISA para essas moléculas (R&D Systems, Minneapolis, EUA).
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Anéalise estatistica

Os resultados foram expressos em media + erro padrdo (EP). Para andlise estatistica
utilizou-se Anélise de Variancia (ANOVA), seguido de comparac¢des multiplas pelo teste de
Tukey. Para o estudo das correlagdes, entre citocinas do sangue materno e colostro, utilizou-se
o0 teste de correlagdo de Pearson. As anélises estatisticas foram consideradas significativas

quando o valor de p foi menor 0.05 (p< 0,05).

RESULTADOS

As caracteristicas antropométricas das maes e de seus recém-nascidos sdo apresentados
na tabela 1. Em todos os grupos estudados (eutroficos, sobrepeso e obesidade) os neonatos tem

caracteristicas somatomeétricas similares ao nascimento.

As citocinas IL-2, TNF-a, INF-y, IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B e IL-17 foram avaliadas no
colostro e sangue materno dos diferentes grupos (Tabela 2). As concentracgdes de IL-2, IL-10 e
IL-17foi similar entre os grupos estudados, tanto no sangue como no colostro. Houve aumento
de IL-6 e TNF-o no sangue de maes obesas em compara¢do com 0s grupos de mées com

sobrepeso e eutrdficas (tabela 2).

As amostras de colostro (independente do IMC) apresentaram maiores concentracfes
de IL6, IL-4, TNF-a, IFN-y e TGF-B (Tabela 2). Os niveis de TGF- foram menores no colostro
de mées obesas. Na figura 1 esta apresentada a intensidade de fluorescéncia das diferentes

citocinas presentes no colostro e no sangue materno dos grupos estudados

As citocinas presentes no sangue materno e no colostro foram correlacionadas.
Observou-se que houve correlagdo entre as concentracOes de IL-6 presentes no sangue e no
colostro. Entretanto, ndo houve correlagdo entre as concentragdes de 1L-2, INF-y, TNF-a, IL-
4, IL-10, TGF-B e IL-17 nas amostras de sangue e de colostro (Figura 2).

DISCUSSAO

A obesidade é caracterizada por um estado de inflamac&o crénica de baixo grau com
producdo anormal de citocinas e ativacdo de vias de sinalizacao pro-inflamatorias (LANG &

RATKE, 2009) que exercem papel central na patogénese de diversas doengas cronicas
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associadas a obesidade (RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al. 2013). Estudos tem mostrado
consistentes associagOes entre a obesidade materna e morbidade perinatal (LU et al. 2001) e
riscos a longo prazo para a saude do neonato (O'REILY & REYNOLDS, 2013). A obesidade
na gestacdo também induz inflamacéo e alteragdes metabolicas e imunologicas que podem ser
a causa das multiplas complicagdes verificadas nessas gestagdes (SCHMATZ et al. 2010). No
presente estudo foram descritos o perfil de citocinas no colostro e sangue materno de mulheres

com excesso massa corporal, bem como a correlacdo destas citocinas no colostro e sangue.

No sobrepeso e na obesidade ha controvérsias em relacdo ao balango entre citocinas pro-
inflamatdrias e anti-inflamatorias. Enquanto alguns autores relatam um desvio para a producéo
de citocinas pro-inflamatdrias (WINER et al. 2009; ROCHA et al. 2008; SVEC et al. 2007),
outros relatam aumento de citocinas anti-inflamatérias (VAN DER WEERD et al. 2012;
CIPRANDI et al. 2011; HERSOUG & LINNEBERG, 2007). Durante a gestacéo, os linfocitos
do sangue periférico materno secretam mais citocinas Th2 (como IL-4, IL-6, IL-10) e menos
citocinas Thl, caracterizada pela producéo de citocinas como IL-2, IFN-y e TNF-a, em relacédo
a mulheres ndo gestantes. O sucesso da gestacdo esta associado com o predominio do perfil Th2
(DAHER et al. 2004; WEGMANN et al. 1993), enquanto a dominancia do perfil Thl tem sido
associada com pré-eclampsia e abortos (SAITO et al. 1999; SAITO & SAKAI, 2003).

As gestacdes complicadas pela obesidade ou diabetes mellitus levam a continuos estimulos
adversos que estdo associados com disregulac@es metabdlicas, vasculares e de vias inflamatorias
(HAUQUEL DE-MOUZON & GUERRE-MILLO, 2006). No presente trabalho o sobrepeso e a
obesidade materna ndo influenciaram os niveis de IL-2, 1L4, IL-10, IL-17 e IFN-y presentes no
colostro e sangue materno. Por outro lado, foram verificadas elevac¢fes nos niveis de IL-6 € TNF-
o no sangue materno de maes obesas, enquanto que no colostro houve redugdo na concentragao
de TGF-B. Interessante notar que a IL-6 materna apresentou correlagcdo positiva com o colostro,
mas 0 mesmo nao foi observado para TNF-a e TGF-f.

A literatura relata que a IL-6 é critica no inicio da gestacdo, no periodo peri-conceptual,
atuando na implantacdo do blastocisto. No presente estudo foram encontrados niveis elevados
desta citocina no sangue materno de mées com obesidade. A IL-6 tem sido mais frequentemente
classificada como uma citocina anti-inflamatoria do perfil Th2, representando um importante
ambiente anti-inflammatdrio na interface materno-fetal, uma vez que esta citocina desempenha
papel fundamental na manutencdo da gestacdo com efeitos benéficos a unidade feto-placentaria,

inibindo a secrecéo de citocinas pro-inflamatdrias (CONTI et al. 2003). Porém esta classificacdo
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entre os subtipos Th1l e Th2 permanece controversa para esta citocina, e alguns autores a analisam
como pro-inflamatdria. Os achados recentes sugerem o envolvimento de a¢des pro-inflamatérias
da IL-6 em todos os tipos de aborto espontaneos avaliados no estudo (DROZDZIK et al. 2013).
Outros autores também relatam o envolvimento do papel inflamatoério da IL-6 no nascimento
pré-termo (STALLMACH et al. 1995), pré-eclampsia (TAYLOR et al. 2015), e em associacdo
com outras citocinas pré-inflamatorias com diabetes gestacional (FAGUNDES et al. 2016).

Os resultados deste estudo mostraram uma maior concentracdo de IL-6 no colostro em
relagdo ao sangue materno. O colostro é uma importante fonte desta citocina para o lactente, uma
vez que ja foi mostrado que esta secrecdo apresenta niveis mais elevados de IL-6 quando
comparado ao sangue de corddo de neonatos saudaveis (MILLER et al. 1990). Além disso, 0s
monocitos do sangue de recéem-nascidos s&o menos efetivos que os mondcitos de adultos na
producdo de IL-6 em resposta a IL-1a (SCHIBLER et al. 1992). A IL-6 esta fortemente associada
com a producdo local de IgA pela glandula mamaria (SAITO et al. 1991) Elevados niveis de IL-
6 no colostro humano tem sido associados com menor peso relativo, ganho de peso, percentual
de gordura e de massa magra nos lactentes, enquanto altos niveis de TNF-a esta associado com
menor massa magra. Esses resultados sugerem que essas citocinas pro-inflamatorias, juntamente
com as adipocinas reguladoras do apetite podem exercer um importante papel no ganho de
gordura e massa corporal (FIELDS & DEMERATH, 2012).

Neste estudo, verificou-se uma maior concentracdo de TNF-a no sangue de mdes com
sobrepeso e obesidade. Diversos estudos tem investigado a resposta inflamatoria e a producéo de
citocinas de gestantes obesas. A relacdo entre obesidade e inflamacg&o que tem sido hipotetizada
é de que a inflamacdo pode também implicar na pato-fisiologia de doengas. Alguns autores
relataram niveis elevados de TNF-a em mées obesas (AYE et al. 2014; WINKLER et al. 2002).
Bugatto et al. 2010 verificaram niveis de TNF-a elevados no liquido amnidtico de gestantes
obesas, e esta citocina apresentou correlacdo positiva com o BMI materno, sugerindo exposicao

do feto a elevados niveis desta citocina pro-inflamatéria (BUGATTO et al. 2010).

O TNF-o também €& um importante imunomodulador encontrado em quantidades
subtanciais no leite materno durante a fase inicial de lactacdo, e é provavelmente secretado pelos
macrofagos do leite (RUDLOFF et a. 1992), assim como pelo tecido epitelial (BASOLO et al.
1991). Existem evidéncias de que receptores soltveis de TNF-a no colostro se ligam a rTNF-a. e
podem neutralizar a sua bioatividade, e por conseguinte, podem contribuir para o carater anti-
inflamatorio do colostro e leite humano (BUESCHERr & MCWILLIAMS-KOEPPEN, 1998).
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O colostro de maes obesas apresentou menor concentracdo de TGF-p. A amamentacdo néo
confere apenas imunidade passiva mas também estimula o desenvolvimento do sistema imune e
das respostas inflamatorias do recém-nascido, 0 TGF-§ tem um importante papel nesse processo
ao regular a producao de IgA e a inducéo da tolerancia oral (BOTTCHER et al. 2008; STROBEL,
2002). O leite materno é uma fonte rica dessa citocina que possui fundamental importancia para
0 recém-nascido uma vez que a producdo enddgena de TGF-P é escassa nos primeiros dias de
vida e aumentam gradualmente com o tempo. Diversos estudos tem mostrado associacdo de
elevados niveis de TGF-B no leite humano na prevencdo de doencgas alérgicas durante a infancia
(KALLIOMAKI et al. 1999). A literatura relata que as variagfes nos niveis de TGF-B no leite
humano néo se relacionam com os niveis plasméaticos (HAWKES, BRYAN & GIBSON, 2002),
0 que corrobora com os resultados do presente estudo uma vez que a diminui¢do nos niveis desta

citocina no colostro ndo foram precursionadas por reduces no soro materno.

Esses achados sugerem que o estado nutricional materno pode modificar o perfil do
colostro e sangue materno, o que corrobora com a hipotese de que a obesidade altera o papel das
citocinas na resposta imune sisttmica e de mucosas, e consequentemente, com os efeitos

protetores oriundos do leite materno que parecem ser mantidos além do periodo de amamentacao.
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas das maes do estudo de acordo com o status do IMC pré-gestacional (eutrofico,

sobrepeso e obesidade).

Variaveis

Eutrdéfico (n=15)

Sobrepeso (n=15)

Obesidade (n=15)

Maes

Idade (anos)

Altura antes da gestacdo (cm)

Peso antes da gestacdo (kg)

IMC pré-gestacional (kg/m?)

Ganho de peso durante a gestacdo(kg)
Tipo de parto (% vaginal)*

Duragdo da gestagdo (wk)*

Primipara (%) *

Niveis glicémicos
Recém-nascido

Género (% feminino) *

Peso (kg)

Comprimento (cm)

258+6.1
162.6 + 0.6
58.5+ 6.0
221+18
13.1+46
11/15 (73.3%)
39.0+20
8/15 (53.3%)

76.1+7.6

8/15 (53.3%)
33+05

483+2.2

2420+ 6.3

161.6+0.5

71.46+4.1

274+13

10.6+4.9

8/15 (53.3%)

39.6+1.1

7/15 (46.6%)

75.7+8.2

6/15 (40.0%)

34+04

492+18

29.40 +5.9
160.6 + 0.8
87.09+11.1
34.4+49
128+78
7/15 (46.6%)
40.1+1.0
5/15 (33.3%)

79.1+8.3

7/15 (46.%)
33+05

48.7+19

Os dados do bindnio mae-filho foram apresentados em média e DP.

#Mediana
* Porcentagem (%).



Tabela 2. Concentracdo de citocinas (pg/ml) no colostro e sangue materno dos grupos eutréfico, sobrepeso

e obesidade.
Concentragao (pg/ml)
Perfil Citocina Amostras
Eutréfico Sobrepeso Obesidade
Citocina
Colostro 3.35+£1.25 1.59+0.23 1.65+0.14
IL-2
Sangue Materno 1.97+0.71 2.0£0.35 2.05£0.25
Colostro 10.58+1.77# 11.67+2.1% 12.91+2.44%
TNF-a
Thl Sangue Materno 5.49+0.70 5.86+0.64 8.63+0.61*
Colostro u u “
IFN-y 6.98+£1.08 6.8310.81 7.87+£0.89
Sangue Materno 3.6840.3 4.4110.63 4.68+0.65
Colostro 8.92+2.59% 11.44+5.03% 9.36+3.33%
IL-4
Sangue Materno 1.84+0.21 2.42+0.41 2.61+0.20
Colostro 34.73+7.68" 38.20+7.07% 44.04+10.28"
Th2 IL-6
Sangue Materno 1.73+0.18 2.8710.67 4.03+0.76*
Colostro 8.52+1.40 7.56%1.83 8.08+1.31
IL-10
Sangue Materno 4.27+0.743 4.03+0.69 4.09+0.72
Th3 Colostro 1,937.77+187.51# 1,355.55+231.15" 1,043.11+238.72*#
TGF-B Sangue Materno
2,2044.84+£831.05 2,028.69+960.56 2,157.76%£2,551.39
Colostro 33.7945.32 31.70+£4.98 40.93+4.74
Thl7 IL-17
Sangue Materno 23.7943.52 32.87+£5.96 34.7945.03

Os resultados foram representados em média e DP da concentragdo de citocinas do sangue e colostro materno.

* Indica variacdo intergrupo entre cada amostra, e findica diferengas entre as amostras (sangue e colostro) considerando a mesma citocina.
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Figure 1. Fluorescence intensity of cytokines concentrations from lean, overweight and obese mothe
Fluorescence analyses were carried out by flow cytometry (FACSCalibur, Becton Dickinson, EUA). T
sequence of figures left to right represents the fluorescence intensity of IL2, IL4,IL6, IL10, TNF-a, IFN-y a

IL17 respectively.
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Figure 2. Correlagdo das concentragGes IL-6 entre as amostras de sangue e colostro.
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5. CONCLUSOES

v" O colostro de maes obesas apresentou maiores concentracfes de IgA, maior teor de
gordura e calorias e aumento nos niveis de glicose. O sangue materno de mées obesas
possui niveis mais elevados de IgA, de proteinas do complemento C3 e C4, de colesterol,
triglicérides e PCR.

v" As mées obesas apresentaram 0s maiores niveis séricos de IL-6 e TNF-a ¢ as menores
concentracdes de TGF-B no colostro. Ndo foram detectadas significantes variacdes entre
0s grupos estudados nas concentracGes das citocinas IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10 e IL-17
tanto no sangue materno como no colostro.

v As concentracdes de leptina e adiponectina foram maiores no colostro de mées obesas. O
sangue de maes obesas apresentou as concentracGes mais elevadas de leptina, porém as
menores de adiponectina. As concentragdes de leptina em ambas as amostras mostraram
estar positivamente correlacionadas. Os niveis séricos de leptina de correlacionam
positivamente com a citocina IL-6 e PCR, enquanto as concentracfes de adiponectina se

correlacionam negativamente com TNF-a e PCR.

Os achados do presente estudo apoiam a hipo6tese de que alteragdes metabdlicas oriundas da
obesidade da gestante podem interferir nos parametros bioquimicos, imunoldgicos e hormonais
do sangue e do colostro materno ocasionando repercussdes tanto para os efeitos
imunomodulatérios quanto para caracteristicas nutricionais do leite materno, essenciais para o

desenvolvimento do recém-nascido.
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ANEXO 1

Termo de Anuéncia do Hospital da Mulher Maria José dos Santos Stein
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HOSPITAL DA MULHER

Santa dose dos Sarios Slem

DECLARAGAO DE ANUENCIA e TERMO DE COMPROMISSO

Declaro que conheco e cumprirei os requisitos da Res. CNS 196/96
€ suas complementares. Comprometo-me a utilizar os materiais € 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
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ANEXO 2

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

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 lhe falado, o sobrepeso e a obesidade podem
ocasionar complicacdes que incluem a reducdo na resposta imune e contribuem para o aumento de
infecgcdes 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 amamentagdo, o desenvolvimento do sistema imunolégico 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 corddo umbilical e colostro
para a realizacdo de exames laboratoriais para avaliarmos se o sobrepeso e a obesidade influenciam
na protecdo 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 sumird 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 incbmodo 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 estara garantido a assisténcia prestada por esta unidade de saude para vocé e sua crianca.

2. Procedimentos que serdo utilizados e propdsitos, incluindo a identificagdo dos procedimentos
que sao experimentais: Sera colhido sangue da mae, do corddao umbilical e colostro para determinar
o perfil de citocinas, a imunofenotipagem dos leucdcitos e avaliar os pardametros 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 n3o.

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

Il - OBSERVACAO:
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A senhora terd acesso, a qualquer tempo, as informagGes sobre procedimentos, riscos e
beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para diminuir eventuais duvidas.

A senhora terd 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 salude, decorrentes da pesquisa.

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

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

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

A duracdo prevista da pesquisa é de 4 anos.

INFORMAGCOES DE NOMES, ENDEREGCOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO

ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E
REACOES ADVERSAS:

Nome dos pesquisadores envolvidos:

Pesquisadora executante: Mahmi Fujimori

Pesquisador responsavel: Prof. Dr. Luiz Carlos de Abreu.
Faculdade de Saude Publica — Universidade de Sao Paulo: Endereco: Av. Dr. Arnaldo, 715 —
CEP:01.246-904 — S30 Paulo/SP. Telefone: 3061-7703

IV — INFORMAGOES DO PACIENTE

1\ ToT 0 gTle [o TN o T Lol [=] o} SRR

[DIeYelS[aaT=Y 0] (o Xe (=M (=] a N Le F=[o [T AT

Data de nascimento: ........ [, [,

oo [<] ¢ <T oo H S SUURUPRRURRIOE Numero.............. APTO..........
B! i Cidade: ..o
CEP e Telefone: DDD( Jureeeeeeeeeiieiieiicee e

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 — Sdo Paulo, ............ o [ 201.......

Assinatura do paciente ou responsavel legal Assinatura do pesquisador
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ANEXO 3

Aprovacdo do Comité de Etica
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FACULDADE DE SAUDE
PUBLICA DA UNIVERSIDADE % :
DE SAO PAULO : o |

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA h

NA SOBRE PARAMETROS

' isa: INFLUENCIA DO SOBREPESO E OBESIDADE MATER )
Titulo da Pesquisa 3 CAO M ATERNO-

= ~ IMUNOLOGICOS, BIOQUIMICOS E HORMONAIS NA RELA
27N INFANTIL. _ )
Pesquisador: Mahmi Fujimori
Area Temitica:
Versdo: 1

CAAE: 05269612.7.0000.5421 ’
Instituicdo Proponente: Faculdade de Saude Puablica da Universidade de Sao Paulo - FSP/USP

\

-

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 123.919
Data da Relatoria: 16/11/2012

Apresentagio do Projeto: . ; . _ .
Dentre as complicagdes decorrentes do sobrepeso e da obesidade, a redugéo na resposta imune tem sido

apontada como um fator relevante e contribui para o aumento de infecgdes nestes pacientes, podendo levar
a processos inflamatorios crénicos. Um dos mais importantes mediadores desses’ sinais & uma classe de
moléculas chamadas citocinas. No sobrepeso e na obesidade ha controvérsias em relagéo ao eqdilibrio
entre citocinas de padréo de ativagao celular de linfocitos Th1 e Th2. Enquanto alguns autores relatam um
desvio para a produgao de citocinas de perfil Th1, outros relatam aumento do 6erﬁ| Th2. E possivel que os
padrdes imunolégicos associados a alteragdes no metabolismo decorrentes do sobrepeso e da obesidade
poséam influenciar, via sangue e colostro, o desenvolvimento do sistema imunolégico do recém-nascido, e
contribuir desta forma para maior susceptibilidade as infecgdes, observados em criangas de maes com

excesso de peso.

3

- Obj:etivo da Pesquisa: A
Analisar a associag3o entre estado nutricional pré-gestacional com a im(mofenotipagem de células,perfis de

citocinas Th1, Th2, Th3,. TH17 e parametros bioquimicos e hormonais no sangue materno, no sangue de

= /

corddo umbilical e no colostro materno.
{ : \
Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
" Informa dos possiveis riscos e sobre os beneficios relata que conforme os resultados encontradds pode
estabelecer novas estratégias de prevengao das '

‘'
’

Enderec¢o: Av. Doutor Amaldo, 715

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 01.246-904
UF: SP Municipio: SAO PAULO .
Telefone: (11)3061-7779 Fax: (11)3061-7742 E-mail: coep@fsp.usp.br

.




[ - o o Seene

, [FACULDADE DE SAUDE
| PUBLICA DA UNIVERSIDADE
| DE SAO PAULO

SO S ———

complicagbes que ocorrem na gestagio dessas mies e melhorar o indice de amamentagdo nesta
populagdo, uma vez que maes com excesso de peso devem ser incentivadas a amamentar seus bebés, pois
esta é uma estralégia importante para combater as infecgdes no recémenascido.
Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante, bem estruturada e exequivel. |'Q trabalhar com grupo controle e com grupo de obesas
para se poder fazer comparagdes dos resullados.
Consideragées sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:
"Bem escrito contendo todas as informagdes.
Recomendagdes:
Pela aprovagso.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Projeto exequivel.
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagio da CONEP:
Nao

Enderego: Av. Doutor Amaldo, 715

Bairro: Cerqueira Cesar » CEP: 01.246-904
UF: SP Municipio: SAO PAUL
Telefone: (11)3061-7779 Fax: {11)3061-7742 E-mall: coep@fsp.usp.br

SRS — -
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ANEXO 4

Curriculo lattes do orientador
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23/03/2016 Curriculo do Sistema de Curriculos Lattes (Luiz Carlos de Abreu)

@ curricule Lattes

[ Engtish |

Dados gerais  Formagdo  Atuacdo  Projetos  ProdugBes  Educagdoe Popularizacdode C&T  Eventos  Orientagbes Bancas  Citagfes  +

Luiz Carlos de Abreu
Bolsista de Produtividade em Pesquisa do CNPq - Nivel 2 - CA BI - Biotecnologia

Endereco para acessar este CV: hitp://lattes.cnpq.br/6796970691432850

Ultima atualizagdo do curriculo em 06/03/2016

Atualmente é Visiting Scientist at Program in Molecular and Integrative Physiological Sciences (MIPS), Department of Environmental Health, at Harvard T.H.
Chan School of Public Health. Harvard Catalyst: https://connects.catalyst.harvard.edu/Profiles/display/Person/ 143812 (Texto informado pelo autor)

Identificacao

Nome
Luiz Carlos de Abreu
Nome em citagies bibliograficas

Abreu LC;Abreu, LC; ABREU, Luiz Carlos de;de Abreu, Luiz Carlos;de Abreu, L C.;de Abreu, Luiz;Carlos de Abreu, Luiz;Luiz C de Abreu;DEABREU, LUIZ CARLOS;ABREU, LULZ CARLOS;Luiz Carlos
de Abreu;ABREU, LULZ C;DE ABREU, LUIZCARLOS;ABREU, LULZ CARLOSDE;de Abreu L.C.;DE ABREU, L.C.;DE ABREU, LUIZ C;DE ABREU, LUIZ C.

Endereco

Endereco Profissional

Faruldade de Medicina do ABC, Faruldade de Medicina do ABC.
Avenida Principe de Gales, 821

Principe de Gales

09060870 - Sdo Paulo, SP - Brasil

Telefone: (11) 49937256

Fax: (11) 49935450

URL da Homepage: www.fmabc.br

Formacao académica/titulacao

1999 - 2003

Doutorado em Ciéncias.

Universidade Federal de S3o Paulo, UNIFESP, Brasil.

Titulo: Impacto da fisioterapia neonatal em recémr-nascidos pré-termo com doenca pulmeonar das membranas hialinas em ventilagdo pulmonar mecanica e pés-reposicao de surfactante
exogeno, Ano de obtencio: 2003.

Orientador: Paulo Hildrio Nascimento Saldiva.

Bolsista do{a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico, CNPg, Brasil.

2001 - 2001

Doutorado em Ciéncias.

Universidade Federal de S3o Paulo, UNIFESP, Brasil.

com periodo sanduiche em Harvard School of Public Health (Orientador: John Godleski).

Titulo: Impacto da fisioterapia necnatal em recém-nascidos pré-termo com doenca pulmonar das membranas hialinas em ventilacdo pulmonar mecanica e pds-reposicao de surfactante
exogeno, Ano de obtencio: 2003,

Orientador: a Paulo Hildrio Nascimento Saldiva.

1996 - 1998

Mestrado em Reabilitacdo.

Universidade Federal de S3o Paulo, UNIFESP, Brasil.

Titulo: Efeitos terapéuticos da fisioterapia pulmonar e motora em recém-nascidos pré-termo com hemorragia periventricular-intraventricular,Ano de Obtencdo: 1998.
Orientador: Benjamin Israel Kopelman.

Bolsista do(a): Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S3o Paulo, FAPESP, Brasil.

Palavras-chave: Recém-nascido, hemorragia, fisioterapia, ultrasson.

Grande drea: Ciéndias da Salde

Setores de atividade: Cuidado A Salide das Populagdes Humanas.

2005 - 2007

Mestrado profissional em Terapia Intensiva.
Instituto Brasileiro de Terapia Intensiva, IBRATL, Brasil.
Titulo: Avaliacdo dos parametros da ventilacdo mecanica em recém-nascidos pré-terme criticamente enfermos apds a reposicdo do surfactante exdgeno por via respiratdria, Ano de Obtencdo:

Orientador: Miguel Massif.

Bolsista do(a): Instituto Brasileiro de Terapia Intensiva, IBRATI, Brasil.

Palavras-chave: neonatal; surfactante; baixo peso; membranas hialinas; respirador.

ncias da Salde

&ncias da Satide / Area: Fisioterapia e Terapia Ocupacional.

&ncias da Satide / Area: Fisioterapia e Terapia Ocupacional / Subdrea: Neonatologia Pediatria.

http://buscatextual .cnpg.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4138991J2
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ANEXO 5

Curriculo lattes da aluna



23/03/2016

Curriculo do Sistema de Curriculos Lattes (Mahmi Fujimori)

5 cunicue Lattes

(i)

112

Dados gerais  Formagdo  AtuacSo  Projetos  ProdugBes Bventos  +

Mahmi Fujimori
Endereco para acessar este OV: hitp://lattes.cnpq.br/ 721 7086196375742

Ultima atualizag3o do curriculo em 14/03/2016

Possui graduagdo em Farmacdia com Habilitagdo em Analises Clinicas pela Universidade Federal de Mato Grosso. Mestre pela Faculdade de Sadde Publica da
Universidade de S3o Paulo. Atualmente & doutoranda pela Faculdade de Sadde Plblica da Universidade de S3o Paulo. (Texto informado pelo autor)

Identificacdo

Nome
Mahmi Fujimori
MNome em citages bibliograficas

FUJIMORI, M.;Fujimori, Mahmi ;FUTIMORI, M; FUTTMOR, MAHMI

Enderego

Enderego Profissional

Universidade de Sdo Paulo.

Avenida Doutor Amaldo n® 715 - Cerqueira César
Pinheiros

01246-904 - Sao Paulo, SP - Brasil

Telefone: (11) 30617705

Ramal: 255

Formacao académicajtitulacao

2012

Doutorado em andamento em Doutorado em Ciéndas.
Universidade de S50 Paulo, USP, Brasil.
Titulo: Influéncia do sobrepeso e obesidade matemna sobre para i ldgicos, bioquimicos

Orientador: @ Luiz Carlos de Abreu.
Coorientador: Adenilda Cristina Hondric-Franga.
Bolsista do{a): FundacSo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sio Paulo, FAPESP, Brasil.

2010 - 2012

Mestrado em Ciéncias (Nutrigio em Salde Piblica).
Universidade de S3o Paulo, USP, Brasil.

is na relaggio materno-infantil,

Titulo: Aleitamento materno: saberes e praticas na atencdo basica a salde de dois municipios do sudoeste mato-grossense Ano de Obtencdo: 2012,

Orientador: Marina Ferreira Rea.
Bolsista do{a): Coordenacio de Aperfeigpamento de Pessoal de Nivel Superior, CAPES, Brasil.
Grande area: Ciéndias da Salde

2003 - 2008

Graduacgo em Farmada com habilitacdo en Andlises Clinicas.
Instituto Universitério do Aragusia ? Universidade Federal de Mato Grosso, IUNIARAGUAIA, Brasil.

Titulo: Avaliagdo do Conhedimento de Meninas Escolares sobre o Aleitamento Materno no Munidpio de Bana do Garcas-MT.

Orientador: Olegdrio Rosa de Toledo.

Formacao Complementar

2011- 2011

MNorma ileira de Comerdializacdo de Alir (Carga hordria: 24h).
Instituto de Saide da Searetaria de Estado de Saide de S8o Paulo, 1S, Brasil.

2010 - 2010

Visitantes da Alegria. (Carga hordria: 30h).
Centro Cultural Adimagio, CCA, Brasil.

2008 - 2008

http://buscatextual .cnpg.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4750414Y2
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