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RESUMO

A OMS, ap6és certificar-se dos beneficios que o leite materno fornece para a mae e o
bebé, estipulou que a amamentacdo deve ser exclusiva até os seis meses. Os
beneficios da amamentacao podem ser principalmente atribuidos a composicao do
leite materno, que ¢é produzido conforme a necessidade de cada fase de
desenvolvimento do recém-nascido. A composigéo do leite humano geralmente varia
entre proteinas, gorduras, lactose, imunoglobulinas, horménios, vitaminas,
microrganismos e citocinas. As citocinas sao responsaveis por promover uma
protecao passiva e auxiliar na resposta imune no neonato. Neste sentido, este
trabalho foi realizado com o objetivo de determinar as concentra¢des de IFN-y e IL-
10, citocinas importantes no processo de maturagédo do sistema imunoldgico. A partir
de amostras de colostro humano coletadas em até 48 horas apds o parto. Apds a
obtencéao dos resultados das analises, buscar dados da literatura para corroborar uma
possivel modulagédo do sistema imune no neonato. Além disso, através de pesquisas
na bibliografia, apurar os fatores que possivelmente influenciam os niveis dessas
citocinas no colostro. As maes internadas no alojamento conjunto do
HU/UFSC/EBSERH, ao serem convidadas e aceitarem participar da pesquisa,
forneceram as amostras de colostro e responderam questionarios sobre condicdes da
mae e do bebé. As andlises propostas, foram realizadas pela técnica de ELISA do tipo
sanduiche e o procedimento feito de acordo com as instru¢gées do fabricante BD
Biosciences. Os calculos das concentragdes também foram feitos conforme as
instrugdes do fabricante. O nivel de significancia foi estabelecido em P < 0,05 para
todas as andlises. Nas amostras de colostro, ambas as citocinas analisadas foram
detectadas e uma maior concentragao de IFN-y, uma citocina pro-inflamatéria, quando
comparada a IL-10, citocina anti-inflamatéria. As correlagbes estudadas de idade,
estado nutricional, intercorréncias gestacionais e tipo de parto ndo influenciaram
estatisticamente nas concentragcbes das citocinas estudadas. Dessa maneira, este
trabalho evidencia a importancia das citocinas para a modulacao do sistema imune
no recém-nascido. Assim como, caracteriza uma maior entrega de atividade pro-
inflamatéria, com ativacdo de macréfagos M1. No qual, aponta uma maior
necessidade em auxiliar na proteg¢ao as infecgdes enquanto o sistema imune ainda se
encontra imaturo.

Palavras-chave: leite materno, amamentacgao, IL-10, IFN-y, sistema imune.



ABSTRACT

The WHO, after verifying the benefits that breast milk provides for the mother and the
baby, stipulated that breastfeeding should be exclusive up to six months. The benefits
of breastfeeding can be mainly attributed to the composition of breast milk, which is
produced according to the needs of each stage of development of the newborn. The
composition of human milk generally varies between proteins, fats, lactose,
immunoglobulins, hormones, vitamins, microorganisms and cytokines. Cytokines are
responsible for promoting passive protection and helping the immune response in the
neonate. In this sense, this work was carried out with the objective of determining the
concentrations of IFN-y and IL-10, important cytokines in the process of maturation of
the immune system. From human colostrum samples, collected within 48 hours after
delivery. After obtaining the analysis results, search for data from the literature to
corroborate a possible modulation of the immune system in the neonate. In addition,
through research in the literature, to determine the factors that possibly influence the
levels of these cytokines in colostrum. The mothers hospitalized in the
HU/UFSC/EBSERH, when invited and accepting to participate in the research,
provided colostrum samples and answered questionnaires about the conditions of the
mother and the baby. The proposed analyzes were performed using the sandwich-type
ELISA technique, and the procedure was carried out in accordance with the
instructions from the manufacturer BD Biosciences. Concentration calculations were
also performed according to the manufacturer's instructions. The significance level was
set at P < 0.05 for all analyses. In the colostrum samples, both cytokines analyzed
were found, and a higher concentration of IFN-y, a pro-inflammatory cytokine, when
compared to IL-10, an anti-inflammatory cytokine. The studied correlations of age,
nutritional status, gestational intercurrences and type of delivery did not statistically
influence the concentrations of the studied cytokines. Thus, this work highlights the
importance of cytokines for the modulation of the immune system in newborns. As well
as, it characterizes a greater delivery of pro-inflammatory activity, with activation of M1
macrophages. In which, it points to a greater need to help protect against infections
while the immune system is still immature.

Keywords: breast milk, breastfeeding, IL-10, IFN-y, immune system.
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1 INTRODUGAO

1.1 ALEITAMENTO MATERNO E HISTORICO NO BRASIL

A amamentacao consiste no ato da mae produzir e fornecer o leite para o seu
filho através da suc¢cdo da mama, e/ou através do fornecimento do leite da mae por
meio de um recipiente. Essa pratica pode ser influenciada pelo ambiente e pelas
pessoas no qual cercam a nutriz. A fim de se garantir o sucesso no aleitamento
materno, é necessario que a lactante tenha o devido suporte de seus familiares, como
também dos profissionais de satde (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

O profissional de saude possui algumas responsabilidades e atribui¢cbes, tal
como promover o bem-estar dos pacientes. Dessa maneira, este profissional deve ser
capacitado acerca do tema amamentacgao para, através do dialogo, auxiliar a paciente
na tomada de decisdes (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2009). O farmacéutico
deve ser incluido dentro da equipe multiprofissional, na promoc¢ao do aleitamento
materno e auxilia para o éxito da amamentacao, visto que é o profissional mais
capacitado para se tratar sobre os aspectos relacionados a utilizagdo segura de
farmacos durante a gestacéo e lactacao (MENDES, 2014).

A Organizagao Mundial da Saude (OMS) preconiza que o aleitamento materno
deve ser realizado até os dois anos ou mais, sendo de forma exclusiva até os seis
meses de idade (WHO, 2001). Desde 1989, a OMS também dispbe sobre
recomendagdes acerca da importancia de se iniciar o aleitamento materno ja na
primeira hora de vida do recém-nascido, entretanto o cenario global de 2013 retratou
que apesar de cerca de 80% dos recém-nascidos receberem leite materno na maior
parte dos paises, somente em torno da metade inicia na primeira hora de vida
(VICTORA et al., 2016; WHO, 2013). Frequentemente nos paises, a taxa de
amamentacgao exclusiva € menor que 50%, sendo que nos paises subdesenvolvidos
a maior problematica, além de uma menor taxa de amamentagdo exclusiva, esta
atribuida também ao seu inicio tardio, ja nos paises mais desenvolvidos, o desafio é
maior quando se trata de prolongar o tempo da amamentagao (VICTORA et al., 2016).

No Brasil, o Estudo Nacional de Alimentacdo e Nutricdo Infantil (ENANI),
realizado de fevereiro de 2019 a marco de 2020, constatou que 96,2% das criancas
com menos de dois anos de idade, em algum momento foram amamentadas,
enquanto que 62,4% tiveram o aleitamento materno iniciado na primeira hora de vida.

Ademais, a prevaléncia do aleitamento materno exclusivo até os quatro meses foi de



12

59,7%, enquanto que em menores de seis meses foi de 45,8%. Ja o aleitamento
materno em criangas com menos de dois anos foi de 60,3% e para o aleitamento
materno continuado ja no segundo ano (12 a 23 meses) foi de 43,6%. A mediana do
tempo do aleitamento materno exclusivo foi cerca de 3 meses e do aleitamento
materno foi de 15,9 meses. A partir dos dados coletados naquele ano, concluiu-se que
ainda havia alguns resultados que nao estavam de acordo com o preconizado pela
OMS e assim evidenciou-se a necessidade de fortalecer acbes que visassem a
promogao do aleitamento materno no pais (ENANI, 2021). Atualmente, ressalta-se a
falta de promogdes mais inovadoras, implementadas pelo Ministério da Saude, e
também de atualizagbes continuas sobre o status da amamentacgao no pais.

O sucesso do aleitamento materno é multifatorial e os determinantes que
influenciam na continuidade da amamentagao variam de acordo com a populagao
pesquisada (VIEIRA et al., 2014). Existem algumas condigdes que podem influenciar
diretamente a amamentacio e ocasionar o desmame precoce. O desmame precoce
€ caracterizado pela introducado de alimentos de forma precoce na dieta do bebé e
pode levar a interrupcdo completa do aleitamento materno antes do tempo
preconizado pelas diretrizes de satide (ARAUJO et al., 2008).

A interrupg¢do da amamentagdo precocemente pode ser causada por diversos
fatores relacionados a aspectos demograficos, socioecondmicos e assisténcia pré e
pds-natal (ARAUJO et al., 2008; CALDEIRA; GOULART, 2000). Alguns dos fatores ja
relatados como mais comuns sao idade da mae, nivel de escolaridade, tipo de parto,
situagao de trabalho e também o servico de saude disponivel (VIEIRA et al., 2014). O
estudo de Rimes e colaboradores (2019) analisou uma possivel associagao entre a
licenga maternidade e o aleitamento materno exclusivo, estimando a prevaléncia de
aleitamento materno exclusivo nas criangcas com menos de seis meses, has maes
usuarias das unidades basicas no municipio do Rio de Janeiro. Neste estudo, menos
de um quarto das maes estavam em licenca maternidade durante o periodo da
pesquisa e ainda assim essas maes apresentaram uma prevaléncia de aleitamento
materno exclusivo 91% maior do que as maes que trabalhavam sem licenca
maternidade (RIMES, 2019).

A fim de se promover o aleitamento materno, foram elaboradas no pais diversas
formas de abordagens para a sua promog¢ao. Mesmo anteriormente ao ENANI, em
1979, uma reunido com a OMS denominada “Alimentacao de lactentes e criancas

pequenas” foi o marco inicial. Apds alguns anos, em 1981, teve origem a Portaria n°42
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e 198, em que se estipulou o Grupo Técnico Executivo do Programa Nacional de
Incentivo ao Aleitamento Materno (PNIAM) e apds isso foram elaboradas cada vez
mais acdes com esse proposito, como a Semana Mundial do Aleitamento Materno -
SMAM (2006), rede Amamenta Brasil (2008), Amamenta e Alimenta Brasil e a
proposta mais atual corresponde a do Agosto Dourado como o més da promogao do
aleitamento materno (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

1.2 BENEFICIOS DAAMAMENTACAO PARA MAE E LACTENTE

De acordo com o Ministério da Saude (2009), ja se obteve diversas
comprovagoes cientificas sobre os beneficios da amamentagao a curto e longo prazo
para a saude do filho e da mae. Beneficios como, a prevencdo de doencas
gastrointestinais, diminuicdo de alergias, diminuicdo do risco de desenvolver
obesidade, hipertensao e hipercolesterolemia no bebé, efeito protetor contra o cancer
de mama para a lactante, entre outros (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

No estudo de Krol e Grossmann (2018), o aleitamento materno foi associado a
uma melhora no desempenho cognitivo e da resposta socioafetiva da crianga e na
mée foi associado a uma reducgéo significativa do estresse, além de favorecer o elo
com a sensibilidade e responsabilidades maternas (KROL; GROSSMANN, 2018). O
estudo de Anderson e colaboradores (1999) indicou que o desenvolvimento cognitivo
de criancas amamentadas tiveram melhores resultados do que quando comparadas
com criangas que foram alimentadas com féormulas, repercutindo desde o inicio do
desenvolvimento até a adolescéncia. O desempenho cognitivo também obteve uma
melhora gradual conforme aumentava o periodo de tempo da amamentacao
(ANDERSON et al., 1999). Na pesquisa de Oddy (2013), a pratica de amamentagéao
nas primeiras horas de vida demonstrou ser um fator protetivo contra a mortalidade
neonatal, tendo em vista a composicao do leite materno ser crucial para suprir as
necessidades do recém-nascido (ODDY, 2013). Ja o estudo de Horta (2019), apontou
que ha cada vez mais incorporagdes de pesquisas nas bases bibliograficas que
comprovam a relacdo de protecdo da amamentacdo com o desenvolvimento de
diabetes do tipo 2 (HORTA; DE LIMA, 2019).
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1.3 FISIOLOGIA DAAMAMENTACAO E COMPOSIGAO DO LEITE MATERNO

Do ponto de vista fisiolégico, a fim de que a amamentagao seja possivel, 0 corpo
passa por algumas mudangas. O inicio do desenvolvimento das mamas ocorre
durante a puberdade, através do estimulo do estrogénio, o qual é responsavel por
promover o crescimento das glandulas mamarias e também pelos depdsitos de
gordura. Entretanto, somente durante a gestagdo, quando os niveis de estrogénio
aumentam, é que as mamas se encontram totalmente desenvolvidas, permitindo a
producao do leite. Asecrecgao do leite ocorre pela secrecao da prolactina pela hipéfise
anterior, que aumenta gradativamente na corrente sanguinea da gestante a partir da
quinta semana de gravidez até o parto (HALL; GUYTON, 2011) (Figura 1).

Figura 1 - Ciclo de feedback’ positivo durante a amamentagéo

' Resposta a um estimulo
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Fonte: (Adaptado de LUMEN LEARNING COURSES, [s. d.])

O leite humano pode sofrer influéncias de acordo com caracteristicas
relacionadas a mae, ao ambiente e a fatores como idade gestacional, género do
recém-nascido, modo de parto e nivel assistencial de saude (MANTZIARI; RAUTAVA,
2021). Este fluido é secretado no momento em que possui uma quantidade adequada
de glicose, aminoacidos, acidos graxos e calcio, através do estimulo de alguns
horménios como a insulina, o cortisol, o paratorménio e o horménio do crescimento
(HALL; GUYTON, 2011). A composicéo do leite humano varia entre macronutrientes,
como as proteinas, gorduras e lactose, os micronutrientes como as vitaminas e alguns
componentes bioativos como as imunoglobulinas, citocinas e hormdnios (BALLARD;
MORROW, 2013).

O colostro é o leite secretado nos primeiros dias de vida do recém-nascido,
possui maiores concentragdes de proteinas e menores concentragdes de gorduras e
carboidratos (GOPALAKRISHNA; HAND, 2020). O teor de proteina diminui ao longo
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da lactagdo, enquanto que o teor de gordura aumenta. Tal como, possui fatores
imunomoduladores e anti-inflamatérios, essenciais para cada fase de crescimento do
bebé (SAARELA et al., 2005).

O leite produzido apds o colostro pode ser denominado como o leite de transicao,
geralmente é secretado entre 5 dias a duas semanas apds o parto, no qual a sua
producdo € mais rapida para atender as necessidades fisioldgicas do recém-nascido.
Apds esse periodo, o leite materno é considerado maduro e apesar de sofrer
pequenas alteracbes na sua composicao ao decorrer da lactacao, ele permanece
consideravelmente similar ao longo do tempo. O leite maduro € composto por gordura,
carboidratos, proteinas e também de minerais como calcio e fésforo. Além disso,
apesar de haver diversos estudos ja realizados sobre o assunto, tendo em vista a
grande variabilidade populacional, ainda s&o necessarias mais pesquisas que
consigam ser padronizadas e multipopulacionais, a fim de conseguir identificar mais
componentes presentes no leite materno. (BALLARD; MORROW, 2013; LYONS et al.,
2020).

O leite humano também possui um papel fundamental no desenvolvimento da
microbiota intestinal infantil, visto que contém microrganismos comensais, com a
capacidade de moldar a colonizagdo microbiana do intestino, e assim auxiliar na
maturagao do sistema imune (MANTZIARI; RAUTAVA, 2021). Ademais, dado que os
microrganismos presentes no leite materno sdo um dos primeiros a entrar em contato
com o organismo do recém-nascido, a exposicado pré e pos-natal tem efeitos
significativos na colonizagdo microbiana do intestino infantil. Ha alguns fatores
relacionados a mae que interferem também na composi¢cao da microbiota do leite, tal
como a fase de lactagdo e a obesidade. No estudo de Cabrera-Rubio (2012) foi
constatado que a composicao do leite humano é predominada por lactobacilos
(>76%), e no colostro os géneros mais comuns foram Weisella e Leuconostoc,
bactérias lacticas da ordem lactobacillales, das quais também foram os géneros mais
abundantes no leite em amostras de 1 a 6 meses. Nessa mesma pesquisa, viu-se
também que o indice de massa corporal (IMC) materno foi um dos aspectos
considerados como possivel fator influenciador na composi¢cao da microbiota do leite
e foi constatado que nas mulheres obesas ha uma composicdo de bactérias mais
homogénea do que em mulheres com peso normal, que se encontra mais variada.
(CABRERA-RUBIO et al., 2012).
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1.3 MODULAGAO DO SISTEMA IMUNE DO RECEM-NASCIDO PELO LEITE
MATERNO

O desenvolvimento da imunidade infantil € modulado pela composigao do leite
materno, tendo em vista que este possui diversos componentes como
oligossacarideos, anticorpos e citocinas (GOPALAKRISHNA; HAND, 2020). Ademais,
o sistema imunolégico imaturo dos neonatos estabelece o papel vital que o leite
materno possui na prevencgao de infecgdes, propiciando que o sistema imunoldgico
do bebé amaduregca mais facilmente (DAWOD et al., 2021). O sistema imunoldgico
desempenha um papel fundamental para a vida do ser humano, pois além de
combater bactérias, fungos, parasitas e virus, também é importante para o reparo de
tecidos, cicatrizagao de feridas, para uma microbiota intestinal saudavel e também
eliminar células mortas e cancerigenas (SIMON et al., 2015).

Apds o nascimento, a protegao imunoldgica do recém-nascido contra patdgenos
depende de dois principais mecanismos de defesa, a imunidade passiva e a
imunidade inata. A imunidade passiva € caracterizada pela passagem de anticorpos
maternos para a crianga através da placenta e do leite materno e a imunidade inata é
a primeira linha de defesa do organismo contra os patégenos. Porém, de maneira
geral, o sistema imunoldgico inato no nascimento esta inativo, muito provavelmente
para a crianga tolerar os antigenos maternos, como também para conseguir passar
pelo processo de estresse e modulagdo que ocorrem apos o nascimento (MAGGINI
et al., 2018; SIMON et al., 2015).

No recém-nascido o sistema imune é caracterizado, na maior parte, por ter uma
resposta prejudicada, dos macréfagos, neutrdfilos, linfocitos, e de antigenos pelas
células dendriticas. Assim como uma diminuicdo da morte das células natural killer
(NK) (SIMON et al., 2015). Igualmente, as bactérias presentes no trato gastrointestinal
sao extremamente importantes para direcionar o desenvolvimento e o funcionamento
do sistema imunoldgico, visto que, a auséncia de microrganismos benéficos na flora
intestinal pode gerar respostas inflamatdérias adjacentes e diversas doengas
imunolégicas (ROUND; MAZMANIAN, 2014).

Ha estudos que indicam que ha uma “janela de oportunidade” no inicio da vida,
da qual as influéncias ambientais podem ter efeitos permanentes na modulacéo da
microbiota e no desenvolvimento do sistema imunoldgico (SIEGFRIED et al., 2021). A

primeira linha de defesa contra patégenos entéricos é o intestino, porém, nos recém-
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nascidos, o epitélio intestinal é ainda imaturo e assim a sua permeabilidade € maior,
possibilitando que patdgenos alcancem a corrente sanguinea mais facilmente. As
células epiteliais intestinais atuam como uma barreira fisiolégica contra os
microrganismos invasores, e a partir da infecgao, essas células secretam as citocinas
inflamatérias (QUIN, 2019).

As citocinas s&o polipeptideos, no qual sédo gerados como resposta a partir de
microrganismos que ativam as reagdes imunoldgicas e inflamatérias, podendo ser de
acao local e sistémica. As ocasides em que ocorre a secrecao de citocinas sao
caracterizadas por serem de forma breve e autolimitadas, por serem sintetizadas de
forma transitéria e também regularem a sua sintese. Além disso, sao geralmente
pleiotrépicas e redundantes dada a capacidade da citocina em atuar em diversos tipos
celulares e ha também diversas citocinas que podem ter a mesma atribuicao
fisiologica (ABBAS et al., 2007).

Dessa maneira, pode-se constatar que as citocinas s&o responsaveis por gerir a
diferenciagao e a proliferagdo dos linfocitos, na fase em que ocorre o estimulo das
respostas imunes adquiridas, apos o reconhecimento do antigeno. Ademais, também
possui como atribuicdo mediar a ativacao das células efetoras especializadas, na fase
efetora da imunidade adquirida. No reconhecimento antigénico, uma das principais
respostas dos linfécitos T € a sintese de citocinas. A propor¢do da acao da citocina
depende da regulacdo da expressdo das células-alvo as citocinas, sendo que
alteragdes na sua expressdo génica pode gerar a expressao de uma nova fungao e
em determinados momentos, até a proliferacéo das células-alvo (ABBAS et al., 2007).

As citocinas podem ser atribuidas ao desencadeamento e inibigdo das
respostas inflamatérias. Tal como, sdo responsaveis pela comunicacao entre células,
alteragdes nas fungdes cognitivas, nas respostas a fatores infecciosos e inflamatérios
e respostas especificas a antigenos. Sao produzidas pelos monécitos, macrofagos,
linfécitos, neutréfilos, células B, células T e as pesquisas ja conduzidas corroboram
para a existéncia de mecanismos inibidores por feedback que conseguem controlar e
diminuir a sua resposta (KIELBASA; GADZALA, 2021).

No leite materno, as citocinas presentes sao importantes para o desenvolvimento
saudavel do recém-nascido e o leite € também a principal fonte de citocinas pré e anti-
inflamatérias. Apesar das variagbes da composigao do leite materno ao longo da
lactagao, a maior parte das citocinas sao encontradas em maior concentraciao no

colostro do que quando comparado ao leite maduro (USTUNDAG et al. 2005 e
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ZAMBRUNI et al. 2017). O papel principal das citocinas nos recém-nascidos consiste
em regular os processos inflamatérios, prevenir alergias e sepses, promover a
hematopoiese, estimular a cicatrizagdo e auxiliar no desenvolvimento saudavel do
intestino e do timo (KIELBASA; GADZALA, 2021). A existéncia das citocinas no leite
materno proporciona uma protecao passiva e auxilia no desenvolvimento do sistema
imune infantil. Ha4 uma ampla gama de citocinas presentes no leite materno, tal como
IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, Interferon (IFN)-y e TNF-a (DAWOD et al.,
2021; NOLAN et al., 2020).

A Interleucina-10 (IL-10) é uma importante citocina na imunidade natural e é
reconhecida por ser um importante inibidor das respostas imunes no hospedeiro,
principalmente por mediar a inibicdo dos macrofagos e das células dendriticas
ativadas. Os macrofagos ativados, M2 e as células T reguladoras sao responsaveis
por produzi-la e a regulagdo que realiza é através de feedback negativo. A IL-10 ao
inibir as fung¢des dos macréfagos ativados resulta por inibir a produgéo de interleucina-
12 (IL-12), que é um estimulo para a secregéo de Interferon-y (ABBAS et al., 2007;
DAWOD et al., 2021; HASSAN et al., 1996).

O interferon-y (IFN-y) € uma citocina determinante para a ativacdo dos
macrofagos do tipo M1 e desempenha atividades importantes na imunidade inata e
adquirida. Porém, a sua principal agcdo é como uma citocina efetora das respostas
imunes. E produzida por células NK, linfécitos Th1 CD4+ e TCD8+ (ABBAS et al.,
2007). E pré-inflamatéria, resulta na ativagdo dos macréfagos no intestino e também
esta relacionado com as vias de sinalizagdo que fortalecem a permeabilidade da
barreira epitelial intestinal, no qual, apesar de ser encontrado em pequenas
concentracoes no leite humano, com concentracdes decrescentes com o passar do
tempo, é relevante para a modulagdo do sistema imunoldgico, tendo em vista uma
melhor resposta a infecgdes nos primeiros anos de vida (BEAUREPAIRE et al., 2009;
NOLAN et al., 2020).

Dessa forma, pode-se demonstrar que as citocinas IL-10 e IFN-y desempenham
um papel importante no leite materno. A IL-10 por perpetuar os mecanismos anti-
inflamatérios responsaveis por impedir a producdo de citocinas inflamatérias e
impulsionar a sintese de imunoglobulina. O IFN-y pela sua agao pré-inflamatéria, ser
responsavel por auxiliar na resposta imune, quando ocorrer infecgdo. Por conseguinte,
tendo em vista que o neonato possui um sistema imune imaturo, a sua capacidade de

produzir as citocinas em concentragdes adequadas e ter uma resposta imune eficiente
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€ incipiente, entdo é de grande relevancia que essa necessidade seja suprida pelo
leite materno nos primeiros meses de vida (DAWOD et al., 2021; HASSAN et al., 1996;
NOLAN et al., 2020).
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2  JUSTIFICATIVA

Segundo o Ministério da Saude (2009), a amamentagéo tem grande relevancia
na prevengdo da mortalidade infantil, tal como na diminuigdo de alergias,
intercorréncias gastrointestinais, como também contribui para o fortalecimento da
saude. Visto que, o leite materno além de fornecer os nutrientes necessarios para o
crescimento saudavel do bebé, é composto também de inUmeros componentes
imunoldgicos que irdao contribuir significativamente como agentes de protegéo e
também para o seu desenvolvimento e maturagao do sistema imunoldgico (BORBA et
al., 2017).

A resposta imune imatura, encontrada no recém-nascido, aumenta a
probabilidade de infecgdes, como também podem diminuir as respostas imunoldgicas
e aumentarem os riscos de desenvolvimento de doengas imunomediadas. Dessa
forma, a amamentagcdo desempenha um papel fundamental no desenvolvimento do
sistema imunolégico no inicio da vida, pois além de auxiliar na protec¢ao inicial contra
infecgbes e alergias, impulsiona a maturagdo imunoldgica. Uma parte importante da
composi¢ao do leite materno para o sistema imune dos recém-nascidos sdo as
citocinas, que sao produzidas a partir das células T ativadas e regulam a ac¢do da
imunidade inata (MILES; CHILDS, 2021).

As citocinas presentes no leite materno desempenham um papel fundamental no
inicio da vida do ser humano, para a evolugao do sistema imunolégico. Seja através
do fortalecimento das barreiras mucosas, dos quais impedem a passagem dos
microrganismos, ou atuando diretamente na resposta imune, como é visto para as
citocinas IL-10 e IFN-y. Citocinas importantes na resposta imunoldgica, visto a suas
atividades anti e pro-inflamatéria, respectivamente. (BEAUREPAIRE et al., 2009;
DAWOD et al., 2021; HASSAN et al., 1996; NOLAN et al., 2020).

Dessa maneira, nesta pesquisa, buscou-se determinar as concentragcbes e
enfatizar a presencga das citocinas INF-y e IL-10, nas amostras de colostro. Visto que,
a presencga no leite se relaciona com as necessidades imunoldgicas do ser humano
no inicio da sua vida. Além disso, contribui para enfatizar a relevancia da
amamentacao, demonstrando a importancia dos constituintes do leite materno e assim

promover o incentivo ao aleitamento materno.
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2.1 HIPOTESE

Nesta pesquisa supde-se que quando o leite materno € ingerido pelo neonato,
as citocinas presentes no leite, ao passarem pelo trato gastrointestinal, sdo absorvidas
pela mucosa e ao atingirem a corrente sanguinea, impulsionam o recrutamento de
linfécitos T e assim modulam o desenvolvimento do sistema imune do recém-nascido
(Figura 2).

Figura 2 -Hipétese da pesquisa

Algumas citocinas encontram-se A hipétese inicial é que as citocinas
0 leite materno em altas concentracdes no leite, ingeridas pelo leite materno sio
possui diversos no entanto, o motivo para essa absorvidas pela mucosa do TGI do
componentes presenca ainda niao esta recém-nascido e ao atingir a corrente
totalmente esclarecido. sanguinea, promovem o

essenciais para o

recrutamento de linfécitos T e
modulaciio do sistema imune do
bebé.

crescimento
satidavel do recém-
nascido.

Assim, objetiva-se,

Auxilia na modulacao da
microbiota intestinal, bem
como no desenvolvimento

do sistema imune do

determinar as concentracdes
de IL-10 e IFN-y e através
de revisao da literatura,
abordar sobre a atuaciio no

\sistema imune do neonato.

recém-nascido, que
encontra-se imaturo ao
nascer.

Fonte: A autora, 2023.
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3 OBJETIVO GERAL

Determinar as concentragbes de IL-10 e INF-y no leite materno de maes
atendidas no Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sa&o Thiago (HU-
UFSC/EBSERH) e ressaltar a sua relevancia para o desenvolvimento da imunidade

no recém-nascido por meio de revisao de literatura.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Quantificar as citocinas IL-10 e INF-y, presentes no leite materno das maes atendidas
no HU-UFSC/EBSERH, através da técnica de ELISA do tipo sanduiche;

Analisar o questionario aplicado nas nutrizes, com as informagdes da mae e do recém-
nascido e correlacionar as concentracdes das citocinas analisadas com os dados
retirados do questionario;

Buscar pesquisas da literatura referente a citocinas e a atribuicdo nos aspectos

imunologicos do RN.
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4 METODOLOGIA

4.1 DETERMINAGCAO DOS MARCADORES EM AMOSTRAS DE LEITE
MATERNO

4.1.1 Caracterizagao do Hospital Universitario da UFSC/EBSERH

O Hospital Universitario Professor Polydoro Ernani de Sdo Thiago (HU/UFSC)
foi fundando no ano de 1980, atendendo exclusivamente pelo Sistema Unico de
Saude (SUS). E o Unico hospital federal do estado de SC, e é um hospital de
referéncia. No ano de 2016, a UFSC assinou contrato com Empresa Brasileira de
Servigos Hospitalares (Ebserh), e a partir disso passou a ser administrada de forma
conjunta entre a Universidade e a Ebserh (HOSPITAL UNIVERSITARIO, 2023). O HU
conta com uma equipe de saude, denominada como Central de Incentivo ao
Aleitamento Materno (CIAM), no qual é capacitada para promover o aleitamento
materno. Para isso, se utiliza algumas Normas e Portarias, como a Portaria
1.153/2014 no qual consta preceitos, com dez passos para o sucesso do aleitamento
materno, a Norma Brasileira de Comercializacdo de Alimentos para Lactentes-
NBCAL, decreto N° 9.579/2018, tal como a Portaria 930/2012, Cuidado Amigo da
Mulher e Atencéo Integral e Humanizada ao Recém-nascido Grave ou Potencialmente
Grave. Logo, todas essas ag¢des visam favorecem um ambiente adequado propiciando
a amamentagao exclusiva mesmo em casos de recém-nascidos prematuros ou com
complicagées médicas (MALISKA; BOHN, 2020).

4.1.2 Critérios de Inclusiao e Exclusao de pacientes

Neste estudo, foram convidadas a participar da pesquisa, as maes que foram
atendidas no HU-UFSC/EBSERH, na ocasido do parto entre janeiro a abril de 2019.
Inicialmente os profissionais do CIAM acolheram as pacientes internadas no
Alojamento Conjunto do HU-UFSC/EBSERH e apds isso, as maes foram convidadas
a participar da pesquisa e assinarem o Termo de Consentimento Livre Esclarecido
(Anexo I). Logo, o critério de inclusao foi mées que estiveram internadas no HU-
UFSC/EBSERH devido ao parto. Os critérios de exclusao foram maes que possuiam
infecgao pelo virus HIV 1-2, HTLV ou as que ndo estavam amamentando por algum

impedimento clinico descrito pela equipe médica. O projeto foi aprovado pelo Comité
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de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa
Catarina (CAAE 68008317.4.0000.0121, Anexo II)

4.1.3 Coleta de Informagoes

A equipe da Central do Incentivo ao Aleitamento Materno (CIAM) propds o
momento ideal para convidar as maes para o projeto. Foi aplicado um questionario
impresso, do qual foram coletadas informagdes pré-gestacionais, aspectos clinicos,

socioculturais e socioecondmicos.

4.1.4 Informacgodes coletadas

No questionario elaborado, foram coletadas algumas informagdes como:
- Peso pré-gestacional e pos-gestacional;
- Altura;
- Aspectos socioecondmicos;
- Tipo de parto;
- Numero de filhos;
- Peso do RN;

- Complicagbes na gravidez;

4.1.5 Coleta das Amostras

Foram coletadas no minimo 2 mL da amostra de leite materno por ordenha
manual, em que os profissionais do CIAM recomendam e auxiliam. As amostras foram

armazenadas em criotubos de 1,5 mL a -80°C para analise posterior.

4.1.6 Escolha das amostras

Inicialmente foram retiradas as amostras do freezer -80°C, até que alcangassem
a temperatura ambiente, para permitir a triagem das amostras a partir do volume de
leite. Dessa forma, o critério para a exclusdo de amostras foi volume insuficiente para

o estudo, resultando em um total de 48 amostras selecionadas para analise.

4.1.7 Analise das concentragoes de IL-10 e INF-y

As determinagdes das citocinas foram realizadas por meio de kits diagndésticos,

da BD Biosciences, atendendo as orientacdes de cada fabricante. As analises foram
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realizadas no Laboratorio de Imunobiologia do Tecido Adiposo (LAITA) localizado no
HU-UFSC/EBSERH. Previamente a realizagdo das analises, as amostras de leite
materno, colostro, foram centrifugadas a 11.200 g (10.000 rpm) por 30 minutos a 4°C,
para permitir a retirada da gordura do leite, procedimento sugerido pelo fabricante
tendo em vista a diminuigdo de interferentes. As concentragdes das citocinas foram
determinadas por ensaio imunoenzimatico, do tipo sanduiche, com limites de
detecgao de 0,4 pg/mL e 0,173 pg/mL para IL-10 e INF-y, respectivamente. No ELISA
sanduiche o anticorpo é impregnado a placa, o antigeno se liga a ele, apds isso é
adicionado anticorpo ja ligado a enzima, a fim de ligar em outro epitopo do antigeno e

formar o complexo.

4.1.8 Analise estatistica

Os calculos das concentragdes finais das citocinas IL-10 e IFN-y foram feitos
conforme instrugdes do fabricante. A simetria dos dados foi avaliada pelo teste de
Shapiro-Wilk. O nivel de significancia foi estabelecido em P < 0,05 para todas as
analises. O teste T com poés-teste de Mann-Whitney U foi utilizado quando havia 2
variaveis, enquanto o teste de Kruskall-Wallis foi utilizado quando havia 3 ou mais
variaveis. Todos os resultados foram expressos em mediana e intervalos. Os graficos
€ a suas analises correspondentes foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism8 (GraphPad Software, San Diego, CA,USA).

42 REALIZACAO DAS CORRELACOES

4.2.1 IDADE
Para avaliar se as concentracdes das citocinas variavam conforme a idade, foi
dividido as idades das participantes tendo em vista a mediana corresponde, de 26.

Assim, determinou-se <26 e >26.

4.2.2 ESTADO NUTRICIONAL

Para avaliar se as concentragdes das citocinas variavam conforme as diferencas
de ganhos de peso nas gestantes foi feito uma avaliagdo do estado nutricional, pelo
ganho de peso. A avaliagédo do estado nutricional da gestante foi realizada de acordo
com a idade gestacional, através da tabela desenvolvida por Atalah e colaboradores

em 1997 (Anexo lll). Baseado nisso, as participantes foram divididas em quatro
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grupos de estado nutricional, sendo: baixo peso, peso adequado, sobrepeso e
obesidade.
4.3 BUSCAS NALITERATURA

A busca da literatura foi realizada, a partir de artigos nas principais plataformas,
como PUBMED (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/). Afim de se esclarecer e comparar

as atribuicdes das citocinas pesquisadas, com a modulagido do sistema imune no
neonato. Como também, correlacionar com a literatura os principais aspectos,
relacionados a mae e ao neonato, influenciadores nas concentragdes finais das

citocinas no leite.
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5 RESULTADOS

5.1 DADOS CLINICOS DAS PARTICIPANTES DO ESTUDO

As maes internadas no alojamento conjunto do HU-UFSC/EBSERH para o parto
foram convidadas a participar o estudo e apds a assinatura do TCLE, permitiram a
coleta de uma amostra de colostro e responderam a um questionario previamente
elaborado, a fim de se conhecer o perfil das maes participantes (Tabela 1). Esse
procedimento auxiliou no delineamento do perfil da populacéo pesquisada e também

a correlacionar alguns dados.

Tabela 1— Caracteristicas das participantes (N=48)
Variaveis
Idade (anos) 26 (16 — 39)
Peso pré-gestacional (kg) 60 (41 —119)
Peso pés-gestacional (kg) 72,5 (55— 121)

Idade gestacional 39 (35 -40)
(semanas)
Peso do recém-nascido 3,162 (2,16 — 4,165)
(kg)
Tipo de parto (%)

- Normal 68,75

- Cesarea 31,25

Numero de filhos (%)

-1 54
-2 21
-3 12
->4 12

Escolaridade (%)

- Ensino superior 25
- Ensino médio 31
- Ensino fundamental 44
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Estado nutricional (%)

- Baixo peso 15
- Adequado 31
- Sobrepeso 29
- Obesidade 25

Resultados expressos em mediana (menor e maior valor) ou em frequéncia relativa. Fonte: a autora,
2023.
As 48 participantes responderam o questionario, e apenas 27 relataram pelo

menos uma intercorréncia gestacional (Figura 3).

Figura 3 — Intercorréncias Gestacionais

14,81% Pré-eclampsia
18,52% Infec¢éo do Trato Urinario

18,52% Hipertensédo

18,52% Anemia

3,70% Candidiase

3,70% Diabetes

3,70% Trombose

3,70% Glomerulonefrite

3,70% Deslocamento de placenta

3,70% Presséo baixa
7.41% Bilirrubina alta

Total= 27

Fonte: a autora, 2023.
5.2 ANALISE DAS CONCENTRAQC)ES DAS CITOCINAS

5.2.1 Concentragao de IFN-y e IL-10 nas amostras de leite materno

Ao analisar a concentragdo de IFN-y (Figura 4), as amostras testadas
apresentaram concentragdes que variaram entre 10 e 100 pg/mL, com mediana de
26,95 pg/mL. Sendo dois outliers? mais evidentes. A amostra demonstrada como
ponto vermelho apresentou uma concentragdo de 359,26 pg/mL, corresponde a uma
participante de 23 anos, com 1,59m, considerada com obesidade de acordo com o
seu estado nutricional, teve parto normal e é o seu primeiro filho. A amostra
demonstrada como ponto azul, apresentou uma concentragdo de 203,54 pg/mL e

corresponde a uma participante de 25 anos, com 1,57m, com peso adequado segundo

2 Valor que se destaca da média, Ponto fora da curva
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o seu estado nutricional, teve parto do tipo cesarea, € o seu segundo filho, e a
participante teve como complicacdes pré-eclampsia e infeccao urinaria.

A analise da concentragdo de IL-10 presente no leite materno (Figura 4) nas
amostras analisadas variaram entre 10 e 150 pg/mL, com mediana de 16,81 pg/mL.
Sendo, apenas um oultlier. A amostra, evidenciada como ponto azul, mostra uma

concentracao de IL-10 de 278,55 pg/mL, sendo atribuida a mesma amostra
evidenciada em azul no grafico de IFN-y.

Figura 4 — Concentracao de IFN-y e IL-10 no leite materno
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IFN-Y, Interferon gamma. Limite de detecgéo: 0,173 pg/mL IL-10, interleucina 10. Limite de detecc¢éo:
0,4 pg/mL Resultados expressos em pg/mL. Fonte: a autora, 2023.

5.2.2 Razao de IFN -y por IL-10 nas amostras de leite materno

Aandlise entre arazao de IFN-y e a IL-10 (Figura 5), nas amostras, uma variagao
entre 0 e 4, com uma mediana de 1,52. Sendo que ha dois outliers mais evidentes. A
amostra correspondente a razao de IFN-y/IL-10 de 9,21, destacada como ponto roxo,
corresponde a uma mae com 22 anos, 1,65 m, com sobrepeso, segundo o seu estado
nutricional, parto do tipo normal e é o seu segundo filho. A amostra correspondente a
razao de IFN-y/IL-10 de 8,38 evidenciada pelo ponto em vermelho, corresponde a

mesma mae também destacada como ponto vermelho no grafico de concentragao de
IFN-y.

Figura 5 — Razao de IFN-y por IL-10
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IFN-y, Interferon gamma e IL-10, Interleucina 10. Fonte: a autora, 2023.

53 CORRELACOES DAS CONCENTRACOES DE CITOCINAS NAS AMOSTRAS
DE LEITE MATERNO

5.3.1 Concentragdes de IFN-y X Concentracgao de IL-10

Ao relacionar os valores de IFN-y e IL-10 (Figura 6), pode-se perceber que ha
concentracoes mais altas de IFN-y, do que quando comparadas com os niveis de IL-
10 (p<0,05), corroborando os resultados da Figura 5, que mostra um fold change® de

aproximadamente 1,5 entre IFN-y e IL-10.

Figura 6 — Concentragdes de citocinas IFN-y e IL-10

3 Razao da expressao
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IFN-y, Interferon gamma e IL-10, Interleucina 10. Teste T com pds teste de Mann-Whitney U.
*p<0,05. Fonte: a autora, 2023.

5.3.2 Concentragoes de IFN-y e IL-10 nas amostras de leite materno X Idade

Ao relacionar os valores da concentragcéo de IFN-y e IL-10 com idade (Figura 7),
pode-se perceber uma tendéncia de diminuicido das concentracdes, em relacao ao
aumento da idade. Visto que as concentracdes de IFN-y e IL-10 sdo maiores nas
participantes mais jovens, menores de 26 anos, do que quando comparadas as
participantes em idade mais avangada, maiores de 26 anos, no entanto, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa.

Figura 7 - Concentragdes de IFN-Y e IL-10 com a Idade, em anos
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IFN-y, Interferon gamma e IL-10, Interleucina 10. Teste T com pos teste de Mann. Fonte: a
autora, 2023.

5.3.3 Concentragoes de IFN-y, IL-10 X Estado nutricional pelo ganho de peso
Ao relacionar os valores da concentracao de IFN-y e IL-10 com o estado
nutricional por ganho de peso (Figura 8), ndo houve diferenga estatisticamente

significativa entre os grupos baixo peso, peso adequado, sobrepeso e obesidade.

Figura 8 — Concentracao de IFN-y e IL-10 com o Estado Nutricional pelo ganho de

peso
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IFN-y, Interferon gamma. IL-10, Interleucina 10. Teste de Kruskal-wallis. Fonte: a autora, 2023

5.3.4 Concentracoes de IFN-y e IL-10 X Tipo de parto

Ao relacionar os valores da concentracido de IFN-y e IL-10 com o tipo de parto
(Figura 12), pode-se perceber que as concentragbes das citocinas entre as

participantes de parto normal e cesarea foram similares, e ndo houve diferencga
estatisticamente significativa.

Figura 9 — Concentragao de IFN-y e IL-10 com o tipo de parto
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6 DISCUSSAO

Na pesquisa realizada buscou-se determinar as concentracdes das citocinas
IFN-y e IL-10 encontradas no colostro e com o auxilio da literatura, abordar os efeitos
na modulagdo do sistema imune no neonato. Tal como, visualizar os aspectos
maternos e neonatais de influéncia nas concentragdes finais de citocinas no leite.
Foram encontradas as citocinas estudadas, IFN-y e IL-10, em todas as amostras de
colostro. Ha cerca de 1,5 vezes mais IFN- y do que quando comparado aos niveis de
IL-10, no colostro, o que ocasiona uma resposta maior na ativagao de macrofagos do
tipo M1. As correlagdes estudadas com idade, estado nutricional (por ganho de peso),
intercorréncia gestacional e tipo de parto néo influenciaram significativamente nas
concentracoes das citocinas analisadas.

Nesta pesquisa as concentragdes de IFN-y nas amostras de colostro, variaram
entre 10 e 100 pg/mL, com uma mediana de 26,95 pg/mL. Apresentou dois outliers,
com valores de 359,26 pg/mL e 203,54 pg/mL. As concentragdes de IL-10, nas
amostras de colostro, variaram entre 10 e 150 pg/mL, com uma mediana de 16,81
pg/mL. Sendo, somente um outlier com valor de 278,55 pg/mL. Ao analisar os valores
entre a razdo de IFN-y e a IL-10, os valores em sua maioria variaram entre 0 e 4 com
um fold change de aproximadamente 1,5 entre IFN-y e IL-10. Obteve-se dois valores
de outliers, 9,21 e 8,38.

Devido a uma grande variabilidade dos niveis de citocinas entre as lactantes,
nao se ha um consenso sobre os seus niveis (DG et al., 2010; GILA-DIAZ et al., 2019).
Na revisdo de Agarwal e Colaboradores (2010), a partir de buscas na base de dados
Pubmed, sobre analises de concentracbes de marcadores imunoldgicos humanos em
diferentes amostras, elencou que foram encontradas concentracdes bem variadas. A
menor concentragao encontrada de IFN-y no colostro foi 8 pg/mL e a maior foi de 2228
pg/mL. A IL-10 no colostro teve concentracdes menores de <5 pg/mL e maiores de
321 pg/mL, sendo todas as analises realizadas pelo método de ELISA (AGARWAL et
al., 2011). Nas citocinas anti-inflamatoérias, como o TGF-f3, os niveis variam entre 0,1
e 13,3 pg/mL nas amostras de colostro, e nas citocinas pro-inflamatérias, como o IL-
6, os niveis variam entre 4,4 e 340 pg/mL nas amostras de colostro (GILA-DIAZ et al.,
2019). A ingestéo de citocinas pelo leite materno auxilia na maturagdo do sistema

imune, e a existéncia de citocinas pré e anti-inflamatérias, como IL-6 e IL-10, possuem
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relagdo com a modulagao e diferenciagéo das células que produzem imunoglobulina
A (ANDRADE et al., 2014).

Logo, dado os resultados das analises realizadas, pode se dizer que os valores
encontrados ficaram dentro das faixas ja mencionadas pela literatura. Ademais, uma
maior presencga de citocina pro-inflamatéria significaria ao recém-nascido uma maior
ativacdo de macrofagos do tipo M2. No qual, pode indicar que a resposta imune do
recém-nascido é o foco nos seus primeiros dias de vida.

Ao encontrar os resultados das concentracdes das citocinas, realizou-se
algumas correlagbes, com as informagdes respondidas pelas participantes no
questionario, previamente elaborado. Ao correlacionar as citocinas IFN-y e IL-10 com
a idade, pode-se constatar que ha uma tendéncia na diminuicdo dos niveis de
citocinas em idades mais avancadas. Visto que, as maiores concentracoes
encontradas foram em maes mais novas, com idades <26 anos, quando em
comparacao com as maes com >26 anos. Entretanto, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa. Na pesquisa de Ferrari (2020) o objetivo era visualizar
o perfil de algumas citocinas pré-inflamatorias no colostro, de nutrizes que estivessem
nos extremos da idade reprodutiva. Nessa busca evidenciou-se que havia um
aumento dos niveis de IL-1B e IL-6 no colostro de maes com idade materna mais
avangada (>35 anos), do que quando comparado a mées mais jovens, entre 10 e 24
anos (FERRARI et al., 2020).

Ao analisar as concentracdes das citocinas com os estados nutricionais das
maes, pode-se constatar que ndo houve nenhuma diferenca estatistica entre os
diferentes estados nutricionais, de baixo peso, adequado, sobrepeso e obesidade. O
estado nutricional também é um importante fator para visualizar as diferencas nas
concentracoes de citocinas, principalmente por ser determinante para ocorréncia de
intercorréncias gestacionais, como pré-eclampsia (FREITAS, 2017). No estudo de
Freitas (2017) foi realizado analise de algumas citocinas pelo método ELISA, para se
determinar o efeito da pré-eclampsia no leite materno, assim, para IL-10 no colostro,
foi verificado uma média de 13,5 pg/mL para maes normotensas e de 11,0 pg/mL para
méaes com pré-eclampsia (FREITAS, 2017). O estudo de Zambruni (2017) destacou
alguns fatores maternos que poderiam afetar as citocinas do leite humano entre méaes
peruanas com recém-nascidos de baixo peso, entre esses fatores destaca-se os
disturbios hipertensivos, dos quais maes com qualquer disturbio hipertensivo

apresentaram concentracdes mais elevadas de citocinas pro-inflamatérias, tal como
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IFN-y, IL-4 e TGF-B3 do que quando comparado com mulheres sem disturbios
hipertensivos. Além disso, outro fator importante destacado foi que maes de recém-
nascidos com baixo peso, apresentavam valores mais altos de citocinas do que
quando comparados a maes de recém-nascidos com peso maior. Logo, conclui-se
nesse estudo que ha fatores maternos e gestacionais que interferem na concentragao
final de citocinas do leite materno (ZAMBRUNI et al., 2017).

Ao correlacionar as concentragdes das citocinas com os tipos de parto realizados
nas participantes, pode-se perceber que os niveis de IFN-y e IL-10 ficaram préximos,
sem diferenga estatistica. Segundo a literatura, os niveis de citocinas no leite podem
mudar de mae para mae, devido a caracteristicas maternas como alergias
(BOTTCHER et al, 2000), intercorréncias gestacionais como pré-eclampsia
(FREITAS, 2017), idade (FERRARI et al., 2020) e caracteristicas neonatais como
baixo peso ao nascer (ZAMBRUNI et al., 2017). Na pesquisa de Bottcher et al (2000),
estudou-se a correlagdo das citocinas encontradas no leite materno em maes
alérgicas e nao alérgicas, logo, segundo o estudo, a concentragéo para IFN-y no
colostro foi entre 67 - 113 pg/mL para méaes nao alérgicas e de 67 — 69 pg/mL para
maes alérgicas e a concentragéo para IL-10 no colostro foi entre 19 - 202 pg/mL de
méaes nao alérgicas e de 19 — 139 pg/mL para maes alérgicas, o método utilizado
também foi ELISA (BOTTCHER et al., 2000).

Além disso, também ha a relagcdo a ser pesquisada entre microrganismos
presente no leite e a sua relevancia para a modulacao da microbiota intestinal infantil
(RATSIKA et al., 2021). Posto isto, a literatura apresenta fatores maternos e neonatais
que influenciam nas concentrag¢des das citocinas, todavia, as correlacdes estudadas
nesta pesquisa ndo apresentaram diferencas estatisticas.

Ademais, o desenvolvimento do microbioma intestinal do recém-nascido também
€ um importante fator para a modulagéo do seu sistema imunolégico, tendo em vista
que o trato gastrointestinal é a primeira linha de defesa contra patégenos. O trato
gastrointestinal compreende a camada de muco de células epiteliais intestinais e as
células imunoldgicas hematopoiéticas que se comunicam com a microbiota. Dessa
forma, visto que o leite materno também possui sua prépria microbiota, com
microorganismos comensais, ele é também importante para a maturagéo do sistema
imune no recém-nascido. O conjunto microbiano constituinte do leite materno é
extremamente influenciado por aspectos do lactante e lactente, tal como IMC pré-

gestacional da mae, dieta, estagio da lactagao, tipo de parto, exposi¢cao a antibioticos,



38

sexo do recém-nascido e método de extragado do leite. Por conseguinte, ressalta-se a
dieta materna, que pode interferir na constituicdo taxondmica bacteriana do leite
produzido, a medida que os nutrientes consumidos sao utilizados pelas bactérias no
seu proprio trato gastrointestinal (MANTZIARI; RAUTAVA, 2021; RATSIKA et al., 2021;
SIEGFRIED et al., 2021).

Segundo a pesquisa de Padilha (2019), no qual tinha como objetivo determinar
se a microbiota do leite humano é modulada pela dieta materna, evidenciou que a
dieta materna durante a gestagcéo tem uma influéncia maior sobre a conformacao da
populacao bacteriana, do que quando comparado a dieta durante o primeiro més da
lactagdo. Entretanto, no primeiro més de lactacdo, o consumo de nutrientes
especificos afeta diretamente alguns determinados géneros bacterianos. Um exemplo
€ que, a curto prazo, durante a lactagdo, o acido graxo linoleico correlaciona-se
positivamente com o género Bifidobacterium no leite materno. Nas amostras desta
pesquisa, destacou-se a microbiota do leite sendo majoritariamente composta por
Streptococcus, Staphylococcus e Corynebacterium, abundancia média relativa de
42%, 22% e 7% respectivamente. Além disso, os dez géneros presentes em no
minimo 90% das amostras foram Rothia, Veilonella, Rubrobacter, Pseudomonas,
Halomanas, Trabulsiella, Chelonobacter, Acinetobacter, Actinomces e Lactobacillus
(PADILHA et al., 2019).

As pesquisas cientificas atuais demonstram que os marcadores microbianos
modulam aspectos do Sistema Nervoso Central e o sistema imunoldgico, auxiliando
na manutencido da saude. Todavia, mais pesquisas sdo necessarias para avaliar os
impactos da nutrigdo na conformacdo da microbiota intestinal e também no
neurodesenvolvimento, principalmente buscando minimizar, prevenir e diagnosticar
possiveis intercursos que perturbem a homeostase intestinal e interacao saudavel da
microbiana do hospedeiro (RATSIKA et al., 2021).

A partir das pesquisas nas literaturas, percebe-se que ha mais variaveis que
poderiam ser importantes e influenciar nas concentragdes das citocinas analisadas e
as correlagdes realizadas nao apresentarem diferenca estatistica, dessa forma, esses
pontos podem ser atribuidos a limitacdes dessa pesquisa. As limitagcdes de pesquisa,
sao devido ao numero de amostras, informagoes disponiveis sobre as maes e os

neonatos e metodologias disponiveis.
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CONCLUSAO

Houve presenca das citocinas nas amostras de colostro, IFN-y obteve uma
mediana de 26,95 pg/mL e IL-10 uma mediana de 16,81 pg/mL;

Ha em média 1,5 vezes mais IFN-y do que quando compara a IL-10, no colostro,
no qual caracteriza uma entrega maior de atividade pré-inflamatoria;

As correlagdes realizadas com as citocinas IFN-y e IL-10 com algumas variaveis
como idade, estado nutricional, intercorréncias gestacionais e tipo de parto néo
possuiram diferenga estatistica. Logo, as concentragdes das citocinas né&o
sofreram influéncia pelas variaveis analisadas;

A literatura apresenta amplas faixas de concentragdes para as citocinas estudadas
e aborda diferentes correlacdes entre aspectos maternos/neonatais com citocinas,
que influenciaram as concentragdes das citocinas. Ademais, demonstra a
importancia das citocinas para o sistema imune do recém-nascido, no qual se
encontra imaturo e ainda nao as produz em quantidade adequada, que garanta a

sua defesa contra infecgoes;
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Anexo 1 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Centro de Ciéncias da Saude
Departamento de Analises Clinicas
Campus Universitario - Florianopolis, SC, 88049-000, Brasil
Tel: (048) 3721 8148 / 3721 4562

Titulo da pesquisa: Citocinas pro-inflamatérias no leite materno: associagdo com o estado
metabolico da mae

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A Senhora estd sendo convidada a participar de uma pesquisa. Antes de decidir se deseja participar, é importante
entender porque esta pesquisa estd sendo realizada. Por favor, leia com atengdo todas as informagdes e se desejar,
discuta com sua familia, para que a sua participa¢do possa ser uma decisdo bem informada. Este termo de
consentimento livre e esclarecido cumpre as exigéncias contidas nos itens IV. 3 da Resolugdo CNS n°466/12.

Este impresso contém informagdes para a participagdo voluntaria da Senhora neste estudo, que servira para avaliar
os melhores se o peso antes e depois da gravidez influencia na amamentagao, desde o nascimento até os 6 meses
de idade. O excesso de peso ¢ comum durante e depois da gestacdo e isso pode influenciar na quantidade de leite
disponivel para o bebé. Existem algumas proteinas que sdo produzidas no tecido gorduroso que podem alterar a
formagdo e secre¢ao do leite materno.

Qual objetivo deste estudo?

Nos esperamos que este estudo ajude a entender quais as proteinas podem alterar a producdo e secrec@o de leite
em até 6 meses apos o nascimento do bebé.

Eu tenho que participar?

Cabe a Senhora decidir se ird ou ndo participar. Mesmo que a Senhora ndo queira participar do estudo, a Senhora
nao terd nenhuma desvantagem em relagdo ao tratamento médico e aos cuidados que tenha direito a receber. Se
decidir participar, a Senhora ir4 assinar este Termo de Consentimento. Mesmo ap6s ter assinado, ¢ garantida a
liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo
a continuidade de seu tratamento no HU/UFSC. Caso aceite participar, serd coletada uma amostra de sangue da
Senhora e uma amostra de leite materno no HU/UFSC para avaliagdo no laboratério. Ainda, faremos algumas
perguntas com relagdo a gravidez e faremos contato telefonico mensal até o 6° més para acompanhar a gravidez.
Além disso, seus dados de prontudrio serdo utilizados para a pesquisa.

Existem riscos ou desconfortos associados com a participacio?

Sim, existem os riscos de procedimentos de coleta de sangue, possiveis constrangimentos durante a entrevista e/ou
quebra de confidencialidade dos dados coletados. No entanto, estes riscos serdo potencialmente reduzidos pelos
pesquisadores: A coleta de sangue sera realizada em ambiente adequado e pela equipe da pesquisa que tomara
todos os cuidados necessarios para que o a Senhora tenho o minimo de desconforto. Apesar disto, podera haver a
possibilidade de formagdo de hematoma (manchas escuras) e sensacdo dolorosa no local da coleta. Se isso
acontecer, a equipe da pesquisa tomara as medidas necessarias para diminuir este desconforto. A coleta de leite
materno serd feita apos a ordenha manual que acontece junto com as enfermeiras. O leite descartado sera utilizado
para a pesquisa. A entrevista para a coleta de algumas informacoes serd realizada em ambiente tranquilo e discreto,
sempre respeitando a individualidade e as necessidades de cada paciente. Serd assegurado o direito a ndo responder
a qualquer pergunta se achar que ela ¢ muito pessoal ou se sentir desconfortdvel em falar. Os dados retirados do
prontudrio médico serdo armazenados e manuseados com todo cuidado somente pelos pesquisadores para reduzir
o risco de quebra de sigilo. Os dados telefonicos serdo guardados em sigilo e somente os a equipe da pesquisa (01
professor € 01 aluno) terdo acesso.

Meus dados serao divulgados?

Se a Senhora estiver de acordo em participar do estudo, as informagdes fornecidas serdo confidenciais e s6 serdo
utilizadas neste trabalho com a finalidade de gerar conhecimento em saiide. Apenas o pesquisador e os
colaboradores terdo acesso aos dados. Nao serdo tiradas fotos, nem realizadas filmagens ou qualquer tipo de
gravacdo. As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgada a
identificagdo de nenhum paciente.

Quais sdo os beneficios esperados com a pesquisa para o participante?
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Mesmo que a senhora nao se beneficie diretamente com os resultados da pesquisa, informo-lhe que estes resultados
poderdo contribuir futuramente para melhor compreensado da formagao do leite materno. Ainda, todos os resultados
dos exames que iremos realizar serdo disponibilizados a Senhora.

Terei custos se participar?

Nao ha despesas pessoais para a Senhora em qualquer fase do estudo. Também ndo ha compensacao financeira
relacionada a sua participagdo na pesquisa. Caso algum gasto eventual pela participacdo na pesquisa seja
detectado, o mesmo serd ressarcido pelo orcamento da pesquisa conforme a legislagao vigente.

Eu possuo algum direito 4 indenizacio?

Caso o senhora tenha algum prejuizo material ou imaterial em decorréncia da pesquisa podera solicitar
indenizacdo, de acordo com a legislagdo vigente e amplamente consubstanciada em juizo.

Com quem devo entrar em contato se necessitar de mais informacoes?

Este estudo esta sendo realizado no HU/UFSC, situado no bairro Trindade, municipio de Florianopolis - SC. A
pesquisadora principal ¢ farmacéutica e professora do Curso de Farmacia da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC). A professora Fabiola Monteiro, que pode ser encontrada no Departamento de Analises Clinicas
do Centro de Ciéncias da Saude da UFSC, pelos telefones (48) 3721-2200 e 99911-4480, ou através do email:
fabiola.monteiro@ufsc.br.

Ainda, o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFSC encontra-se Prédio Reitoria II, R:
Desembargador Vitor Lima, n° 222, sala 401, Universidade Federal de Santa Catarina, Campus Universitario,
Trindade, ou pelo contato telefonico (48)3721-6094, ou e-mail cep.propesq@contato.ufsc.br.

Segue os termos da declaragao para poder participar do estudo:

Eu, confirmo que:

Recebi informagdes sobre o estudo acima, além disso, li e entendi todas as informagdes fornecidas sobre minha
participacdo nesta pesquisa. Tive a oportunidade de discuti-las e fazer perguntas. Todas as minhas duvidas foram
esclarecidas satisfatoriamente e eu voluntariamente concordo em participar deste estudo. Estou ciente de que
doarei uma amostra de sangue, a qual sera destinada para a pesquisa. Entendo que receberei uma copia assinada
deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Concordo em participar deste estudo.

Paciente ou representante legal Data

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente
ou representante legal para a participagdo neste estudo.

Fabiola Branco Filippin Monteiro Data
Responsavel pelo estudo

CPF 027.645.219-44
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Anexo 2 - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
UFSC

UNIVERSIDADE FEDERAL DE CQW«W{Q
SANTA CATARINA - UFSC - asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Citocinas pro-inflamatérias no leite materno: associagédo com o
estado metabdlico da mae

Pesquisador: Fabiola Branco Filippin

Monteiro Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 68008317.4.0000.0121

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Santa Catarina
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.081.185

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um projeto da pesquisadora do departamento de Andlises Clinicas que
pretende investigar, junto a mulheres que amamentam a presenga de citocinas pro-
inflamatadrias no leite materno correlacionado a situagao do peso antes e depois de parto.
Serdo acompanhadas as mulheres que forem atendidas no hospital universitario. estas
serdo acompanhadas até seis meses apoés o parto. Devem fazer parte 400 mulheres.
Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Determinar o perfil de citocinas pré-inflamatérias no leite materno e no soro de maes
atendidas no HU-UFSC a fim de se estabelecer associagbes entre a lactogénese, o
estado metabdlico da mée e as citocinas presentes no leite materno.

Objetivo Secundario:

- Determinar as concentragbes séricas de marcadores de adiposidade (leptina,
adiponectina), de inflamagéo (SAA e PCR), horménios (prolactina e progesterona) e
citocinas pré-inflamatérias (IL-6, TNF-a, IL1-b e MCP-1) em méaes atendidas no HU-
UFSC por ocasiao do parto;- Determinar as concentragées de citocinas pré- inflamatérias
(IL-6, TNF-a, IL1-b e MCP-1) no leite materno de mées atendidas no HU-UFSC por
ocasiao do parto;- Determinar os constituintes do leite materno (%gordura, proteinas



totais);- Analisar dados clinicos da mae e do RN e aspectos relacionados ao aleitamento
materno (escore de amamentacéo) em até 6

meses apos o parto

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Beneficios:

As mées que aceitarem participar do estudo serdo acompanhadas por 6 meses na
tentativa de incentivo ao aleitamento materno exclusivo. Ainda, serdo incentivadas e
instruidas a comparecerem nas consultas mensais ao pediatra em sua Unidade Basica
de Saude ou pediatra de escolha na rede privada. As maes e acompanhantes serdo
acolhidos.

Riscos:

Existem os riscos de procedimentos de coleta de sangue, possiveis constrangimentos
durante a entrevista e/ou quebra de confidencialidade dos dados coletados. No entanto,
estes riscos serao potencialmente reduzidos pelos pesquisadores: A coleta de sangue
sera realizada em ambiente adequado e pela equipe da pesquisa que tomara todos os
cuidados necessarios para o minimo de desconforto. Apesar disto, podera haver a
possibilidade de formagéo de hematoma e sensagéao dolorosa no local da coleta. Se isso
acontecer, a equipe da pesquisa tomara as medidas necessarias para diminuir este
desconforto. A coleta de leite materno sera feita apés a ordenha manual que acontece
junto com as enfermeiras. O leite descartado sera utilizado para a pesquisa. A entrevista
para a coleta de algumas informagdes sera realizada em ambiente tranquilo e discreto,
sempre respeitando a individualidade e as necessidades de cada paciente. Sera
assegurado o direito a ndo responder a qualquer pergunta se achar que ela é muito
pessoal ou se sentir desconfortavel em falar. Os dados retirados do prontuario médico
serdo armazenados e manuseados com todo cuidado somente pelos pesquisadores
para reduzir o risco de quebra de sigilo. Os dados telefonicos serao guardados em sigilo
e somente os a equipe da pesquisa (01 professor e 01 aluno) terdo acesso.

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:

A pesquisa encontra-se adequadamente fundamentada e documentada. Traz a documentagao
necessaria para a tramitagao. Apresenta um TCLE estruturado de acordo com as orientagdes da
Resolugao 466/2012.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
TCLE adequado as orientagdes da Resolugdo 466/2012. Contudo é necessario corrigir no
endereco do CEPSH o prédio no qual este Comité se localiza.

Recomendacgbes:
corrigir o prédio de localizagdo do CEPSH/UFSC no TCLE.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoées:
Concluséo: aprovado.

Consideragoes Finais a

critério do CEP:
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 05/05/2017 Aceito
do Projeto ROJETO_878555.pdf 17:43:24
Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 05/05/2017 | Fabiola Branco Aceito

17:42:54 Filippin Monteiro
Declarag&o de Declaracao_assinada.pdf 05/05/2017 | Fabiola Branco Aceito
Instituigéo e 12:14:48 | Filippin Monteiro
Infraestrutura
TCLE / Termos de | TCLE_leite_materno.pdf 05/05/2017 | Fabiola Branco Aceito
Assentimento / 12:12:51 | Filippin Monteiro
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | Projeto_Leite_materno.pdf 05/05/2017 | Fabiola Branco Aceito
Brochura 12:12:37 | Filippin Monteiro
Investigador
Situagao do

Parecer: Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Néao

FLORIANOPOLIS, 25 de Maio de 2017

Assinado por:
Yimar Correa Neto
(Coordenador)

Enderecgo: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria I, R: Desembargador Vitor Lima, n° 222,
Bairro: Trindade CEP: 88.040-400

UF: SC Municipio:

Telefone: (48)3721-6094 E-mail: cep.propesg@contato.ufsc.br
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Anexo 3 — Tabela utilizada para a divisdo em estados nutricionais das participantes

Tabela 3. Diagnostico nutricional da gestante conforme o indice de massa corporal (IMC) e a idade

gestacional
SEINERE] Baixo peso Peso adequado Sobrepeso Obesidade
gestacional IMC < IMC entre IMC entre IMC =
6 19,9 20,0 24,9 25,0 30,0 30,1
8 20,1 20,2 25,0 25,1 30,1 30,2
10 20,2 20,3 25,2 25,3 30,2 30,3
11 20,3 20,4 25,3 25,4 30,3 30,4
12 20,4 20,5 25,4 25,5 30,3 30,4
13 20,6 20,7 25,6 25,7 30,4 30,5
14 20,7 20,8 25,7 25,8 30,5 30,6
15 20,8 20,9 25,8 25,9 30,6 30,7
16 21,0 21,1 25,9 26,0 30,7 30,8
17 21,1 21,2 26,0 26,1 30,8 30,9
18 21,2 21,3 26,1 26,2 30,9 31,0
19 21,4 21,5 26,2 26,3 30,9 31,0
20 21,5 21,6 26,3 26,4 31,0 31,1
21 21,7 21,8 26,4 26,5 31,1 31,2
22 21,8 21,9 26,6 26,7 31,2 31,3
23 22,0 22,1 26,8 26,9 31,3 31,4
24 22,2 22,3 26,9 27,0 31,5 31,6
25 22,4 22, 27,0 27,1 31,6 31,7
26 22, 22,7 27,2 27,3 31,7 31,8
27 22,7 22,8 27,3 27,4 31,8 31,9
28 22,9 23,0 27,5 27,6 31,9 32,0
29 23,1 23,2 27,6 27,7 32,0 32,1
30 23,3 23,4 27,8 27,9 32,1 32,2
31 23,4 23,5 27,9 28,0 32,2 32,3
32 23,6 23,7 28,0 28,1 32,3 32,4
33 23,8 23,9 28,1 28,2 32,4 32,5
34 23,9 24,0 28,3 28,4 32,5 32,6
35 24,1 24,2 28,4 28,5 32,6 32,7
36 24,2 24,3 28,5 28,6 32,7 32,8
37 24,4 24,5 28,7 28,8 32,8 32,9
38 24,5 24,6 28,8 28,9 32,9 33,0
39 24,7 24,8 28,9 29,0 33,0 33,1
40 24,9 25,0 29,1 29,2 33,1 33,2
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41 25,0 25,1 29,2 29,3 33,2 33,3
42 25,0 25,1 29,2 29,3 33,2 33,3

Fonte: Atalah er al. Revista Médica de Chile, 1997.



