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RESUMO

SILVA, T. E. V. “Efeito do estado nutricional materno sobre a concentragcdo de
compostos bioativos do colostro”, 2021. Trabalho de Conclusao de Curso (Curso
de Graduacdo em Nutricdo) - Faculdade de Nutricdo, Universidade Federal de

Alagoas.

A obesidade se configura atualmente como um grave problema de saude publica
global, cada vez mais comum em mulheres em idade reprodutiva. O excesso de peso
na gestacao esta associado com maior risco relativo de variagdo nos componentes do
leite humano. A presenga de compostos bioativos com fun¢gées ndo-nutricionais na
saude infantil e sua concentragao dinamica no leite humano, pode sofrer variagdo em
funcdo de diversos fatores, dentre eles, o estado nutricional materno. Diante disso,
esse estudo objetiva avaliar o efeito do IMC materno sobre a concentragcdo de
compostos bioativos do colostro. Para sua consecucao, foi realizado um estudo
transversal, com puérperas internadas em uma maternidade publica, voltada a
assisténcia a mulheres com baixo e médio risco obstétrico, com atendimento 100%
realizado pelo SUS. A amostra foi composta por 80 maes, sendo 20 puérperas para
cada categoria de IMC, considerando os seguintes critérios de inclusdo: faixa etaria
de 20 - 40 anos, gestacao de feto unico vivo, idade gestacional do concepto > 37
semanas, auséncia de enfermidades infectocontagiosas ou intercorréncias clinicas
gestacionais e com registro de peso gestacional no prontuario da maternidade ou no
cartao de gestante, desde que datado até 30 dias antes do parto. A coleta do colostro
foi realizada por ordenha manual a beira do leito, no periodo entre 24 - 48 horas apos
0 parto, pela propria paciente, supervisionada por um pesquisador habilitado. Em
seguida, o colostro foi imediatamente refrigerado (-20°C) e transportado para
armazenamento em ultrafreezer (-80°C), até o momento da analise de seus
componentes por ressonancia magnética nuclear (RMN). A identificacdo de
agrupamentos de amostras de leite e dos biomarcadores correspondentes ao perfil
metabdlico das maes (compostos bioativos do leite materno) foram avaliados pela
analise dos componentes principais (PCA) e pela analise discriminante ortogonal por

minimos quadrados parciais (OPLS-DA), considerando as quatro diferentes



categorias de IMC materno (Baixo peso (B), eutrofia (E), sobrepeso (S) e obesidade
(O). As analises foram realizadas com o emprego do software SIMCA-P (versao 14.0,
Umetrics, Umea, Suécia). Um total de 22 metabolitos foram encontrados nas amostras
de leite materno, sendo 12 quantificados na fase aquosa (aminoacidos e agucares).
Os resultados das 6 séries pareadas OPLS-DA (O versus grupo S (OxS); grupo O
versus grupo B (OxB); grupo O versus grupo E (OxE); grupo S versus grupo B (SxB);
grupo S versus grupo E (SxE) e grupo B versus grupo E (SxE) em relagdo a cada
metabdlito, mostraram que n&o houve diferencas significativas entre as amostras de
leite materno, CV-ANOVA p > 0,05. Desta forma, o teste-T pareado (p < 0,05) foi
aplicado para verificar possiveis diferencas significativas entre o pareamento dos
grupos (BxExSxO) em relacdo a cada metabolito. Em nosso estudo, o Acido N-
Acetilneuraminico (NeuS5AC) apresentou niveis mais altos em mées obesas quando
comparado a maes com baixo peso (p = 0,019) e maes com eutrofia (p = 0,015). Ja os
niveis de N-Acetil-L-Glutamina apresentaram diferencga significativa na comparacao
entre maes com baixo peso e maes com eutrofia (BXE, p = 0,021), sendo as maes com
baixo peso detentoras de maior quantidade deste metabdlito. Resultado semelhante
foi observado para a fucose, que se mostrou elevada em maes com baixopeso em
relacdo as maes com eutrofia (BXE, p = 0,044). Em virtude dos achados acima
sofrerem interferéncia de alguns fatores relacionados ao bindbmio mae-filho, mais
estudos sdo necessarios para elucidar a possivel influéncia do estado nutricional
materno na concentragao dos metabolitos que compdem os Oligossacarideos do Leite
Humano (OLH) fucosilados e sialilados. Esses achados, incitam novas investigacdes
a respeito do impacto desses fatores bioativos na saude infantil.

Palavras-chave: Obesidade, ganho de peso na gestacao, leite materno, fatores
bioativos, IMC.



ABSTRACT

SILVA, T. E. V. “Effect of maternal nutritional status on the concentration of
bioactive compounds in colostrum”, 2021. Trabalho de Conclusdo de Curso (Curso

de Graduacao em Nutricao) - Faculdade de Nutricdo, Universidade Federal de Alagoas.

Obesity is currently configured as a serious global public health problem, increasingly
common in women of childbearing age. Excess weight during pregnancy is associated
with a higher relative risk of variation in human milk components. The presence of
bioactive compounds with non-nutritional functions in child health and their dynamic
concentration in human milk may vary due to several factors, including maternal
nutritional status. Therefore, this study aims to evaluate the effect of maternal BMI on
the concentration of bioactive compounds in colostrum. To achieve this, a cross-
sectional study was carried out, with postpartum women hospitalized in a public
maternity hospital, aimed at assisting women with low and medium obstetric risk, with
100% assistance provided by the SUS. The sample consisted of 80 mothers, 20 of whom
had recently given birth for each category of BMI, considering the following inclusion
criteria: age group of 20 — 40 years, pregnancy with a single live fetus, gestational age
of the conceptus = 37 weeks, absence of infectious diseases or gestational clinical
complications and with a record of gestational weight in the maternity medical record or
on the pregnant woman's card, as long as it is dated up to 30 days before delivery.
Colostrum collection was performed by manual milking at the bedside, between 24-48
hours after delivery, by the patient herself, supervised by a qualified researcher.
Afterwards, the colostrum was immediately refrigerated (-20°C) and transported for
storage in an ultrafreezer (-80°C), until the moment of analysis of its components by
nuclear magnetic resonance (NMR). The identification of groups of milk samples and
biomarkers corresponding to the metabolic profile of the mothers (bioactive compounds
in breast milk) were evaluated by principal component analysis (PCA) and by orthogonal
discriminant analysis by partial least squares (OPLS-DA), considering the four different
categories of maternal BMI (Low weight (B), normal weight (E), overweight (S) and
obesity (O). Analyzes were performed using the SIMCA-P software (version 14.0,
Umetrics, Umea, Sweden). A total of 22 metabolites were found in breast milk samples,



12 of which were quantified in the aqueous phase (amino acids and sugars). The results
of the 6 paired series OPLS-DA (O versus group S (OxS); group O versus group B
(OxB); group O versus group E (OxE); group S versus group B (SxB); group S versus
group E (SxE) and group B versus group E (SxE) in relation to each metabolite, showed
that there were no differences significant among breast milk samples, CV-ANOVA p >
0.05. Thus, the paired t-test (p < 0.05) was applied to verify possible significant
differences between the pairing of groups (BXExSxO) in relation to each metabolite. In
our study, N-Acetylneuraminic Acid (Neu5AC) had higher levels in obese mothers when
compared to underweight mothers (p = 0.019) and eutrophic mothers (p = 0.015). The
levels of N-Acetyl-L-Glutamine showed a significant difference in the comparison
between low weight mothers and eutrophic mothers (BxE, p = 0.021), with low weight
mothers having a greater amount of this metabolite. A similar result was observed for
fucosis, which was shown to be elevated in low weight mothers compared to eutrophic
mothers (BxE, p = 0.044). Because the above findings are influenced by some factors
related to the mother-child binomial, further studies are needed to elucidate the possible
influence of maternal nutritional status on the concentration of metabolites that make up
fucosylated and sialylated Human Milk Oligosaccharides (HLL). These findings
encourage further investigations into the impact of these bioactive factors on child health.

Keywords: Obesity, weight gain during pregnancy, breast milk, bioactive factors, BMI.
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1. INTRODUCAO
1.1 PROBLEMATIZACAO

O excesso de peso se configura atualmente como um grave problema de saude
publica global, atingindo os paises em desenvolvimento, mas também as grandes
poténcias mundiais. De acordo com as estimativas globais, cerca de 1,9 bilhdes e 650
milhdes de adultos, apresentavam sobrepeso e obesidade respectivamente, no ano
de 2016, o que demonstra claramente o carater pandémico desse fendmeno. Contudo,
as mulheres em idade reprodutiva possuem maior prevaléncia que os homens.
Ademais, é crescente a presenga desse desfecho em criangas e adolescentes, se
desenvolvendo de maneira cada vez mais precoce (ASSUNCAO, 2015; CHOOI;
DING; MAGKOS, 2019; SEABRA et al., 2011; WHO, 2020).

De acordo com Batista Filho (2010), o processo de transicdo alimentar e
nutricional € marcado por dois momentos: o primeiro guarda relagdo com a alta taxa
de natalidade/alta mortalidade de criangas, adolescentes e mulheres em idade
reprodutiva, principalmente por doengas infecciosas/processos carenciais. O
segundo, € a alta carga de doencgas crénicas nao transmissiveis (DCNT’s), tais como:
diabetes mellitus, obesidade, hipertensao arterial sistémica e doencas degenerativas
do sistema nervoso central, sdo cada vez mais comuns na sociedade contemporanea,
associando-se a um perfil de consumo de alimentos criticos para a saude.

Uma analise de evolugcao temporal mostrou que a prevaléncia de sobrepeso e
obesidade entre mulheres brasileiras, cresceu de 43,2% para 63,3% e de 14,5% para
30,2% respectivamente, entre os anos de 2002 e 2019. Outro estudo, de base
populacional, avaliou o estado nutricional de 19.931 mées entre os anos de 1982 a
2015, constatando um aumento na prevaléncia de excesso de peso de 22,1% para
47,0% no inicio da gravidez. Esses dados, sdo bastante preocupantes e demostram
a necessidade de politicas publicas de promocao a saude, assim como a capacitagcao
de profissionais de saude que atuem sob a otica da prevencédo dessa enfermidade
(HORTA et al., 2019; IBGE, 2020; STOPA et al., 2020).

O tecido adiposo produz citocinas e quimiocinas com efeitos pro-inflamatorios
(proteina de quimioatracdo de mondcitos, interleucina-8, interleucina-6, fator de
necrose tumoral-a, proteina c reativa, leptina), resultando em um processo de
inflamacao sistémica, resisténcia a insulina e estresse oxidativo (BASU et al., 2011;
SALTIEL, et al., 2017).
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O leite materno € o alimento perfeito para o bebé, possuindo papel determinante
na protecdo da obesidade infantil. Por essa razdo, recomenda-se que seja ofertado
em livre demanda e de maneira exclusiva nos primeiros seis meses de vida e posterior
a esse periodo de forma complementar. Além de fortalecer o vinculo mae e filho, seus
componentes desempenham um amplo espectro de beneficios na saude materno
infantil. No entanto, apesar dos beneficios, as taxas de aleitamento materno ainda
estao abaixo do ideal. O aumento da prevaléncia do Aleitamento Materno Exclusivo
(AME) € uma tarefa complexa, pois necessita de uma rede de apoioenvolvendo uma
equipe multidisciplinar que entenda o contexto familiar das nutrizes, uma vez que
esses fatores est&o correlacionados com o ndo éxito da lactagdo (ASSUNCAO, 2015;
BRASIL, 2015).

Publicacdes recentes, mostram seu papel na saude infantil, atuando na
reducao do risco de infec¢des e alergias, melhora do neurodesenvolvimento cognitivo,
protegendo contra doengas gastrointestinais, doengas cronicas nao-transmissiveis
(DCNT’s) e efeitos antiobesidade no futuro da prole. Na saude materna, auxilia na
reducao do peso no pos-parto, além de reduzir o risco de desenvolver DCNT’s, cancer
de mama, de ovario e Artrite Reumatoide (GEDDES; PERRELLA, 2019; SHAMIR,
2016).

O complexo microbioma do leite humano € composto por fatores bioativos
capazes de desempenhar uma diversidade de fungdes fisioldégicas que vao além de
proporcionar apenas nutricdo. Dentre eles, destacam-se os Oligossacarideos do Leite
Humano (OLH), imunoglobulinas, citocinas, quimiocinas, horménios, fatores de
crescimento, peptideos antimicrobianos, glicoconjugados e acidos graxos (ANDREAS;
KAMPMANN; MEHRING, 2015; BALLARD; MORROW, 2013; GILA-DIAZ, 2019;
NOLAN; PARKS; GOOD, 2019).

Diante da concentracdo dinamica do leite materno, esses compostos podem
sofrer variagcdo em funcdo da alimentacdo materna, horario do dia, momento que
ocorre o processo de lactacdo, idade materna, numero de gestacoes, fatores
ambientais e estado nutricional materno. Recentemente, estudos demonstraram
menor diversidade na concentracdao de fatores bioativos no leite de maes obesas
ZIMMERMANN; NIGEL, 2020). Outro estudo, coletou amostras do soro do leite
materno e apds mensuracao, encontrou niveis reduzidos fatores imunolégicos (TGF -
B2 e sCD14) em maes com excesso de peso, quando comparadas as com peso
normal. Esses achados sao criticos, a medida que a atividade desses
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imunoreguladores conferem prote¢cao ao recém-nascido nos primeiros dias de vida,
quando estimulam, por exemplo, a produgao de imunoglobulinas (IgA) (COLLADO, et
al., 2012).

Considerando o exposto, pretende-se avaliar a influéncia do estado nutricional

materno sobre a concentragcdo de compostos bioativos do leite humano.
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1.2 PROBLEMA
Os compostos bioativos presentes no colostro sofrem variagédo de acordo com

o estado nutricional materno?

1.3 HIPOTESE
Os compostos bioativos presentes no colostro sofrem variagdo em fungéo do

estado nutricional materno.

1.4  JUSTIFICATIVA

Diante da magnitude do excesso de peso entre mulheres na faixa etaria
reprodutiva e a dindmica da composi¢do do leite materno, torna-se de extrema
relevancia conhecer as possiveis alteragées nas concentragées de compostos
bioativos presentes no colostro, em fungédo do estado nutricional materno. Apesar do
interesse crescente sobre a composi¢cao do leite humano em todo o mundo, em
Alagoas, assim como no Nordeste, pesquisas nessa area sao bastante escassas,
embora extremamente necessarias para que tenhamos um conhecimento maior
acerca de seus constituintes, e melhor compreensdo do seu papel na saude da

populacao.

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo Geral
Avaliar o efeito do estado nutricional materno sobre a concentracédo de

compostos bioativos presentes no colostro.

1.5.2 Objetivos Especificos

= (Caracterizar as participantes da pesquisa, segundo as condicdes
socioeconémicas e demograficas, historico reprodutivo e do pré-natal.

= Avaliar o estado nutricional pré-gestacional e o0 ganho de peso gestacional das
maes.

= Analisar o estado nutricional do recém-nascido em funcéo da sua idade
gestacional.

= Analisar os compostos bioativos mais prevalentes do colostro.



REVISAO DA LITERATURA




16

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Definicao de leite materno e processo de lactogénese

A OMS (2020), define o leite materno como:

...0 alimento ideal para bebés. E seguro, limpo e contém anticorpos que
ajudam a proteger contra muitas doencgas infantis comuns. O leite materno
fornece toda a energia e nutrientes de que o bebé necessita nos primeiros
meses de vida e continua a fornecer até metade ou mais das necessidades
nutricionais de uma crianga durante a segunda metade do primeiro ano, e até

um terco durante o segundo ano de vida.

O Estudo Nacional de Alimentacdo e Nutricdo Infantil (ENANI, 2019), revelou
melhora nos indicadores de prevaléncia de aleitamento materno no Brasil. O
incremento foi de mais de 12 vezes para amamentagao exclusiva entre criangas
menores de quatro meses, saindo de 4,7% para 60%. Quando se trata dos menores
de seis meses, houve um aumento de 42,8%, passando de 2,9% para 45,7%, nos
ultimos 34 anos.

O processo de lactagao envolve mecanismos regulatérios complexos. A agao
neuroendocrina € modulada pela agado sinérgica de um conjunto de horménios
(glicocorticoides, insulina, fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-I),
hormdnio do crescimento e da tireoide). Ademais, agdes diretas na glandula mamaria
sdo estimuladas, uma vez que os hormdnios estrogénio, progesterona e lactogénio
placentario, atuam na diferenciacao do tecido epitelial mamario, enquanto a produgcao
e reflexo de ejecao do leite, sdo controlados pelo efeito da prolactina (produzida na
adenohipofise) e ocitocina (produzida na neurohipéfise), respectivamente (VITOLO,
2008; LEE; KELLEHER, 2016).

Por outro lado, por ser considerado um fenébmeno de etiologia multifatorial,
fatores sociais, psicologicos e comportamentais, estdo em consonancia com 0s
mecanismos neuro-hormonais. A literatura classifica os problemas que afetam o
sucesso da lactogénese em fatores hormonais (retencao placentaria, deficiéncia e/ou
resisténcia a prolactina e cistos ovarianos), de ordem mecanica (alteracdes estruturais
na mama, cirurgias de redu¢cdo mamaria, utilizacao de proteses de silicone) e fatores
mistos (Obesidade, primiparidade, trabalho de parto prolongado e parto cesarea)
(FERRO, et al. 2009; LEE; KELLEHER, 2016).

A fase | da lactogénese ocorre por volta do segundo trimestre gestacional, e é
marcada pela atuacdo de horménios que atuam no desenvolvimento da mama. Na
fase Il, ocorre o inicio da producao lactea, visando garantir a continuidade e
manutencao da lactacdo (galactopoese). A retirada da placenta, marca o inicio da
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producgédo lactéa, uma vez que esse 6rgao € o principal responsavel pela sintese de
progesterona, horménio que inibe a acdo da prolactina. A fase lll, € coordenada por
acao neuroenddcrina, envolvendo principalmente o reflexo de prolactina e ocitocina,
promovendo a contragdo das células mioepitelias ao redor das células alveolares e
ocorrendo a ejecao do leite em resposta a sucgao do recém-nascido (ALDEN, 2012;
SRIRAMAN, 2017).

A janela entre o nascimento e as primeiras mamadas é critica para o recém-
nascido, visto que seu organismo imaturo necessita do colostro para protecao e
manutencdo dos processos fisiologicos. Portanto, é razoavel supor que méaes que
estejam impossibilitadas de realizar a pratica da amamentagao, podem expor seus
filhos a desfechos perinatais mais adversos. Esses achados, abrem o olhar para a
importancia do planejamento familiar e aconselhamento nutricional, antes, durante e
apos a gestacado, compondo uma parte essencial da assisténcia pré-natal e o sucesso
gestacional (RODRIGUES, et al, 2018; VITOLO, 2008).

2.2 Composicao e classificagao do leite humano.

O leite materno € extraordinario e nenhum alimento € capaz de guardar relagao
tao intrinseca com a evolugao da espécie humana. Seu conteudo, € nutricionalmente
adequado para o recém-nascido (proteinas, lipidios e carboidratos, minerais,
vitaminas e varios componentes bioativos), que garantem crescimento e
desenvolvimento nos primeiros seis meses de vida e dos dois anos em diante com a
alimentacdo complementar, além de fortalecer o vinculo méae-filho (BALLARD &
MORROW, 2013; NUNES, 2015).

A composicao média de macronutrientes do leite maduro a termo é estimada
em aproximadamente 1,3 g/dL para proteina; 3,0 g/dL para lipideos; 6,5 g/dL para
lactose; resultando em um valor caldrico de 62 Kcal/dL. Suas variagdes tém forte
relacdo com o teor de gordura do leite humano e difere entre o leite pré-termo e o de
mulheres que tiveram parto a termo, com o leite das maes de prematuros tendendo a
ser maior em calorias totais, proteina e lipidios (MS, 2015; REZENDE, 2014; VIEIRA,
2018).

Figura 1. Composicao do leite humano e fragdes de proteinas
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.
Fonte: Adaptado de Hennet, 2014.

Nota-se, pois, que o colostro é distinto em volume, aparéncia e composicdo. E
rico em componentes imunolégicos como IgA secretora, lactoferrina, leucocitos, além
de fatores de desenvolvimento como o fator de crescimento epidérmico. Ademais,
contém concentragdes relativamente baixas de lactose, indicando que suas fungoes
primarias sdo imunologicas e tréficas, e ndo nutricionais. Os niveis de sédio, cloreto e
magnésio sdo mais elevados e os niveis de potassio e calcio sdo mais baixos no
colostro do que no leite posterior (BALLARD; MORROW, 2013).

Durante os primeiros 2 dias do pés-parto ha poucas transformag¢des nas
mamas. E possivel observar apenas secrecdo de colostro, substancia amarelada ja
existente na gravidez, com grande concentracao de proteinas, anticorpos e células
timicas, que ajudam a imunizar o bebé contra infeccées. Metade do conteudo proteico
elevado do colostro € composto de globulinas, que parecem idénticas as
gamaglobulinas do plasma. Por esse meio, ha protecao imunolégica pos-natal, posto
gue anticorpos maternos assim veiculados sdo absorvidos no intestino sem digestao
(presenca de inibidor da tripsina) (REZENDE, 2014).
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Segundo Palmeira e Carneiro-Sampaio (2016), o colostro € um alimento crucial,
visto que o recém-nascido enfrenta um periodo neonatal critico nos primeiros meses
de vida, sendo exposto a uma série de microrganismos responsaveis por altas taxas
de morbimortalidade infantil. Desta forma, o neonato que recebe imunidade passiva a
através de anticorpos adquiridos durante a vida pela mae, possui protecdo contra
infeccdes intestinais e respiratorias, assim como bom desenvolvimento e maturagao
do seu sistema imunologico. Apos a secrecao da glandula mamaria, segue-se um
‘leite de transi¢do”, por 2 a 3 semanas, para, finalmente, surgir o “leite maduro”,
definitivo.

Segundo Bardanzellu et al. (2020), o colostro humano parece ter um papel
peculiar para o recém-nascido, uma vez que exerce papel protetor contra doencgas
alérgicas e crbnicas. Destaca ainda que esses beneficios podem se da a longo prazo,
tais como: reducao da pressao sistodiastolica e do colesterol total, diminui¢do do risco
de Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), sobrepeso e obesidade.

E importante ressaltar que o sucesso da amamentacdo nos primeiros
momentos apos o parto, ocorre através do incentivo por parte dos profissionais de
saude que dao suporte as maes, enfatizando a grande importancia do colostro para
um melhor curso clinico de seus bebés em curto e longo prazo (CERIANI CERNADAS,
2018).

2.3 Compostos bioativos do leite: Conceito

O leite materno € o alimento padrao ouro para o latente. O microbioma do leite
€ composto por fatores bioativos com fungdes nao-nutricionais, incluindo uma vasta
gama de proteinas, células intactas, agentes anti-infecciosos e anti-inflamatorios,
hormodnios, fatores de crescimento, oligossacarideos do leite humano (OLH). Esses
compostos possuem impacto na funcao ou condi¢ao corporal, consequentemente para
a saude humana (BALLARD; MORROW, 2013; DONOVAN, 2006; ERLIANA E FLY,
2019; NOLAN; PARKS; GOOD, 2019).

Ha uma variacdo em sua concentracao no colostro de maes de recém nascidos
a termo e prematuros ou ao longo da lactagao, com composicao ideal a necessidade
dos mesmos. Seus beneficios se dao pela atuacao conjunta, sendo desta forma, um
alimento completo, com funcgdes diversas que repercutem sobre o organismo infantil
(BALLARD, 2013).

Outros fatores relacionados, que possuem papel determinante nessa
composicao sao: tempo de lactacdo, a duracdao da gestacdo, doencas maternas,
gendtipo e dieta. Pelos motivos supracitados acima, a composicao desses fatores

torna-se impossivel de ser mimetizada por qualquer tipo de féormula infantil, por se
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correlacionar com diversos fatores intraindividuais do binébmio méae-filho (ANDREAS
etal., 2015; HERNELL, 2011).

Uma serie de publicagdes cientificas esclarecem que esses fatores néao
nutricionais atuam no fortalecimento do sistema imunoldgico, crescimento e
desenvolvimento neonatal, previne ou tratam infecgdes gastrintestinais e possuem
efeitos anti-inflamatérios bem definidos. No entanto, outros achados revelam um
escopo mais amplo, trazendo benéficios em doencgas que vao além do trato digestivo,
a saber: neoplasias, neuro cognicao e hipertensao (HILL; NEWBURG, 2015; THAI;
GREGORY, 2020).

2.4 Tipos de compostos bioativos e variagdo em fung&o do estado nutricional

materno
2.4.1 Citocinas

Segundo Ustundag et al. (2005); Ballard & Morrow, (2013), a presencga de
grande quantidade de citocinas no colostro sugere a importancia das mesmas para o
desenvolvimento do recém-nascido, que apresenta graus variaveis de imaturidade
estrutural e fisiologica nessa fase da vida. Estas, representam a classe de proteinas,
peptideos ou glicoproteinas, secretados por células especificas do sistema
imunologico. Uma vez produzida na glandula mamaria, estao prontamente disponiveis
no colostro materno. Ademais, possuem fungdes na maturacdo do sistema
imunologico do lactente. As citocinas mais estudadas no leite materno incluem: as
interleucinas (IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12) e o TNFa (BRENMOEHL, 2018;
MENCHETTI, 2016; SANTIAGO, 2016).

Os estudos estao avancando quanto ao papel das citocinas no leite materno. A
citocina IL-1B, € um mediador inflamatério, que atua na proliferacao, diferenciacao e
apoptose celular. Estudos apontam que sua concentragcdo no colostro € bastante
variavel, e supostamente atua mediando mecanismos de defesa da glandula mamaria,
incluindo a producao de Imunoglobulina A e outras citocinas, como a IL-6, IL-8, TNF-
ae IL-12 (RAUTAVA, 2019).

Estas, por sua vez, possuem amplo escopo de fungcées bem definidas na
literatura. A IL-8 € uma quimiocina, com papel fisiologico no desenvolvimento e
maturacao do intestino do recém-nascido. Devido a sua acao quimiotatica, parece
estar envolvida no recrutamento de células de defesa, protegendo contra infeccdes e
alergias. Outras citocinas (TNF-a e IL-12), estao presentes no colostro e parecem
estdo envolvidas na protecao contra agentes patogénicos e trauma (FERRARI, 2019).
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O ganho de peso excessivo na gestagcdo, é responsavel por modificar o
potencial imunomodulador do leite materno. Estudos realizados por Collado, et al.
(2012), identificaram decréscimo na producao de fator de crescimento transformador
(TGF-B2), CD14 soluvel (sCD14). Ademais, interleucina-6 (IL-6) encontrada no
colostro de maes com excesso de peso, se correlacionou positivamente com menor
concentragcao de bactérias do grupo Bifidobacterium, que possui papel essencial na
manutenc¢ao da microbiota intestinal de recém-nascidos nos primeiros dias de vida.

Um outro estudo analisou os componentes imunomoduladores do leite e seu
potencial efeito protetor contra a Enterocolite Necrotizante (NEC). A NEC, acomente
principalmente bebés prematuros, e é caracterizada por um processo inflamatério do
trato gastrointestinal, seja pelo uso de formulas infantis e disbiose intestinal ou
imaturidade da imunidade da mucosa intestinal. Uma familia de citocinas no leite
materno, estdo associados positivamente com a restauracdo do epitélio intestinal,
promovendo efeitos anti-inflamatorios, antiadesivos e reparadores, sugerindo papel
protetor conta a NEC (LIN; STOLL, 2006; LUCAS; COLE, 1990; NOLAN; PARKS;
GOOD, 2019).

2.4.2 Imunoglobulina A

O colostro também é rico em proteinas, denominadas de componentes
imunologicos celulares, quando comparado com o leite de transicdo ou maduro. Em
especial, o Imunoglobulina A (SIgA) é responsavel por 80 a 90% do total de
imunoglobulinas do leite humano, onde apenas cerca de 10% ¢é absorvido no intestino
e transferido para a corrente sanguinea, com agao fundamentalmente local.

Esta imunoglobulina oferece prote¢cdo as membranas mucosas do neonato e
previne com eficacia a entrada de microrganismos nos tecidos, possuindo a¢ao anti-
inflamatoria. Esta protecao € de grande importancia, uma vez que a producéao de IgA
enddgena pelo neonato ainda € imatura (OGRA, 2020; PALMEIRA, 2016, COLLADO,
2012).

A composicdo do leite humano é dindmica e varia entre as populacdes
maternas. Achados revelam que maes alérgicas e sensibilizadas por IgE, possuem
concentracdes maiores dessa imunoglobulina no colostro, que as maes nao alérgicas
e aumento significativo de niveis fecais de slgA em comparagcdao com bebés
alimentados com férmula, com possivel mecanismo de protecao adicional ao neonato
(HUA, 2016)

Outra acao bem definida na literatura, consiste no seu poder de neutralizar
toxinas liberadas por patégenos e a prevencao contra a translocacao bacteriana,
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desta forma oferece prote¢cao ao recém-nascido contra a sepse. Vale ressaltar que a
IgA ndo age realizando opsonizagdo dos agentes estranhos, sua capacidade de
combate-los ocorre por meio da indugéo da fagocitose pelos neutréfilos (GRASSI et
al., 2001).

Se tratando dos fatores imunomoduladores, Fujimori et al., (2010), encontraram
concentracbes de IgA secretora (slgA) no colostro e séricas, significativamente
maiores em maes com sobrepeso e obesas, enquanto as concentracoes de IgG e IgM
ndo variaram entre os grupos. Outro estudo, encontrou niveis médios de IgA
relativamente maiores no colostro de maes obesas, que as demais Imunoglobulinas
do leite (ISLAM, et al., 2006)

2.4.3 Fatores de crescimento

Os fatores de crescimento estao entre os componentes bioativos encontrados
no leite humano. Os varios fatores de crescimento (fator de crescimento epidérmico
(EGF), TGF-a, TGF-B, fator de crescimento semelhante a insulina - IGF-I e IGF-II,
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), influenciam particularmente o
crescimento e o desenvolvimento do trato gastrointestinal, mas podem ter algum efeito
sobre os niveis de glicose e crescimento sistémico (PALMEIRA, 2016).

O fator de crescimento epidérmico (EGF) é um peptideo abundante no leite
materno e importante para preservar a funcao de barreira intestinal, melhorando o
transporte de nutrientes e aumentando a atividade enzimatica intestinal
(COURSODON; DVORAK, 2012). Por ser resistente a acdo do suco gastrico e
enzimas digestivas, facilmente é absorvido no intestino, onde exerce esses efeitos.
Este, € encontrado em altas concentragées no colostro, na ordem de 2.000 vezes
maior que as concentragdes no soro materno (DVORAK et al., 2003; PICKERING et
al., 2013; READ, et al., 1984).

O IGF-l e IGF-II, também sao encontradas em niveis mais elevados no colostro
e diminuem continuamente ao longo da lactacédo. O IGF-I também pode desempenhar
um papel na sobrevivéncia dos enterdcitos apos dano intestinal por estresse oxidativo
(BALLARD, 2013).

O VERG possui papel na formagao de novos vasos sanguineos, um processo
denominado angiogénese. Adicionalmente, parece desempenhar fungdes anti-
inflamatérias. Esta glicoproteina apresenta niveis mais elevados no colostro e no leite
materno, sofrendo variacdo em funcdo do peso ao nascer, ja que esta presente em
concentragbes maiores em recém nascidos prematuros do que naquelas com
nascidos a termo (LOUI, 2012; OZGURTAS, 2010).
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Um estudo transversal de Khodabakhshi, et al. (2015), analisou o efeito de
hormoénios e fatores de crescimento presentes no leite de maes com filhos obesos e
nao-obesos. Foram avaliados os niveis de grelina, leptina, adiponectina, EGF e IGF-
1. No entanto, apenas uma correlagédo positiva significativa entre EGF e grelina foi
identificada em ambos os grupos, o que pode sugerir um mecanismo de regulagéo do

peso nos dois grupos.

2.4 4 Agentes antimicrobianos

A bioatividade do leite materno, envolve a destruicdo de bactérias maléficas ao
organismo humano. A Lactoferrina do leite, exerce efeitos bacteriostaticos e
bactericida, por sua alta afinidade com o ferro, o que resulta na apreensao de
patdogenos que precisam desse mineral. Esse peptideo antimicrobiano, forma um
complexo com Lipopolissacarideo bacteriano (LPS), permitido uma ac¢ao sinérgica
com a lisozima, que age degradando a matriz de proteoglicanos das bactérias
patogénicas gram-negativas. Ademais, a lactoferrina atua diretamente na estimulagao
do epitélio intestinal, promovendo diferenciacdo e proliferacdo dos enterocitos
(LONNERDAL, 2016).

A lactoferrina ter um papel na inflamagdo, uma vez que ajuda a limitar as
respostas imunoldgicas excessivas, agindo na mitigacdo de muitas citocinas pro-
inflamatoérias, tais como: IL-1B, IL-6, TNF-a e IL-8, bem como suprimindo a atividade
dos radicais livres (GRIFFITHS, et al., 2019). Além disso, demonstrou estimular o
crescimento de bactérias probidticas, atuando no equilibrio intestinal (THAI,
GREGORY, 2020).

Estudos baseados em ensaios clinicos, ja demonstraram o seu papel na
prevencao de diarreia, sepse neonatal e enterocolite necrosante em bebés
prematuros. No entanto, em um grande ensaio clinico randomizado, com cerca de
2.203 bebés, a suplementacao de lactoferrina ndo diminuiu a NEC ou as taxas de
infeccao (GRIFFITHS, et al., 2019).

Contudo, existem fatores relacionados a mae e que repercutem sobre o filho,
influenciando nas suas concentragcdées no leite humano. Alguns achados, revelaram
que a localizacdo geografica, origem étnica, polimorfismos genéticos, status
socioeconémico, estado nutricional, bem como infec¢des infantis, tipo de parto e
prematuridade estdo entre as possiveis causas dessa variagao (VILLAVICENCIO, et
al., 2017).

Evidencias sdo bem claras quanto a sua concentragdo mais elevada no
colostro, reduzindo significativamente no leite maduro (CZOSNYKOWSKA-

LUKACKA, et al., 2019). No que tange ao estado nutricional materno e suas
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concentragdes no leite, o estudo de Hennart, et al., (1991) ndo encontrou relagao
significativa entre a concentracdo da lactoferrina no leite e o estado nutricional
expresso pelo indice de massa corporal. Entretanto, achados de Houghton et al.,
(1985) demonstraram que as concentragcbes de Lactoferrina foram encontradas em
maior quantidade no colostro de maes com IMC > 30kg/m?.

A lisozima, por possuir agdo conjunta com a lactoferrina, possui agao
bactericida, fazendo com que a integridade da parede externa das bactérias seja
destruida, ou potencializa as a¢des de outros fatores antimicrobianos presentes no
colostro (FREITAS, 2016).

Um estudo mostrou variagdo nas suas concentragdes em fungdo da idade
gestacional dos recém-nascidos. Elevados niveis desse metabdlito no mesmo estudo,

foi associado ao ganho de peso ao nascer (BRAUN, 1985)

2.45 Oligossacarideos do Leite Humano

Os oligossacarideos do leite humano (OLH) sdo carboidratos n&o-digeriveis
resistentes a acao gastrica. Eles chegam intactos ao trato gastrintestinal, exercendo
efeito bifidogénico e estimulando a producéao de acidos graxos de cadeia curta(AGCC)
no colén, importantes para a manutencdo da saude intestinal e energia dos
enterocitos. Os OLH s&o produzidos na glandula mamaria, sendo 1% absorvido na
circulagao e a grande maioria sofre metabolizacdo pelas bactérias intestinais ou é
eliminado nas fezes e na urina. Sdo constituidos pela combinac¢ao de cinco diferentes
monossacarideos: glicose (Glc), galactose (Gal), N-acetilglucosamina (GIcNAc),
fucose (Fuc) e acido N-acetilneuramico (Neu5Ac) (BODE, 2015).

Atualmente, existem mais de 200 OLH, estruturalmente distintos. Praticamente
todos os OLH possuem o dissacarideo lactose (um dissacarideo composto de uma
molécula de galactose conectada por uma ligacao B1, 4-glicosidica a uma molécula
de glicose) em sua extremidade redutora. A sintese de lactose ocorre no aparelho de
Golgi das células epiteliais e é catalisada pela lactase sintase (WICINSKI, 2020;
SBAN, 2021).

A estrutura basica do OLH contém uma base de lactose, alongada por unidades
de N-acetilactosamina com posterior fucosilagao e/ou sialilacdo. A lactose ou a cadeia
de oligossacarideo alongada e pode ser fucosilada na ligacdo a1-2, a1-3 ou a1-4 e/ou
siallada na ligacdo 02-3 ou 02-6, devido a acao de fucosiltransferase e
sialiltransferases. Sao classificados em trés categorias principais: neutros fucosilados,
neutros nao fucosilados e acidos sialilados (BODE, 2012; BOEHM; CHENG, 2021).

Os OLH neutros (fucosilados), sao neutros e contém fucose na posigao terminal
e formam cerca de 35% a 50% do conteudo total de OLH. Ja os neutros (nao
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fucosilados), sdo neutros e contém N-acetilglucosamina na posicao terminal e
representam 42% a 55% e os acidos (sialilados), sdo acidos e contém acido sialico na
posicdo terminal, estes representam de 12% a 14% (PLAZA-DIAZ, 2018).

Os OLH neutros sao responsaveis por mais de 75% do total de OLH no leite
materno e 2’-fucosilactose (2'-FL), um trissacarideo consistindo de glicose, galactose
e fucose, € o mais abundante, respondendo por quase 30% de todos os OLH (STAHL,
2007).

Figura 2. Monossacarideos que compdem os oligossacarideos do leite humano
(OLH)

Monossacarideo Abreviacdo Simbolo Estrutura
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Fonte: Adaptado de CHEN, 2015.
Legenda: Acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac); Fucose (Fuc); Galactose (Gal) N-

acetilglucosamina (GlcNAc); Glicose (Glc).

O colostro, contém em média de 20-25g/L de OLH, reduzindo sua concentracao
no leite maduro para 5-20g/L. No entanto, embora seja encontrada grande diversidade
de OLH no leite, € encontrada uma variabilidade na sua concentragcao entre as maes
em funcgao das caracteristicas do grupo sanguineo (BODE, 2012; THURL, 2010).

Os OLH de maes, podem variar de acordo com o seu histérico genético. Este
processo se dar devido a presenca de polimorfismos relacionados ao sistema de Lewis
e ao status secretor. A presenca de duas Fucosiltransferases (FUT2 e FUT3),
codificadas por genes presentes na glandula mamaria, possui papel determinante na
presenca ou auséncia de OLH fucosilados (HEGAR, 2019).

Em mulheres com a enzima FUT2 ativa, sao referidas como secretoras, pois

secretam uma quantidade substancial de oligossacarideos a1,2-fucosilados,
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entretanto as com a FUT2 inativa sem oligossacarideos a1l,2-fucosilados, sao
chamadas de n&o secretoras (LARSSON, 2019). Em maes com auséncia da enzima
FUT3, foi observado colonizagao retardada de Bifidobactérias e apresentam mais
diferencas na atividade metabolica de sua microflora, especialmente Streptococcus
(WICINSKI, 2020).

Portanto, o leite materno pode ser atribuido a um dos quatro grupos com base
na expressao de FUT2 e FUT3: secretores le- positivos (Le + Se +), secretores le-
negativos (Le - Se +), ndo-secretores le- positivos (Le + Se -), e le- negativos nao
secretores (Le - Se -) (PLAZA-DIAZ, 2018).

Figura 3. OLH mais abundantes no leite materno
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Fonte: Adaptado de SAMUEL, et al, 2019.

Legenda: 2’-Fucosyllactose (2'FL); 3-Fucosyllactose (3FL); 6’Galactosyllactose (6'GL); 3'Sialyllactose
(3'SL); 6’-Sialyllactose (6’SL); Lactodifucotetraose (2, 3-difucosyllactose — LDFT); Lacto-N-tetraose
(LNT); Lacto-N-neotetraose (LNNT); Lacto-N-fucopentaose-| (LNFP-I); Lacto-N-fucopentaose-Il (LNFP-
II); Lacto-N-fucopentaose-Ill (LNFP-III); Lacto-N-fucopentaose-V (LNFP-V); Lacto-N-neofucopentaose-
V  (LNnFP-V); Sialyllacto-N-tetracse b (LSTb); Sialyllacto-N-tetraose ¢ (LSTc); Lacto-N-
difucosylhexaose-l (LNDFH-I); Lacto-N-neodifucohexaose (LNnDFH); Disialyllacto-N-tetraose
(DSLNT); Monofucosyllacto-N-hexaose-IIl (MFLNH-III); Difucosyllacto-N-hexaose a (DFLNHa)

Os OLH sao prebioticos, uma vez que sao resistentes a acidez gastrica,
hidrolise por enzimas do hospedeiro e absorcdo gastrointestinal. Essa funcao, é

importante para manutengao da microbiota intestinal infantil, favorecendo ao equilibrio
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da flora intestinal e competicdo favoravel contra bactérias patogénicas (NEWBURG et
al. 2005).

Efeitos antiadesivos sdo descritos, visto que patdgenos virais, bacterianos ou
protozoarios se aderem a células da mucosa do hospedeiro por interagdes lectina-
glicano. Os OLH possuem estrutura semelhante aos glicanos e podem atuar como
receptores para prevenir a ligacao do patdégeno e reduzir o risco de infecgdes comuns,
como a diarreia (HU et al. 2012).

Uma gama de estudos mostra o papel dos OLH sobre a atividade antiviral,
principalmente norovirus e rotavirus. Sua ingestdo, também promove a protegao
contra patégenos que acometem as vias reparatdrias, uma vez que se alojam na
regido laringofaringea dos neonatos amamentados. Os OLH também afetam
positivamente o sistema imunolégico do bebé, por sua acao local no tecido linfoide
associado a mucosa (MALT) e em nivel sistémico, visto que sao foram encontrados
leite em concentragdes de 1-133 mg/L e diversos imunorreceptores reconhecem os
OLH (HANISCH, 2018; MACPHERSON, 2005; SMILOWITZ, 2014).

Recentemente diversos estudos avaliaram seu papel sistémico nometabolismo,
revelando potencial efeito antiobesidade exercido por algumas classes de OLH, tais
como: maior gasto energético, saciedade e processo de termogénese (NIE, et al.
2020; LIU, et al. 2019).

A supressao de citocinas pré-inflamatorias Interferon-y (IFN-y) e interleucina-2
(IL-2), foi demonstrada em modelos de células animais, onde sintese de AGCC,
reduziu o processo inflamatério (BODE, 2019; SHOKRYAZDAN et al., 2017).
Ademais, investigagoes in vitro, apontam para modulagao do sistema imune, uma vez
que foi demonstrado que os OLH fucosilados sdo capazes de influenciar na atividade
de células do tipo Th2, responsaveis pela producao de imunoglobulinas (MESQUITA;
TRIANTIS et al., 2018).

Os OLH parecem ter papel importante na Enterocolite Necrotizante (NEC) em
bebés prematuros. A NEC € uma destruicao grave do epitélio intestinal do bebé. Foi
demonstrado que esses agentes prebioticos, aumentam a proliferacao de espécies de
bifidobactérias benéficas e previnem a adesao de bactérias patogénicas ao epitélio
intestinal. Ademais, em modelos de cultura animais, os OLH foram capazes de
prevenir a lesdo intestinal, em comparacdo com o0s oligossacarideos sintéticos
(SCHANLER, 2015; Jantscher-Krenn, et al, 2012).

Além do fator genético, estudos sugerem a influéncia de fatores ambientais na
modulacdo dos OLH, tais como localizacdo geografica e estado nutricional materno.

Estudos revelam que bebés amamentados com niveis maiores de acido sialico no leite
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materno, demonstraram melhor desempenho em testes cognitivos, sugerindo melhor
desenvolvimento neuroldgico dos mesmos (WANG, 2001; WANG; BRAND-MILLER,
2003).

Em relagdo ao estado nutricional materno, os estudos mostram que mulheres
com sobrepeso apesentaram concentragdes significativamente maiores de
3'Sialyllactose (3'SL), 6’Galactosyllactose (6'GL) e Disialyllacto-N-tetraose (DSLNT)
no colostro, quando comparado a mulheres com peso normal (SAMUEL, et al, 2019).
Esses achados, corroboram com os estudos de Mc Guire, et al. (2017), que analisando
a composicao dos OLH, encontrou maiores concentragdes de 6’SL no leite de maes
obesas.

O impacto do estado nutricional materno no ganho de peso de recém-nascidos,
foi avaliado no estudo de Larsson, 2019. Foi possivel encontrar associag¢des positivas
entre as concentragdes de OLH total e fucose com o indice de massa gorda (IMG) e
velocidade de peso de 0 a 5 meses de neonatos. A 2'-fucosilactose (2'-FL) foi
positivamente associada com velocidade de peso de 0 a 5 meses e IMG em 5 meses.

De modo geral, os OLH tém fung¢des que precisam ser exploradas ao longo de
mais estudos e atualmente sabemos que possivelmente seus efeitos benéficos estao
relacionados ao ganho de peso e neurodesenvolvimento infantil. Ademais, por
modularem o microbioma intestinal dos RN, favorecem o crescimento de um perfil de
bactérias benéficas para a saude infantil (FERREIRA, 2020; MAESSEN et al., 2019).

2.4.6 Micro-RNAs

Recentemente, os Micro-RNAs (miRNAs) sdao RNAs nao codificantes
endogenos de 18-25 nt de comprimento. Eles sdo importantes reguladores de muitos
processos biologicos, como organogénese, desenvolvimento corporal, metabolismo
celular e diferenciacdo celular. Um estudo mostrou que os alvos dos miRNAs
presentes no colostro materno, sao diferencialmente expressos, estando envolvidos
em uma ampla variedade de vias, incluindo MAPK, PI3K-Akt, endocitica, adeséo focal
e sinalizacao Ras, Rap1, FoxO, Hippo, Wnt, mTOR e sinalizacao de autofagia, bem
como a via de regulacdo da longevidade. Tomados em conjunto, esses resultados
sugerem que o colostro humano possui fungdes Unicas em comparacao com o leite
maduro (WU et al, 2020).

Atualmente, diversos estudos buscam compreender os efeitos epigenéticos de
fatores bioativos no leite materno e seu impacto na programagao metabdlica da prole.
Os micro-RNAs (miRNAs) encontrados no leite materno sdo definidos como pequenas

moléculas de RNA que modulam a atividade de alvos especificos de mRNA e
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desempenham papéis importantes em uma ampla gama de processos fisioldgicos e
patologicos (KOSAKA, et al. 2010; MELNIK; SCHMITZ, 2017).

Recentemente, Zamanillo, et al. (2019) avaliaram a expressdao de miRNAs,
adiponectina e leptina no leite materno de mées com excesso de peso e possivel
influéncia no estado nutricional de lactentes participantes de uma coorte,
acompanhados durante 2 anos. Associacao negativa foi encontrada com o IMC infantil
de maes com peso normal (miR-103, miR-17, miR-181a, miR-222, miR-let7c e miR-
146b). Em contraste, mdes com sobrepeso e obesidade, apresentaram genes de
miRNAs, juntamente com concentragbes de adiponectina e leptina, associados
significativamente com agbes que modulam o crescimento infanti e o
desenvolvimento do cérebro, sugerindo um suposto papel no neurodesenvolvimento
infantil.

O Quadro 1, apresenta a variagao nas concentragdes dos compostos bioativos
no leite em fungcédo do estado nutricional materno e as possiveis repercussoes sobre

0 metabolismo infantil:



Quadro 1 - Variagdo na concentragdo de compostos bioativos no leite humano em fungéo do estado nutricional materno

Compostos Funcdes Estado Nutricional Concentracdes no Referéncia
bioativos Materno colostro
Agentes
Antimicrobianos  Proteina de fase aguda, quelatos de ferro, OB NE Houghton et al., (1985)

Lactoferrina

Lisozima

Citocinas
IL-2

IL-4

IL-6
IL-10
IFN-y

TGF-B
TNF-a
Fatores de
crescimento
EGF

IGF-1

sCD14

Horménios
Adiponectina
Leptina

antibacteriano, antioxidante.

Acao bactericida, destruicdo da parede externa das -
bactérias, potencializa as agbes de outros fatores

antimicrobianos.

Recruta células T para estimular uma resposta
imune especifica do antigeno.
Modula a resposta Imune em Th2.

SO
Estimulacao da resposta de fase aguda, ativacao de
células B, pro-inflamatoria.
Repressao da inflamacgao do tipo Th1, inducao da
producao de anticorpos, facilitacdo da toleréncia.
Pré-inflamatério, modula a resposta em Th1.

Maturacao do sistema imunolégico intestinal
Estimula a ativagao imune inflamatoria.

Estimulacao da proliferacdo e maturacao celular.

Estimulacao de crescimento e desenvolvimento, SO/OB

aumento de hemacias e hemoglobina.
Modulacao da resposta imune inata e adaptativa da
colonizacao bacteriana.

Regular o metabolismo energético.

Aumentar o apetite e suprimir o gasto de energia. SO/OB

NE

NE

NE

NE

NE

NR
NR

NR

NE

NR

NR
NR

Collado et al. (2012)

Khodabakhshi et al.
(2015)

Collado et al. (2012)

Sadr dadres, et al. (2019)



Insulina
Grelina

Obestantina

Imunoglobulinas
IgA

IgG

IgM
Oligossacarideos
do Leite Humano
3'SL

6'GL

DSLNT

LNNnT

Acidos Graxos
Acidos decandico
(C10: 1)

Tridecanoico (C13:

0)

Adrenérgico (C22:
4w-6)

Hormonio que influencia na comunidade do
microbioma no lumen do trato gastrointestinal.

Fator de crescimento que estimula a alimentacao do
bebé.

Controla o apetite e a fungéo gastrointestinal do
bebé a medida que o bebé se adapta a receber
leite.

Imunidade de mucosa, protecao do TGl.

Ativacao do sistema complemento e citotoxicidade
dependente de anticorpos.

Protege a superficie da mucosa intestinal infantil de
virus e bactérias.

Propriedades anti-infecciosas, reduzindo a fixagao
do patégeno e infecgao subsequente, fortalecimento
da funcao de barreira intestinal e imunomodulacgao.

Associado a indices aterogénicos e trombogénicos
relativamente baixos

SO/OB

SO/OB

SO

SO/OB

NE

NR

NR

NE

NC

NE

NE

NE

NE

NR

NE
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Khodabakhshi et al.
(2015)

Aydin, et al. (2008)

Islam et al. (2006)

Fujimori et al. (2015)

Samuel, et al. (2019)

Sinanoglou, et al. (2017)
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AGPI w-3

Acido alfa-
linolénico (C18:
3w-3)
SO/0B NR
Acido
docosadiendico
(C22: 2w-6)
Proteinas
Alfa-lactalbumina Atividade antimicrobiana BP NR Lénnerdal, et al. (1976)

Fonte: Adaptado de Ballard e Morrow (2013) Erliana e Fly (2019) e Nolan; Parks; Good, 2019.

Legenda: NE: Niveis Elevados; NR: Niveis Reduzidos; NC: Niveis Constantes; SO: Sobrepeso; OB: Obesidade; BP: Baixo peso;
Interleucina-2 (IL-2); Interleucina-4 (IL-4); Interleucina-6 (IL-6); Interleucina-10 (IL-10); Interferon Gama (IFN-y); Fator de Necrose
Tumoral (TNF-a); Fator de transformacao de crescimento beta (TGF-B); Cluster de diferenciacdo Soluvel (sCD14); 3'Sialyllactose

(3'SL); 6’Galactosyllactose (6'GL); Disialyllacto-N-tetraose (DSLNT); Lacto-N-neotetraose (LNnT); Imunoglobulina A (IgA);
Imunoglobulina M (IgM); Imunoglobulina G (IgG).



3. Fatores maternos, fisiolégicos e comportamentais que interferem na

composicao do leite materno

A composicado do leite materno é extremamente complexa. Varios estudos
examinaram a influéncia das caracteristicas maternas na composicao do leite. Esse
biofluido € dindmico e seus componentes biologicamente podem sofrer alteragdes,
como as que ocorrem nos primeiros dias apos o parto (ANDREAS, 2015; CASAVALE,
2019).

3.1 Mudancas associadas a caracteristicas maternas

3.1.1 Idade gestacional

Os bebés prematuros sao classificados como aqueles nascidos antes de 37
semanas gestacionais. A avaliagdo da variagcao dos compostos bioativos em funcao
da Idade gestacional (IG) foi investigado em uma série de trabalhos. Alguns autores
identificaram diferencas na capacidade antioxidante do leite materno de bebés a termo
e pré-termo.

Os achados revelam que o leite destinado a recém nascidos prematuros, tém
mais antioxidantes e igual resisténcia ao estresse oxidativo quando comparado ao leite
humano a termo. Contudo, outros estudos mostram uma capacidade antioxidante
inferior. Apesar das controvérsias, a exposi¢cao ao estresse oxidativo e restricdo de
nutrientes ao neonato, parece estar ligado a um possivel fator adicional de protecao
no leite de bebés prematuros, sendo este um aspecto que ganha destaque, porém
com a necessidade de mais estudos aprofundados (FRIEL, 2011; QUILES, 2006;
PADURARU, 2018).

Outros estudos corroboram com esses resultados. E o que revela
CASTELLOTE, etal, (2011), observando que no leite materno muito prematurocontém
niveis mais baixos do que o leite pré-termo, embora ainda mais elevados em
comparagao com o leite a termo. No colostro prematuro, o conteudo de EGF foi
encontrado foi elevado em relacao ao leite do RN a termo.

Os horménios e peptideos também sofrem variacdo em funcéo da IG. Estudo
de EILERS et al. (2011) e RESTO et al. (2001), encontrou niveis de leptina mais

elevados no leite de maes com recém-nascidos prematuros.
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E razoavel supor que esses compostos bioativos podem contribuir para a
protecdo em longo prazo de bebés prematuros, protegendo-os dede doencas
cardiometabdlicas. E o que alguns autores analisaram ao observar que entre os
prematuros amamentados, houveram taxas mais baixas de sindrome metabdlica,
hipertensdo ou resisténcia a insulina na adolescéncia, em comparagao com os recém-

nascidos ndo sdo amamentados (SINGHAL et al, 2002).

3.1.2 Polimorfismos

A variagédo na composi¢ao do HMO esta ligada principalmente ao polimorfismo
dos genes Secretor e Lewis, que influencia na quantidade e diversidade de HMOs
(BIDDULPH el al, 2021).

Em mulheres com uma enzima FUT2 ativa sao referidas como secretoras, pois
secretam uma quantidade substancial de oligossacarideos a1,2-fucosilados. No
entanto, mulheres com um FUT2 inativo sem oligossacarideos a1,2-fucosilados sao
chamadas de nao secretoras (LARSSON et al, 2019).

Outros estudos, encontraram polimorfismos relacionados aos genes da
dessaturase de acido graxo, que interfere na capacidade de alongar as moléculas
precursoras de acido graxo, reduzindo a capacidade de sintetizar acido araquidénico
e DHA no leite. A luz da ciéncia, sdo necessarias mais pesquisas sobre outros
polimorfismos que podem impactar HMC (CASAVALE, 2019; MOLTO-PUGMARTI el
al, 2010).

4 Mudancas associadas a fisiologia materna

As concentracdes do leite também sao influenciadas por periodo de lactagao,
estacdo e ritmos circadianos, bem como tempo desde o esvaziamento mamario
anterior e duracdo das mamadas (CASAVALE, 2019).

4.1 Estagio da lactacao

O leite € comumente classificado em colostro, leite de transicao e leite maduro;
no entanto, essas nao sao classes distintas de leite, mas referem-se a alteracao
gradual no conteudo do leite ao longo da lactacdo (ANDREAS, 2015). O volume do
leite também muda com o tempo, aumentando rapidamente na primeira semana de
<20 mL / d no nascimento para ~500 mL/dia (NEVILLE, 1988).
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Recentes estudos mostraram que no estagio final da lactagdo, as
concentragcbes de lactose, colina, alanina, glutamato e glutamina, foram
significativamente maiores e por outro lado, citrato, fosfocolina, Glicerofosfocolina e N-
acetilglucosamina foram encontrados com niveis reduzidos. Esses achados
complementam os estudos temporais sobre o colostro e o metaboloma de transigcao
ao fornecer uma melhor compreensao das variagdes nutricionais recebidas por uma
crianga (WU, et al., 2016).

O colostro difere do leite maduro em termos de suas propriedades bioativas,
contendo altas concentragdes de imunoglobulina secretora. Os estudos também
mostram que os HMOs possuem variagao de acordo com o estagio da lactagao, visto
que foi identificado altos niveis no colostro, duas vezes maior que as concentragoes
do leite maduro (T 21 g/ L para™ 13 g/ L do dia 4 ao dia 120 pés-parto) (COPPA,
1999).

Este, também é altamente rico em fatores de crescimento em comparagao ao
leite maduro. Alguns autores mostraram que o fator de crescimento epidérmico, TGF-
B e fator de estimulacédo de colbnias, apresentaram taxas mais altas nesse biofluido
(ANDREAS, 2015; BALLARD e MORROW, 2013).

4.1.1 Ciclo circadiano

A cronobiologia do leite materno ganhou grande espaco quanto ao nivel de
evidéncias ao longo dos anos e sua variagdo em relagao ao relégio biolégico materno.
Apesar disso, estudos de mais robustos sdo necessarios para examinar 0os muitos
componentes pouco estudados, tais como: insulina, probidticos, probioticos, células
imunologicas e metabdlitos (ITALIANER, 2020).

A melatonina foi identificada em concentragdes elevadas durante a noite,
sendo quase indetectavel durante o dia. Ademais, foi possivel observar niveis mais
elevados no colostro, relacionado a atividade fagocitica das células contra as
bactérias. Outro achado interessante, neste mesmo estudo, revelou um tempo de sono
mais longo em recém-nascidos amamentados do que naqueles alimentados com formula
(FEELEY, 1983).

Por outro lado, estudos nesse ramo revelam que a melatonina parece ser
um componente bastante promissor. Uma vez que seu atua na neuroprotecdo de
bebés prematuros, devido aos seus efeitos na modulagao das vias neuro inflamatérias
(UDIPI, 1987).
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Pesquisas futuras precisam ser realizadas, porém estudos recentes
mostram que diversos metabdlitos sofrem variagdo em fung¢do do ciclo circadiano
materno e possivelmente podem ter repercussdes sobre a saude e bem-estar infantil.
E o que revela uma recente revisdo, que mostrou variabilidade circadiana no nivel de
triptofano, durante o periodo noturno. Alguns outros trabalhos demonstraram
variabilidade circadiana durante o dia em relagédo a nucleotideos, microRNA, cortisol e
melatonina (CUBERO, et al, 2005; WHITE, 2017).

5 Fatores relacionadas ao recém-nascido

5.1 Peso ao nascer

O leite materno de bebés Pequeno para idade gestacional (PIG), adequado
para idade gestacional (AIG) e Grande para a idade gestacional (GIG), foram
identificados com concentracdes diferentes de leptina, especialmente durante o
primeiro més de vida. Um estudo de Larsson, (2018), mostrou que os niveis de leptina
no leite sado significativamente reduzidos nos Recém-nascidos (RNs) PIG em
comparagdao com os AIG e GIG, se associando também com velocidade de
crescimento nos primeiros 15 dias pos-natal.

Esses achados sugerem que a presenca de leptina no leite pode ter um
possivel papel na modulagcdo do crescimento, apetite e regulacdo da nutricdo na
infancia, especialmente durante o periodo inicial de lactacdo (GILA-DIAZ et al. 2019).

Um estudo analisou a composicao de fosfolipidios presentes no colostro
materno em funcao da Idade Gestacional dos RNs. Os resultados revelaram que a IG
afeta a concentracao de fosfolipidios no leite, apresentando maiores niveis no colostro
e reduzindo no leite maduro (INGVORDSEN LINDAHL, 2019).

6 Mudancas associadas a caracteristicas comportamentais
6.1 Tabagismo

A literatura ja € bem estabelecida quanto aos maleficios que a exposicao
do RN as substancias do cigarro podem causar. Os bebés de maes que fumam
durante a gravidez geralmente nascem com baixo peso ao nascer (BPN), do que
bebés de mulheres ndo fumantes. Um fator adicional, se dos efeitos deletérios que a
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nicotina tem no bebé, ja que age inibindo a agdo da prolactina, limitando assim o
consumo do leite (AMARAL et al., 2021; FRIEL, 2011).

Alguns estudos mostram que ha reducdo da transferéncia de acidos graxos
poliinsaturados de cadeia longa (PUFAs), em especial da linha dmega-3. Fato este
gque pode trazer repercussdes para a saude infantil, uma vez que o acido
Docosahexaendico (DHA) é extremamente importante para o desenvolvimento visual
e cerebral do bebé (AGOSTONI et al., 2003).

Os resultados de estudos que mostram o efeito do tabagismo na produgao de
citocinas do leite, ainda permanecem obscuros. No entanto, Zanardo et al. (2005)
mostraram que as concentrag¢des de citocina IL-1a pré-inflamatéria sdo muito mais
baixas em fumantes do que no colostro de ndo fumantes. Em contraponto, Szlagatys-
Sidorkiewicz et al. (2013), descobriram que as concentragdes no leite maduro de maes
fumantes sao significativamente maiores do que em nao fumantes.

Um estudo de Bachour et al. (2012), observaram que o leite de mulheres
fumantes continha menos lipidios e proteinas. Além disso, observaram que a
concentracao de IgA era menor entre os fumantes.

Os niveis de TNF-a foram encontrados para ser muito mais baixos no leite
materno de mulheres fumantes (ERMIS et al., 2009). Além disso, niveis mais baixos
de IL-1B, IL-8 no colostro e IL-6 no leite maduro foram encontrados entre as mulheres
que fumaram durante a lactacdo. Por desempenharem um papel importante na
regulacdo do crescimento celular normal, sistema imunoldgico e regulagdo e no
processo inflamatério, mais estudos sdo necessarios para elucidar os principais
mecanismo de acao e repercussdes sobre a saude infantil. (ERMIS et al., 2012;
NAPIERALA et al., 2016).

6.2 Etilismo

O consumo de alcool por puérperas ainda € uma realidade. Por ser uma droga
que é transferida ao leite humano, pode ocorrer algumas implicagdes na saude do
recém-nascido. Uma repercussao bem estabelecida na literatura, consiste no seu o
impacto sobre a reducao da descida do leite, secundario a supressao da liberacao de
ocitocina e com efeito dose dependente (MENNELLA, 2001; HO, et al., 2001). Outros
efeitos adversos observados em outros estudos séo: sonoléncia, fraqueza e ganho de

peso fora do padrdao recomendado em lactentes (CHAVES et. al., 2018).
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No entanto, alguns estudos revelam que possivelmente pode haver
consequéncias sobre a composicdo do leite materno. E o que mostra um estudo
observacional com lactantes que consumiram uma sopa alcodlica e outra nao
alcoolica. Nesta comparacdo, foi possivel observar que entre as maes que
consumiram alcool, os niveis de triacilglicerol estavam aumentados no leite. Esse
efeito, foi possivelmente associado ao maior aporte de lipideos e calorias presentes
em relacdo a sopa nao alcodlica (CHIEN et al., 2008).

Entretanto, outro estudo, com delineamento longitudinal, acompanhou
mulheres que consumiram suco de laranja com e sem alcool durante 1 semana e
constatou resultados controversos, ndo havendo diferengca no teor de gordura e
calorias do leite materno. Ademais, corroborando com outros achados, houve
producéao de leite, suprimida pelo consumo de alcool, supostamente pelo mecanismo
de supressao pelo bloqueio da prolactina (MENNELLA,1998).

Mais estudos sao necessarios para elucidar os reais mecanismos envolvidos
na possivel interferéncia do alcool na composi¢ao do leite humano, porém os estudos

ainda sao escassos no estabelecimento dessa associagao (MELO, 2020).

6.3 Dieta materna

A dieta materna € um componente que possui impacto bem definido em uma
série de estudos. Destaca-se, principalmente, sua influéncia na modulagao do perfil
lipidico do leite materno, no entanto os resultados dos estudos sao controversos
(KEIKHA, et. al., 2017). Existe uma série de estudos que mostram uma associacao
positiva da composicdo de Acidos Graxos (AGS) em relacdo a dieta da lactante
(HELDENBERG, et al., 1983; JONSSON, et al., 2016). Em contraste, existem alguns
gue nao demonstraram essa associacao (KELISHADI, 2012; IRANPOUR, et al. 2013).

Um estudo de TIANGSON, et al., (2003), demonstrou que a ingestao média de
proteinas de mulheres filipinas foi um fator determinante sobre os niveis de DHA no

leite materno. Outro estudo realizado no Ira, ndo encontrou associagao entre o

consumo diario de energia, carboidratos, proteinas, acido linoleico (LA), acido
linolénico, acido graxos poli-insaturados (PUFA), acido graxo saturado (SFA), acido
graxo monoinsaturado (MUFA) e colesterol da dieta materna com o teor de gordura
no leite materno. Neste mesmo estudo, somente os aminoacidos (AA) e teor de
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gordura foram associados positivamente com acido eicosapentaenoico (EPA) e DHA
(KELISHADI, et al., 2012).

Foi demonstrado que a dieta materna modula uma série de nutrientes
importantes para o recém-nascido. Especialmente, destaca-se: O consumo de peixe,
que guarda relagdo com o conteudo de DHA. Um estudo de INNIS, (2014), analisou o
impacto da dieta materna na composicdo do leite humano e no desenvolvimento
neurolégico de bebés. Esse trabalho revelou que os acidos graxos do leite humano:
AGM, n-6 e n-3, possuem concentracdo dindmica, de acordo com o consumo de
lipideos na dieta materna.

Em relagdo ao conteudo de proteina do leite, um estudo demonstrou que a
qualidade e quantidade da proteina ingerida na dieta materna, se associou
positivamente com a relagdo caseina: proteina do soro de leite (DE FERRER,;
SAMBUCETTI, 1993).
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6. MATERIAL E METODOS

6.1 Tipo de Estudo e local de realizagéo

Estudo transversal realizado na Maternidade Nossa Senhora da Guia,
instituicio de saude localizada no 1 Distrito Sanitario, sendo caracterizada pela
prestacao de servigos obstétricos as gestantes de baixo risco de todo o Estado de
Alagoas, através do Sistema Unico de Saude. Unico hospital reconhecido pelo
UNICEF como Amigo da Crianga em Maceid, apresentando 80 leitos, posto de coleta
de leite humano e equipe multidisciplinar capacitada para estimular o parto normal e

o aleitamento materno.

6.2 Critérios de incluséo

Participaram da pesquisa as puérperas na faixa etaria de 20 - 40 anos, que
apresentaram gestacdo de feto unico vivo, nascido com idade gestacional = 37
semanas, sem enfermidades infectocontagiosas ou intercorréncias clinicas
gestacionais e que tinham registro de peso no cartdo da gestante, datado com menos
de 30 dias em relacdo ao parto. Estas foram recrutadas na Maternidade Nossa
Senhora da Guia, por ocasiao do trabalho de parto, e aceitando participar da pesquisa,
apos leitura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE (Apéndice A)

realizada por um dos integrantes da equipe.

6.3 Célculo do tamanho amostral

Para o calculo do tamanho da amostra utilizou-se o referencial de 15% de
diferenca entre constituintes prebidticos do leite de maes em fung¢ao do IMC. Sendo
assim, considerando-se 15% o tamanho do efeito, um erro amostral de 5%, intervalo
de confianca de 95% e um power de 80%, o N estimado foi de 77 mulheres, razéo pela
qual arredondamos para 80 participantes, visando obter 20 maes para as 4 diferentes
categorias de IMC. Vale ressaltar que o tamanho amostral ainda € superior ao
encontrado em outros estudos publicados, que tratam de avaliacdo de metabdlitosdo
leite humano por ressonancia magnética nuclear (RMN), técnica utilizada em nosso

trabalho.

1 PERRONE, S. et al. Breast milk: to each his own. From metabolomic study, evidence of personalized nutrition
in preterm infants. Nutrition. 2019 Jun;62:158-161.
1 DESSI, A. et al. Metabolomics of Breast Milk: The Importance of Phenotypes. Metabolites 2018, 8, 79.
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6.4 Coleta de dados

Para coleta de dados, foi realizada uma abordagem inicial da paciente por um
dos colaboradores (alunos de graduagdo em Nutricdo), com supervisdo direta de um
Nutricionista ou da Coordenadora da Pesquisa, entre 24 - 48 horas apos o parto. Nesta
ocasiao, foi verificado se a puérpera atendia os pressupostos para participar da
pesquisa. Atendendo aos critérios, a paciente respondeu se aceita participar do estudo
ou nao, dando o seu consentimento por escrito ou através de impressao datiloscopica
no TCLE (APENDICE A).

ApoOs autorizacdo da sua participacdo, a puérpera respondeu as perguntas
feitas por um de nossos colaboradores, de acordo com um questionario previamente
estabelecido (APENDICE B), e ao fim desta entrevista foi coletado o colostro,
conforme descrito a seguir, desde que fosse possivel. Diante de alguma
impossibilidade, a equipe retornou em outro horario ou no dia seguinte para coleta do

material.

6.5 Delineamento do estudo
6.5.1 Avaliacdo do estado nutricional materno e do recém-nascido

Para monitorizagao do estado nutricional da gestante, os dados foram obtidos
por meio do cartdo de acompanhamento do pré-natal/e ou prontuario, com a utilizagao
do indice de massa corporal pré-gestacional, segundo as recomendac¢des da World
Health Organization (1998) e o IMC por semana de gestacao pela Curva de Atalah et
al. (1997).

Para anadlise e classificagcdo do estado nutricional materno, com base nos
pontos de corte para o IMC estabelecidos para o periodo pré-gestacional e durante a
gestacdo, as mulheres tiveram seu estado nutricional classificado em baixo peso,
eutrofia, sobrepeso e obesidade. Através dessas variaveis também foi possivel
quantificar o ganho de peso ao longo da gestacao e verificar se 0 mesmo se encontra
dentro do esperado segundo as recomendacdes do Institute of medicine (2009), como
demonstrado no quadro 2.

Quadro 2 - Ganho de peso (kg) recomendado durante a gestacdao segundo EN
inicial.

Estado Nutricional (EN) Ganho de peso Ganho de peso
Pré-gestacional (IMC) semanal médio no | total na gestagao*
2°e 3°trim

Baixo Peso < 18,5Kg/m? 0,510 (440 -580) 12,5-18,0
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Adequado > 18,5 < 24,9Kg/m? 0,420 (350 - 500) 11,56-16,0
Sobrepeso> 24,9 Kg/m? 0,280 (230 - 330) 7,0-11,5
Obesidade > 30,0 Kg/m? 0,220 (170 - 270) 50-9,0

Institute of medicine (2009)

Para avaliacdo do estado nutricional do recém-nascido serdo utilizadas as
informacdes da Declaracdo de Nascido Vivo e do prontuario da me ou do neonato
quando esse estiver disponivel isoladamente, sendo essas criangas classificadas
quanto ao peso do nascimento, segundo a classificagcao de Villar et al (2014):

e Pequeno para a idade gestacional (PIG) - peso para idade < Percentil 3
e Adequado para a idade gestacional (AlG) - peso para idade entre percentil 3 e
97

e Grande para a idade gestacional (GIG) - peso para idade > Percentil 97

6.5.2 Obtencao do colostro e pré-preparo para as analises

A coleta de colostro (3 mL) foi realizada ainda na maternidade, no periodo da
manha, sendo o0 mesmo extraido pela prépria puérpera, por expressdo manual de
unica mama, ndo sugada previamente, diretamente para um tubo de ensaio com
tampa. As amostras de colostro foram congeladas imediatamente apds a coleta (-
20°C) e posteriormente armazenadas em (-80°C) até a analise, quando entao elas
foram descongeladas a temperatura ambiente e vortexadas vigorosamente para
ressuspender os globulos de gordura do leite.

Em virtude da pandemia causada pelo COVID-19 os técnicos do laboratério
estavam atuando de forma remota. Devido a isso foi utilizado uma subamostra com N
igual a 40 das 80 amostras coletadas, para essa escolha foi realizado um sorteio
aleatorio onde foram selecionadas 10 amostras de cada grupo, sendo eles, baixo

peso, eutrofia, sobrepeso e obesidade.

6.5.3 Extracdo de fase dupla

Dois mililitros de uma mistura cloroférmio/metanol na proporcéo de 2:1 foi
adicionado a 400uL de leite materno. Essa mistura foi agitada em vértex e 600uL de
agua foi adicionada. As amostras foram entao centrifugadas por 10 min a 16 000xg.
Este método produz duas fases e metabdlitos divididos nas diferentes fases de acordo
com a sua polaridade. Ambas as fases foram separadas e evaporadas usando um
rota-evaporador para a fase organica e usando um liofilizador para a fase aquosa.
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Depois de secas, as fases foram congeladas a (-80°C) até analise por Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN).

6.6 Preparacdo das amostras de colostro para anélise por Ressonancia

O extrato seco da fase aquosa foi reconstituido em 600 pL de tampao fosfato
D20, pH 7,2, com acido 3-trimetilsilil propidnico (TSP) como padréo interno. O extrato
seco da fase orgéanica foi reconstituido em 600 pL de cloroférmio deuterado com
tetrametilsilano (TMS) como padrao interno. As fases reconstituidas foram transferidas
para tubos de RMN de 5 mm de didmetro para analise por espectroscopiade RMN. Uma
amostra de controle de qualidade foi preparada agrupando 50 pL de cada uma das

amostras.

6.7 Analise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As amostras de leite materno foram analisadas no Nucleo de Analise e
Pesquisa em Ressonancia Magnética Nuclear da UFAL em um espectrometro Bruker
AVANCE operando a 600 MHz na frequéncia do hidrogénio. A agua deuterada (D20)
foi usada para o chaveamento do campo magnético (“lock”). A sequéncia de pulsos de
pré-saturacao do sinal residual da agua (NOESYGPPR) foi usado para otimizagdodas
analises metaboldomica dos biofluido. Para a identificagdo dos metabdlitos foram
utilizados experimentos de RMN bidimensionais, tais como, J-resolvido COSY 'H-'H,
TOCSY 'H-H, HMBC 'H-'3C e HSQC EDITADO 'H-'3C com o auxilio do programa
Chenomx e Human Metabolome Data Base (HMDB).

6.8 Analise Estatistica Multivariada

Os espectros de RMN1H otimizados foram reduzidos (& 0,3-10,0 ppm) e
divididos em regides de largura (bucket = 0,0005 ppm), normalizados e alinhados
através do programa MATLAB versao 2015a. A regides de & 4,7-5,0 ppm foram
excluidas da analise devido ao sinal residual da agua. As analises de componentes
principais (PCA) e analises discriminantes ortogonal por minimos quadrados parciais
(OPLS-DA) foram utilizadas para a identificacdo de agrupamentos e identificagcao dos
biomarcadores correspondentes ao perfil metabdlico das maes, via secrecao da sua
glandula lactea - colostro (oligossacarideos, proteinas, acidos graxos e compostos
bioativos). A PCA e OPLS-DA foram realizadas com o emprego do software SIMCAP
(versédo 14.0, Umetrics, Umed, Suécia). A analise de variancia (ANOVA) e o teste t

pareado foram realizados no programa R studio.



45

6.9 Aspectos Eticos

O projeto de pesquisa foi submetido & Plataforma Brasil pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas, aprovado em 28 de fevereiro de
2020, com Certificado de Apresentacdo de Apreciacao Etica - CAAE 3.890.492.



RESULTADOS

46



4. RESULTADOS

47

A idade média das puérperas foi de 25,3 £ 3,8 anos, com a maior parte delas

(81,0%) informando morar com o companheiro e 78,7% residindo em Macei6. Apenas

6,0% das avaliadas possuiam o ensino superior completo e a renda média familiar era

menor que 2 salarios minimos. E possivel observar que maior parte das puérperas

possuem de 4 a 6 membros na familia, tem acesso a 4gua encanada e a servigos de

saude (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas demograficas e socioecondmicas de puérperas internadas

em uma maternidade de Macei6-AL, 2021.

Variavel de interesse n@0) % Média + DP
20-29 anos 68 85
30-40 anos 12 15 25,82+3,8
Situagao Conjugal
Reside com companheiro 65 81,2
Nao reside com companheiro 15 18,7 )
2 a 3 membros 19 23,7
4 a 6 membros 53 66,2 448 +15
> 7 membros 8 10
Anos de estudo
1 a 3 anos 1 1,25
4 a7 anos 16 20
8 a 10 anos 17 21,25 -
11 a 14 anos 46 57,5
15 ou mais 0 0
Renda média mensal
< 2 salarios minimos (Classe D) 51 63,7
> 2 salarios minimos (Classe C) 11 13,7
> 4 salarios minimos (Classe B) 3 3,8
> 10 salarios minimos (Classe A) 0 0 i
Nao possui renda 3 3,8
Nao sabe informar 12 15
Acesso a servico de saude
Sim 74 92,5 i
Nao 6 7,5
Fornecimento de agua
Sim 77 96,2
Nao sabe ou ndo tem 3 3,75 )

Fonte: Autor, 2021.

A maior parte das entrevistadas (70,0%) apresentaram parto vaginal, 42,5% sao

secundigesta e 20,0% relataram aborto prévio. Ainda sobre os habitos de vida, cerca

de 18,7% relataram consumir bebidas alcoolicas e 8,7% relataram fumar durante a

gestacdo. Apenas 16,2% praticavam exercicios fisicos (Tabela 2).
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Tabela 2. Caracteristicas clinicas, habitos de vida e histéria reprodutiva de puérperas

internadas em uma maternidade de Maceid-AL, 2021.

Variavel de interesse n@0) % MediaxDP
N2 de gestacdes
1 gestacao 20 25 2,3+1,16
2 gestagdes 34 42,5
> 3 gestacoes 26 32,5
Teve aborto
Sim 16 20
Nao 64 80
Intercorréncia na gestagao atual
Sim 13 16,2
Nao 67 83,7
Estilo de vida
Tabagista 7 8,7
Consome bebidas alcodlicas 15 18,7
Usuaria de drogas 4 5
Pratica exercicios fisicos 13 16,2
Medicamentos
Utilizou medicamentos durante a gestacao 38 47,5
Nao utilizou 42 52,5

Fonte: Autor, 2021.

No que se refere ao estado nutricional pré-gestacional e a quantificacdo do
ganho de peso durante a gestacao, podemos observar na tabela 3 que ha maior
percentual de puérperas com eutrofia no periodo anterior a gestagdo. Porém, nao
podemos deixar de observar que muitas gestantes apresentavam excesso de peso de
acordo com o IMC pré-gestacional. Vale ressaltar que trés puérperas ndo sabiam
referir seu peso pré-gestacional, e em seu cartdo de gestante ndo constava tal
informacao.

Ao observar o ganho de peso na gestagao, vimos que a maior parte das
puérperas com baixo peso e eutrofia, possuiram ganho de peso abaixo do que
deveriam, de modo que supostamente ndo houve o ganho de peso recomendado para
0 adequado desenvolvimento do bebé. Enquanto isso, a maioria das as mulheres que
apresentaram sobrepeso ganharam peso acima da recomendacao para o periodo
gestacional. Por outro lado, dentre as obesas, a maior parte ganhou peso conforme a

recomendacao.
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Tabela 3 - Distribuicdo das gestantes segundo classificagdo do IMC inicial e ganho
de peso gestacional total em uma maternidade de Macei6-AL, 2021.

Ganho de peso gestacional
Estado Abaixo do Acima do
nutricional pré- Recomendado Total
gestacional recomendado recomendado

N % N % N % N
Baixo Peso 6 42,8 5 35,7 3 214 14
Eutrofia 12 41,4 6 20,7 11 38 29
Sobrepeso 4 16 8 32 13 52 25
Obesidade 3 33,3 4 44 4 2 22,3 9
Total de 77"
puérperas

* Em virtude da ndo obtencdo do peso pré-gestacional de 3 puérperas da amostra, nao foi possivel a
quantificagdo do ganho de peso gestacional, sendo esta composta por apenas 77 maes.
Fonte: Autor, 2021.

O estado nutricional do recém-nascido, de acordo com a World Health
Organization (WHO, 2006) esta demonstrado no Tabela 4, onde podemos observar
que 95,0% das puérperas geraram bebés adequados para idade gestacional e
nenhum recém-nascido pequeno para idade gestacional foi gerado, o que pode ter
acontecido em virtude de ser uma maternidade que atende gestantes de baixo e médio
risco obstétrico.

Observando o estado nutricional do RN e o IMC materno, observamos que 4
criangas estavam grandes para idade gestacional (GIG), sendo duas provenientes de
maes eutroficas e duas de maes obesas. Nao foi observado nenhum recém-nascido

pequeno para idade gestacional, independente do IMC materno.

Tabela 4. Estado nutricional do recém-nascido e indice de massa corporal materno

de puérperas internadas em uma maternidade de Maceié-AL, 2021.

Pequeno para | Adequado para Grande para
indice de massa idade idade idade
corporal materno gestacional gestacional gestacional

N % N % N %

Baixo peso 0 0 20 100,0 0 0
Eutrofia 0 0 18 90,0 2 10
Sobrepeso 0 0 20 100,0 0 0
Obesidade 0 0 18 90,0 2 10
Total 0 0 76 95,0 4 5,0

Fonte: Autor, 2021.
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Diante do exposto, ndo foi evidenciado associacao entre o IMC gestacional e
ganho de peso materno com o peso ao nascer, visto que do total da amostra, apenas
5% dos neonatos nasceram GIG, sendo 2,5% provenientes de méaes eutroficas e 2,5%
de maes obesas. Em virtude do N ser pequeno para os casos de peso ao nascer fora
do padrdo esperado, a analise estatistica ndo apresentou associa¢ao significativa,
ficando esta com p > 0,05.

Ao analisar o colostro materno, na fase aquosa, identificamos a presenca de
agucares e aminoacidos. Neste estudo, apos a realizagdo da analise multivariada das
amostras, foram encontrados um total de 22 metabdlitos, nas duas fra¢des. Sendo 12
deles na fase aquosa.

Interessados em analisar os compostos bioativos presentes na fase aquosa,
efetuou-se uma analise de componentes principais (PCA). Esta foi realizada para
identificacao de outliers e tendéncias de agrupamentos. A matriz de dados para a PCA
foi formada com um total de 40 espectros de RMN referentes as fragées aquosa do
leite materno de 10 amostras de maes com obesidade (O); 10 amostras de maes com
sobrepeso (S); 10 amostras de maes com Baixo Peso (B); 10 amostras de maes com
Eutrofia (E). A figura 4 apresenta todos os 40 espectros sobrepostos alinhados e
escalonados pelo método de unica variancia (UV), totalizando 14.153 variaveis, e
também, mostra dos sinais numerados referindo-se aos metabdlitos identificados

nessas fragoes.

Figura 4 — Dados processados para analise multivariada da fase aquosa do leite

materno.




51

Os metabdlitos identificados na fase aquosa (sinais numerados na Figura 4),

estao dispostos no quadro 3 abaixo.

Quadro 3. Metabdlitos identificados na fase aquosa de amostras de leite materno.

o Deslocamento

Quimico (ppm) Multiplicidade Sinal Caracteristico
1 1.07 Multipleto Fucose
2 1.16 Dupleto Acido Latico
3 1.31 Dupleto Alanina
4 1.87 Simpleto N-Acetil Glutamina
5 1.90 Simpleto Acido N-Acetil Neuraminico
6 2.18 Multipleto Acido Glutdmico
7 2.52 Multipleto Acido Citrico
8 3.03 Simpleto Colina
9 3.04 Simpleto Glicerofosfocolina
10 3.13 Tripleto Lactose
11 448 Dupleto Glicose
12 5.15 Multipleto Galactose

A Figura 5 mostra os escores da PCA, que foram formados por 4 grupos
diferentes de acordo com o estado nutricional materno, sendo: 10 amostras de maes
com obesidade (caracterizado pela letra O - cor amarela); 10 amostras de maes com
sobrepeso (caracterizado pela letra S - cor verde); 10 amostras de maes com Baixo
Peso (caracterizado pela letra B — cor azul); 10 amostras de maes com Eutrofia
(caracterizado pela letra E - cor vermelho). Conforme apresentado nos escores da
PCA, os escores dos grupos apresentaram-se de forma aleatéria, ndo sendo possivel
a formacgao de agrupamentos entre os grupos das amostras de leite materno. No

entanto, foram observados a presenca de 3 outliers (pontos fora), representado pelas

amostras de sobrepeso (escores em verde).

Figura 5 - Escores da PCA das amostras de leite materno em diferentes faixas

de IMC.

Untitled.M1 (PCA-X)
Colored according to classes in M1

RN
o

0 2 4 6
1]
R2X[2] = 0,279 Ellipse: Hotelling's T2 (95%)



52

Com a finalidade de identificar diferencas estatisticamente significantes entre
0s grupos, foram realizadas séries pareadas de analises discriminantes ortogonal por
minimos quadrados parciais (OPLS-DA) pareando os grupos de amostras de leite
materno das fragdes aquosas. Essa analise foi realizada para identificar possiveis
metabdlitos relacionados a comparagéao entre os grupos pareados. As OPLS-DA foram
realizadas da seguinte forma: grupo O versus grupo S (OxS); grupo O versus grupo B
(OxB); grupo O versus grupo E (OxE); grupo S versus grupo B (SxB); grupo S versus
grupo E (SxE) e grupo B versus grupo E (BxE). A validacao das séries OPLS-DA foi
realizada por meio da validagao cruzada junto com a analise de variancia (CV-ANOVA,
p < 0,05). Os resultados das 6 séries pareadas OPLS-DA mostraram que nao houve
diferencas significativas, CV-ANOVA p > 0,05, indicando que n&o foi possivel verificar
diferengas entre as amostras de leite materno em relagéo a fase aquosa que é formada
por aminoacidos e acgucares. A figura abaixo mostra as séries pareadas OPLS-DA

entre os grupos de amostras estudadas:

Figura 6 - Séries OPLS-DA pareadas entre os grupos estudados da fase aquosa.
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Scaled proportionally to R2X :
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Diante do exposto, o resultado das analises multivariadas explicitados através
da PCA e OPLS-DA, nao demonstrou diferengas significativas nos metabdlitos
encontrados nas amostras de leite materno em funcéo dos diferentes grupos de IMC
estudados. Considerando isto, decidiu-se avaliar o comportamento dos niveis dos 12
metabdlitos identificados por meio dos graficos boxplots (figura 7), que foram
construidos através das integrais das areas dos sinais de RMN processados no
programa matlab. O teste-T pareado (p < 0,05) foi aplicado para verificar possiveis
diferencgas significativas entre o pareamento dos grupos (B = baixo peso/ E = eutrofia

/'S = sobrepeso / O = obesidade) em relacdo a cada metabdlito (figura 7).

Figura 7 — Graficos Boxplots das concentracdes relativas dos 12 metabdlitos
identificados da fase aquosa de leite materno de maes com diferentes categorias de
IMC.
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Ao analisar os graficos boxplots (Figura 7) foi possivel observar diferengas
significantes com relacdo ao Acido N-Acetilneuraminico, N-Acetil-L-Glutamina e
Fucose. Foi observado altos niveis de Acido N-Acetilneuraminico em mées obesas
quando comparado a maes com baixo peso (OxB, p = 0,019) e maes com eutrofia
(OxE, p = 0,015), ja com relagdo a maes com sobrepeso (OxS, p = 0,96) nao houve
diferenca significante embora no gréafico boxplot apresente uma média do Acido N-
Acetilneuraminico maior para o leite de maes obesas. Os niveis de N-Acetil-L-
Glutamina apenas apresentou diferencga significativa na comparacao entre maes com
baixo peso e maes com eutrofia (BxE, p = 0,021), sendo as maes com baixo peso com
maior quantidade deste metabdlito. Resultado semelhante foi observado para a
fucose, que mostrou-se elevada em maes com baixo peso em relacdo as maes com
eutrofia (BXE, p = 0,044).
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No presente estudo, as puérperas apresentaram idade média de 25,3 + 3,8
anos, com a maior parte delas (81,0%) informando morar com o companheiro. Apenas
6,0% das maes avaliadas possuiam o ensino superior completo e a renda média
familiar relatada foi menor que 2 salarios minimos. Resultados semelhantes foram
encontrados em um estudo de Domingues et al. (2020), onde a idade média das maes
foi de 25,7 anos, apenas 9,0% com ensino superior completo e 80% vivendo com o
companheiro.

As variaveis socioeconémicas ainda mostram que a maior parte das puérperas
possuem de 4 a 6 membros na familia, acesso a 4gua encanada e a servigos de saude.
A respeito dos desfechos gestacionais, maior parte das entrevistadas (70,0%)
apresentaram parto vaginal, 42,5% sao secundigesta e 20,0% relataram aborto prévio.
Esses resultados corroboram com o estudo de ALVARENGA, et al. (2021), no qual
46,3% das maes estdo na sua segunda gestacdo e apenas 21,9% apresentaram
antecedente obstétricos de aborto.

Na analise relacionada ao estilo de vida das maes, revelou-se que boa parte
(18,7%) ingerem bebidas alcoolicas, seguido de 8,7% que sao tabagistas e 5% que
usam drogas ilicitas. Um estudo avaliou o perfil de gestantes em uso de substancias
psicoativas na gestacado e revelou que a substancia psicoativa mais utilizada foi o
alcool (81,0%), seguido do tabaco (40,1%) e maconha (12,8%). O uso do tabaco,
destaca-se como a droga mais utilizada no terceiro trimestre gestacional pelas
gestantes (TAVARES et al., 2021).

Vale ressaltar, que o uso de drogas de abuso pode ocasionar danos a saude
materno e infantil, tais como: hipertensdo materna, placenta prévia ou seu
descolamento prematuro, trabalho de parto pré-termo, bebés pequenos para a idade
gestacional, o transtorno do espectro alcéolico fetal (TEAF), prematuridade entre
outros danos (SILVA, 2021).

A pratica de atividade fisica foi relatada por apenas 16,2% das puérperas. Um
estudo avaliou esta pratica antes e durante a gestacéao, foi observado que mais da
metade nao realizava alguma atividade fisica antes da gestacao (66,7%). Outro dado
relevante, mostrou que durante a gestacdo houve ainda reducdo de 18,5% desta
pratica.

Desde que nao haja contraindicagdes que coloquem em risco a saude do
bindmio mae-filho, os beneficios da realizacao de atividade fisica regular sdo de suma
importancia para manutencdo de uma gestacdo saudavel. E o que destaca,
RODRIGUES et al., (2008), mostrando que dentre os principais beneficios estao:
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diminuicdo dos sintomas de desconforto da gravidez, controle da ansiedade e
depressao, menor tempo de evolugao do trabalho de parto, e ao menor indice de parto
cesareo. Ademais, auxilia na reducao do inchaco, melhoramento da circulagéo
sanguinea, ampliagdo do equilibrio muscular, alivio nos desconfortos intestinais,
diminuicdo de céimbras, fortalecimento da musculatura abdominal, e facilita na
recuperagao pos-parto.

Avaliando as puérperas, quanto ao seu estado nutricional pré-gestacional
materno e a quantificacdo do ganho de peso durante a gestacao foi possivel identificar
que embora boa parte tenha iniciado a gestagcdo com peso adequado, entre as maes
eutréficas e com baixo peso, houve ganho de peso insuficiente na gestacao.

Esse achado é critico, uma vez que esta associado a desfechos perinatais
desfavoraveis, tais como: riscos aumentados de baixo peso ao nascer (BPN),
deficiéncias de micronutrientes e restricdo do crescimento intrauterino (RCIU), levando
a alteracdes na evolugao da gestacao e no crescimento fetal (SANTOS, et al., 2012).

Como destaca GONCALVES, et al., (2012), o ganho de peso excessivo na
gestacdo, esta associado a maior risco para complicagcbes sdo para as gestantes
obesas, que estao suscetiveis a diabetes, hipertensao, parto cirurgico, enquanto seus
filhos sdo mais propensos a apresentarem macrossomia, riscos de malformacéo fetal
e maior mortalidade perinatal.

Outro ponto de analise do estudo, consistiu na avaliacao do estado nutricional
dos recém-nascidos, classificando-os quanto o seu peso ao nascer. Os resultados
revelaram que 95,0% das puérperas geraram bebés AIG e nenhum PIG. Ainda a
respeito do peso ao nascer, observou-se, que do total da amostra, apenas 5% dos
neonatos nasceram GIG, sendo 2,5% provenientes de maes eutroficas e 2,5% de
maes obesas. Nao sendo possivel estabelecer associacao entre o IMC gestacional e
ganho de peso materno com o peso ao nascer. Vale ressaltar, que os dados do
presente estudo chamam atencédo, uma vez que a maternidade atende a gestantes de
baixo e médio risco obstétrico, o que pode ter influenciado no atual desfecho.

Apesar disso, o trabalho desenvolvido por MELO, et al. (2007), encontrou um
maior percentual de criangas com baixo peso ao nascer (BPN) e peso insuficiente
(PIN), entre as gestantes desnutridas, mostrando uma associacao estatisticamente
significante.

Uma coorte populacional com maes e filhos de um municipio do Rio de Janeiro,

mostrou que a incidéncia de macrossomia foi de 4,8%, sendo de 10,4% para os filhos



de mulheres com ganho de peso gestacional excessivo e de 2,5% para os filhos de
mulheres com ganho de peso gestacional normal (KAC; VELASQUEZ-MELENDEZ,
2005).

Diante dos desfechos gestacionais desfavoraveis que acometem maes e seus
neonatos, amplia-se o olhar para a necessidade da captagcdo precocemente das
puérperas pelos servicos de saude para realizagdo do pré-natal em momento
oportuno. Uma vez, que estudos mostram que os profissionais de saude agem sobe
esses fatores modificaveis tardiamente, sendo uma realidade nos paises em
desenvolvimento. Vale ressaltar, que o papel da equipe multiprofissional e a referéncia
e contrarreferéncia, € essencial para ampliar o poder de resolutividade das agdes
voltadas para esse grupo (SILVA, 2013).

Embora, ndo seja encontrada diferenga estatisticamente significante no atual
estudo, ao longo dos anos, o interesse é crescente em relagéo ao papel fisiolégico dos
aminoéacidos (AA) no leite humano. Uma coorte de BALDEON, et al. (2019), analisou
associagdes entre as concentragdes desses aminoacidos no leite materno em fungao
do género e padrbes de crescimentos dos recém-nascidos.

Nesse estudo, foram encontradas concentragées mais elevadas do aminoacido
alanina (ALA) no leite destinado as criangas do sexo masculino, quando comparado
ao sexo feminino. Ademais, houve abundéncia significativamente maior de Glutamato
e ALA nos bebés que apresentaram crescimento mais rapido em comparagao aos com
velocidade de crescimento moderado e rapido.

Outro componente bioativo identificado no nosso estudo, foi a colina(COL).
Embora nado tenha sido encontrado diferencas estatisticamente significantes na sua
concentracdo em funcdo do estado nutricional materno no presente estudo e a
literatura ainda permeneca escassa neste sentido, é importante destacar que a colina
€ critica para o desenvolvimento infantil e o leite materno € a unica fonte para bebés
totalmente amamentados até os seis meses de idade. A colina do leite humano
consiste em 85% de formas soluveis em agua de colina, incluindo colina livre,
fosfocolina e glicerofosfocolina (MOUKARZEL, 2019).

Uma analise por BRIANA, et. al, (2020), investigou o perfil metabdlico do
colostro em condicbes extremas de crescimento fetal e sua influéncia no valor
nutricional. Esse estudo identificou concentracdes elevadas no conteudo de lactose,
acido citrico, colina, fosfocolina e N-acetilglutamina no colostro materno. Esses
metabdlitos apresentaram correlacao positiva com casos de RCIU.

A exposicao a esses compostos bioativos do colostro nas primeiras semanas de



vida, repercute sobre o futuro do recém-nascido. Estudos mostram, o seu papel na
protecdo de bebés nascidos em extremos de crescimento fetal, proporcionando
crescimento rapido durante a primeira infancia e reduzindo o risco de
sobrepeso/obesidade, diabetes e hipertensdo arterial na vida adulta (SINGHAL;
LANIGAN, 2007).

Em nosso estudo, foi possivel observar diferengas significantes com relagéo as
concentracdes do Acido N-Acetilneuraminico, N-Acetil-L-Glutamina e Fucose apds
analise das séries pareadas OPLS-DA entre os grupos.

O Neu5AC, é um composto derivado do acido neuraminico. E um acido sialico
gue possui papel determinante no processo de neurotransmissao no RN, visto que
auxilia na ligacédo das moléculas transmissoras a membrana sinaptica. Alguns estudos
relatam que sua suplementacdo esta associada a melhora do desenvolvimento
cerebral e cognitivo dos RN (SILVA, 2021).

O acido sialico esta presente em altas concentragdes no sistema nervoso
central e na massa cinzenta do cérebro, geralmente como um componente dos
gangliosideos. Estudos revelam que bebés amamentados com niveis maiores de acido
sialico no leite materno, quando comparado aqueles alimentados com formula,
possuem melhor desempenho em testes cognitivos. Ademais, o acido sialico esta
presente em altas concentragdes no colostro, reduzindo seus niveis ao longo da
lactacdo (WANG, 2001; WANG; BRAND-MILLER, 2003).

Uma coorte investigou a concentragao de metabdlicos que constituem os OLH
em funcdo do estado nutricional materno. Os achados encontrados, revelam que
mulheres com sobrepeso apesentaram concentragdes significativamente maiores de
3'SL, 6'GL e DSLNT no colostro, quando comparado a mulheres com peso normal.

Vale ressaltar, que esses OLH possuem em sua estrutura o Neu5AC, que
compde o acido sialico. Em nosso estudo, o fato de maes obesas apresentarem
maiores concentracdes, possivelmente pode ter repercussdées na saude infantil,
embora estudos mais profundos sejam necessarios para elucidar os possiveis
mecanismos envolvidos (SAMUEL, et al, 2019).

Esses achados, também corroboram com os estudos de Mc Guire, et al. (2017),
gue analisando a composi¢cao dos OLH, encontrou maiores concentracoes de 6’SL no
leite de mé&es obesas.

Algumas investigacdes, apontam uma possivel relacdo dos agucares terminais
ligados a glicoproteina acida a-1 (AGP) com processos anti-inflamatorios e
imunomoduladores, e suposta repercussao sobre o adequado funcionamento do

sistema imunoldgico de neonatos.



Diante disso, ORCZYK-PAWILOWICZ, et al. (2014), analisou a expressao de
fucose ligada ao terminal a1,3 da AGP, encontrando baixas concentragdes no colostro
e significativamente maior no leite de transi¢do e maduro de maes saudaveis.

Um estudo encontrou associagdes positivas entre as concentracdes de OLH
total e fucose com o indice de massa gorda (IMG) e velocidade de peso de 0 a 5 meses
de neonatos. A 2'-fucosilactose (2'-FL) foi positivamente associada comvelocidade de
peso de 0 a 5 meses e IMG em 5 meses. Esses achados, abrem um olhar para mais
investigacoes a respeito do impacto desses fatores bioativos no ganhode peso infantil
(LARSSON, 2019).

Ao avaliar o IMC pré-gestacional e o peso corporal materno, Samuel et
al. (2019), descobriram que um maior IMC foi associado a menores concentragoes de
LNT e LNFP V.

Uma coorte brasileira, avaliou as concentra¢des do volume total de OLH e OLH
ligado a fucose. O IMC pré-gestacional e IMC péds-parto foi inversamente
correlacionado com 3’FL, LNFP Ill e DFLNH e diretamente correlacionado com LNnT
no colostro. Nesse trabalho, os autores identificam também que o 3'SL foi o OLH que
apresentou maiores concentracbes em mulheres com baixo peso pré-gestacional,
enquanto o LSTc predominou em mulheres eutréficas. A 2'FL, foi identificada em
maiores concentragdes no leite de maes com sobrepeso e obesas (FERREIRA, 2020).

Em virtude de os achados acima sofrerem interferéncia de alguns fatores
relacionados ao bindmio mae-filho, mais estudos sdo necessarios para elucidar a
possivel influéncia do estado nutricional materno na concentracdo dos metabolitos

qgue compdem os OLH fucosilados e sialilados.

Diante dos resultados apresentados no presente estudo, espera-se gque 0S
niveis de OLH sialilados sejam maiores no colostro de mées obesas. Em relacdo aos
OLH fucosilados, pode haver niveis maiores em maes com baixo peso. Esses achados,
incitam novas investigacdes a respeito do impacto desses compostos bioativos na saude

infantil.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (T.C.L.E.)

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (T.C.L.E.)

Vocé esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa Efeito do
indice de Massa Corporal Materno sobre a concentracio de macronutrientes e
compostos bioativos no colostro e metabdlitos produzidos pela microbiota
intestinal do recém-nascido, coordenado pela Professora Dra. Ménica Lopes de

Assuncéo.

1. O estudo se destina a avaliar o efeito do indice de massa corporal gestacional (IMC)
sobre a concentracao de nutrientes e compostos com fun¢ao além do fornecimento de
nutrientes que estdo presentes no colostro substancias produzidas pelo conjunto de

microorganismos que vivem no intestino do recém-nascido.

2. A importancia deste estudo € mostrar que de acordo com o seu peso, podem ocorrer
variagoes na composicao do seu leite e no conjunto de microorganismos que vivem no
intestino do seu filho. Essas variagcdes podem resultar ndo sé em diferencas de
nutrientes, mas também em alteragées na saude do seu bebé, atuando de modo a

promover ou prevenir doengas quando ele estiver adulto.

3. Ao final da pesquisa, deseja-se encontrar resultados que mostrem uma possivel
diferengca entre os componentes do leite materno de acordo com o seu IMC,
considerando uma possivel interferéncia de valores elevados de peso sobre os
nutrientes e compostos bioativos de maneira desfavoravel, bem como nos metabdlitos
produzidos pela microflora intestinal do seu filho. Assim, pode-se trabalhar cada vez
mais o papel da perda de peso antes da gestagcao, bem como o ganho de peso
adequado neste periodo, através da utilizacao de alimentos regionais e de facil acesso

aos usuarios do Sistema Unico de Saude.
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4. A coleta de dados comecara em dezembro de 2019 e terminara em fevereiro de 2019.

5. O estudo sera feito da seguinte maneira:

e 24 horas ap6s o parto, sob a supervisdo de um Nutricionista, vocé sera
abordada por um dos colaboradores. Caso vocé atenda aos requisitos, serao
explicadas todas as etapas do estudo e caso aceite participar, sua autorizacao

se dara através da assinatura deste termo.



e Os dados de peso e altura serdao obtidos por meio do cartdo de
acompanhamento do pré-natal e/ou prontudrio, com utilizagdo do indice de
Massa Corporal (IMC) antes da gestacao e IMC por semana gestacional.

e O ganho de peso também sera calculado ao longo da gestagao para verificagao
se este se encontra dentro do esperado.

e Para avaliagdo do Estado Nutricional do seu filho, serdo obtidas as informacoes
da Declaracao de Nascido Vivo e do seu prontuario ou do dele.

e Para obtencido do colostro, sera coletada uma quantidade de 3ml a beira do
leito, no periodo da manha, sendo este extraido por vocé mesma, por aperto de
uma mama, ndo sugada antes, diretamente para um tubo de ensaio com tampa,

sendo este imediatamente refrigerado e transportado para o ultrafreezer(-80°C);

e Para obtencdo da amostra do cocd da crianga, sera realizada a coleta entre
24hs e 48hs apds o parto, ainda na Maternidade, por um dos integrantes da
pesquisa. O material devera ser colocado em tubos plasticos estéreis de 2mL
e tao logo seja possivel, refrigerado e transportado para armazenamento em

ultrafreezer (-80°C) até o momento de realiza¢do das analises.
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6. A sua participacao sera na seguinte etapa: Entrevista e Coleta do colostro, a beira do

leito.
7. incOmodos e possiveis riscos a sua saude fisica e/ou mental sdo: Invasao de
privacidade; estigmatizacao a partir dos resultados; divulgacao de dados confidenciais,
e uso da amostra para novas pesquisas sem a autorizagdo. E que serao tomadas as
seguintes medidas para reduzir os incOmodos/riscos: garantia total de sigilo da sua
identidade; garantia de acesso aos resultados individuais e coletivos; garantia que o
material biolégico e os dados obtidos na pesquisa serao utilizados exclusivamente
para a finalidade prevista no seu protocolo e conforme acordado no TCLE; garantia do

seu direito de retirar o seu consentimento e retirar-se da pesquisa.

8. Os beneficios esperados com a sua participacao no projeto de pesquisa, mesmo
gue nao diretamente sao: conscientizagcao quanto ao peso pré-gestacional adequado
e ganho de peso adequado durante a gestacao, para que haja producao de um leite
materno de “qualidade”, e iniciativas no &mbito do Sistema Unico de Saude com agdes

gue visem a manutencao de um peso materno adequado, inclusive no periodo pré-



gestacional.

9. Vocé podera contar com a seguinte assisténcia de esclarecimento sobre qualquer
duvida do assunto abordado durante a pesquisa, sendo responsavel por ela: Moénica

Lopes.

10. Vocé sera informada do resultado final do projeto e sempre que desejar, seréo

fornecidos esclarecimentos sobre cada uma das etapas do estudo.

11. A qualquer momento, vocé podera recusar a continuar participando do estudo e,
também, podera retirar seu consentimento, sem que acontega qualquer prejuizo ou

penalidade a vocé.

12. As informagdes conseguidas através da sua participacdo ndo permitirdo a sua
identificacdo, exceto para a equipe de pesquisa, e que a divulgacao das informacgdes

s6 sera feita entre os profissionais estudiosos do assunto apds a sua autorizagao.
13. O estudo n&o acarretara nenhuma despesa para voceé.

14. Vocé sera indenizada pela pesquisadora Ménica Lopes por qualquer dano que

venha a sofrer com a sua participacao na pesquisa (nexo causal).

15. Os materiais biologicos (colostro e fezes) citados durante a pesquisa nao seréao
utilizados para outros fins além daqueles explicados neste Termo de Consentimento.
Esses materiais ndo terdo seus dados pessoais, apenas codigo de identificagao, para
a manutencao do seu sigilo, e apos todas as analises terem sido realizadas, o material
biolégico que restar, sera adequadamente armazenado. Caso seja necessario fazer
novas analises com seu material e/ou novas pesquisas, o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas avaliara seu novo uso. Ressalto que
sem a autorizacao desse Comité, novas pesquisas com 0s seus materiais bioldgicos

e do seu filho ndo poderao ser realizadas.
16. Vocé recebera uma via deste termo assinada por todos.

Eu

tendo compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado sobre a minha

participacdo no mencionado estudo e estando consciente dos meus direitos, das
minhas responsabilidades, dos riscos e dos beneficios que a minha participacao
implica, concordo em participar dele e para isso eu DOU O MEU CONSENTIMENTO
SEM QUE PARA ISSO EU TENHA SIDO FORCADO OU OBRIGADO.
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Ponto de referéncia:

Endereco d(os,as) responsave(l,is) pela pesquisa (OBRIGATORIO):
Instituicdo:

Endereco:

Complemento:

Cidade/CEP:

Telefone:

Contato de urgéncia: Sr(a).
Endereco:

Complemento:

Cidade/CEP:

Telefone:

Ponto de referéncia:

ATENCAO: O Comité de Etica da UFAL analisou e aprovou este projeto de
pesquisa. Para obter mais informacdes a respeito deste projeto de pesquisa,
informar ocorréncias irregulares ou danosas durante a sua participacdo no
estudo, dirija-se ao:

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas

Prédio do Centro de Interesse Comunitario (CIC), Térreo, Campus A. C.
Simoes, Cidade Universitaria

Telefone: 3214-1041 - Horario de Atendimento: das 8:00 as 12:00hs. E-

mail: comitedeeticaufal@gmail.com

Maceio, de de
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Assinatura ou impressao Nome e Assinatura do Pesquisador pelo estudo
datiloscopica d(o,a) (Rubricar as demais paginas)
voluntari(o,a) ou
responsavel legal e

rubricar as demais folhas

APENDICE B - Formulério para Coleta de Dados: Puérperas

1. DADOS DE IDENTIFICACAO

1.1 - Nome:
1.2 - Data de Nascimento: / / 1.3 - Idade:

1.4 - Procedéncia:

1.5 - Diagnastico Clinico Obstétrico (se houver):

2. DADOS SOCIO-ECONOMICOS

2.1 - Escolaridade:

2.2 - Reside com o cOnjuge: Sim ( ) Nao ( ) (N&o perguntar se é casada,
s6 se mora com o pai da crianga)

2.3 - ldade do conjuge:
2.4 - N2 de Membros da Familia:_ 2.5 Renda Familiar: R$

2.6 - N2 de criangas menores de 10 anos no domicilio:

2.7 - Recebe algum beneficio do governo? Sim( ) Nao () - Citar Bolsa
Familia/Cesta Nutricional

Em caso afirmativo qual e o valor ?

2.7 - Fornecimento de Agua: 2.8 - Tratamento de Agua:

2.9 - Acesso ao Servico de Saude:

3. DADOS PESSOAIS

* ldade Gestacional: (semanas) ou DUM / /

3.1 - Numero de gestacoes: 1 ()2 ()3 ()4 () +5 () - Contabilizar a atual
também

3.2-Abortos: 0()1()2()3()
3.4 - Intercorréncias durante a gestacao desta crianca ? Sim () Nao () Em caso

afirmativo o que ?




Considerar como intercorréncias: ITU, DMG, HAS, DHEG, perda de liquido, ameaca de
aborto
3.5 - Intercorréncias durante gestacgoes anteriores ? Sim () Nao () Em caso afirmativo

0 que?

3.6 - Fuma ? Sim () Nao ( ) Fumava anteriormente ? Sim () Nao ( )

3.7 - Bebe ? Sim () Nao () Bebia anteriormente ? Sim (') Ndo ( )

3.8 - Em caso de gestante adolescente perguntar se ja utilizou droga: Sim () Nao ( )

3.9 - Em caso de resposta afirmativa na questao anterior pergunta que tipo de droga

e quando parou:
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3.10 - Fez uso de alguma medicagao durante a gestacao ? Sim () Ndo ( ) Em caso

afirmativo o que ?

N&o entra neste item: Sulfato ferroso ou acido félico
3.9 - Em caso de 22 gestacao perguntar se amamentou na 12 e por quanto tempo?

Sim () Nao () Em caso afirmativo, por quanto tempo ?

Se ndo amamentou especificar qual foi o motivo:

3.10 - Realiza alguma atividade fisica: Sim () Nao ()

3.11 - Em caso afirmativo qual e com que frequéncia:

4. AVALIACAO CLINICA

4.1 - Apresenta alguma Doenca - Breve relato:

4.2 -Antecedentes Patoldgicos:

4.3 -Antecedentes Familiares:

5.1 Anamnese Alimentar

5. DADOS DIETETICOS

5.1.1 - Preferéncias Alimentares:




5.1.2 - Aversoes (Fobia) Alimentares:

5.1.3 - Intolerancias Alimentares:

5.1.4 - Alergias Alimentares:

5.1.5 -Ja fez ou faz alguma dieta especial: Ndo ( ) Sim () Em caso afirmativo
especificar:

5.1.6 - J4 Recebeu Orientacdo Dietética: Ndo () Sim ()

Por quem?

5.1.7 -Faz Restricdo de Sal? Ndo ( ) Sim ( )

5.1.7.1 Faz Restricdo de acgucar? Nao () Sim ( )

5.1.8 - Faz Algum Tipo de Suplementacéao (acido félico ou ferro): () Nao () Sim
Em caso afirmativo qual?

5.1.9 - Apetite: ( ) Preservado ( ) Reduzido ( ) Aumentado

5.1.10 - Mudanca Recente de Peso: () Nao () Sim

Quanto? Tempo:

5.1.11 - Dificuldade de Mastigacdo: ( ) Nao () Sim

5.1.12 - Transito Intestinal: ( ) Regular ( ) Constipacao ( ) Diarréia

5.2 - DIA ALIMENTAR HABITUAL
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Café da Manha

Lanche
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Almoco

Lanche

Jantar

Ceia

5.4 — Frequéncia alimentar — Ingestao alimentar em casa

2 a 2 a
Alimentos | Diario | 3x st:r)ri Raro | Nunca | Alimentos Diario | 3x Si)r; Raro | Nunca

sem sem

Leite Carne bovina

logurte Frango

Queijo Peixe

Pées Embutidos

Biscoitos Verduras

Achocolatado Frituras

S

Cereais Legumes

Frutas Doces

Suco de fruta Sorvetes

Arroz Salgados

Massas Refrigerantes

Feijao Maionese

Ovos Ketchup

6 — DADOS ANTROPOMETRICOS

6.1 - Parametros antropométricos:

» Peso Atual:

Kg Peso Pré-gestacional:

Kg
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» Estatura: cm IMC Atual: Kg/m? w» IMC pré-gestacional:
Kg/m?
» Ganho de peso até o momento: Kg Meta de ganho de peso total: Kg

6.2 Diagnostico Nutricional:

APENDICE C - DECLARACAO DE ISENCAO DE CONFLITO DE
INTERESSE

Titulo: Efeito do indice corporal materno sobre a concentragdo de macronutrientes e
compostos bioativos no colostro e metabdlitos produzidos pela microbiota intestinal do

recém-nascido.

Eu, Mbénica Lopes de Assuncéo, pesquisadora principal responsavel pelo
presente projeto de pesquisa a ser conduzido no Hospital Nossa Senhora da Guia,
localizado a Rua Comendador Calaga, 1244, Poco, a qual terd como colaboradores:
Adilson Rodrigues Sabino (coorientador), Nidyanne Patricia de Mesquita Chagas
(mestranda), Liliane, Elizabeth, declaro que ndo tenho nenhum conflito de interesse
que possa influenciar o resultado da pesquisa, tais como:

¢ Interesse administrativo em utilizar o resultado da pesquisa para coagir,
admitir ou demitir funcionarios onde sera realizada a pesquisa;

e Pagamentos significativos de quaisquer tipos, excluindo os custos de
conducao do estudo ou outros estudos clinicos;

Maceid, 13 de setembro de 2019.

Méonica Lopes de Assuncéao Nidyanne Patricia de
Pesquisador principal/ Mesquita Chagas
028.343.144-03 Pesquisador Assistente/
Faculdade de Nutricdo 054.761.904-90
Numero da matricula na IES/ Faculdade de Nutricao
UFAL 2019101638/UFAL

Tiago Emanuel Vieira da Silva
Pesquisador Colaborador/
117.780.824-24
Faculdade de Nutricao
16211333/ UFAL



APENDICE D - TERMO DE RESPONSABILIDADE E COMPROMISSO DO
PESQUISADOR

Protocolo de pesquisa: Efeito do indice corporal materno sobre a concentragao de
macronutrientes e compostos bioativos no colostro e metabdlitos produzidos pela

microbiota intestinal do recém-nascido.

Declaramos que conhecemos e cumpriremos os requisitos da Resolu¢cdo CNS
466/12, 510/16 e suas complementares. Aceitamos as responsabilidades pela
conducéao cientifica do projeto acima como pesquisador principal e pesquisadores

associados de modo a:

1. Realizar a pesquisa somente ap0s a aprovagdo do protocolo pelo sistema
CEP/CONEP em atendimento a Carta Circular n2. 061/2012/CONEP/CNS/GB/MS
(Brasilia-DF, 04 de maio de 2012);

2. Coletar dados apés a aprovacao do protocolo de pesquisa pelo sistema CEP/CO-
NEP;

3. Assumir o compromisso de zelar pela privacidade e sigilo das informacdes auferidas

pelo pesquisador protegendo o pesquisado sem jamais causar-lhes maleficios;

4. Comprometemo-nos a utilizar os materiais e dados coletados exclusivamente para

os fins previstos no protocolo e a publicar os resultados sejam eles favoraveis ou nao.

5. Informar ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas-UFAL
acerca de qualquer tipo de ocorréncia e ou irregulares que venham a incidir

negativamente sobre os pesquisados.

Temos ciéncia que esse termo sera anexado ao projeto devidamente assinada por

todos os responsaveis e fara parte integrante da documentacédo do mesmo.

Maceid, 13 de Setembro de 2019.
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Méonica Lopes de Assungéao Nidyanne Patricia de Mesquita
Pesquisador principal/ Chagas Pesquisador Assistente/
028.343.144-03 054.761.904-90
Faculdade de Nutricao Faculdade de Nutrigdo
Numero da matricula na IES/ UFAL 2019101638/UFAL

Tiago Emanuel Vieira da Silva
Pesquisador Colaborador/
117.780.824-24
Faculdade de Nutricdo
16211333/ UFAL

APENDICE E - TERMO DE CONFIDENCIALIDADE

Eu, Mbnica Lopes de Assuncao, comprometo-me a manter confidencialidade
com relacdo a toda documentacdo e toda informacédo obtidas nas atividades e
pesquisas a serem desenvolvidas no projeto de pesquisa “Efeito do indice corporal
materno sobre a concentracdo de macronutrientes e compostos bioativos no
colostro e metabolitos produzidos pela microbiota intestinal do recém-nascido”,
coordenado por mim, vinculado a Faculdade de Nutri¢cdo, realizado no ambito UFAL-
AL; ou ainda informacdes de qualquer pessoa fisica ou juridica vinculada de alguma
forma a este projeto, concordando em:

e Nao divulgar a terceiros a natureza e o conteudo de qualquer informacéao
gue componha ou tenha resultado de atividades técnicas do projeto de pesquisa;

¢ Nao permitir a terceiros o manuseio de qualquer documentagao que
componha ou tenha resultado de atividades do projeto de pesquisa;

¢ Nao explorar, em beneficio préprio, informacdes e documentos adquiridos
através da participacao em atividades do projeto de pesquisa;

e Nao permitir o uso por outrem de informagdes e documentos adquiridos
através da participacao em atividades do projeto de pesquisa.

Declaro ter conhecimento de que as informagdes e os documentos pertinentes
as atividades técnicas do projeto de pesquisa somente podem ser acessados por
aqueles que assinaram o Termo de Confidencialidade, excetuando-se os casos em
que a quebra de confidencialidade € inerente a atividade ou em que a informagéao e/ou
documentacao ja for de dominio publico.
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Maceio, 13 de setembro de
2019.

Méonica Lopes de Assungéo
Pesquisador principal/
028.343.144-03
Faculdade de Nutricdo
Numero da matricula na IES/ UFAL

Tiago Emanuel Vieira da Silva
Pesquisador Colaborador/
117.780.824-24
Faculdade de Nutricao
16211333/ UFAL

Nidyanne Patricia de Mesquita
Chagas Pesquisador Assistente/
054.761.904-90
Faculdade de Nutricao
2019101638/UFAL
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ANEXO A — PROCEDIMENTOS PARA COLETA

1. Identifique-se & informe o motivo de ua visita;

1. Na recepcao
2. Se necessdrio, apresents documento de liberagdo emitido pela Santa Casa

Identifigue-se & enfermasa responsavel @

resentaca
1. Ap a0 POIGUNTE O MUMAEND T9 PUarperas INtamas.

_

s

A puorpera nao recebera alts am breve

<

Ha registro de pesc atual (até 30 dhas)

Possui idade entre 20 ¢ 40 anos.

\\l

A gestagdo foi de feto é dnko

<l

Nasodo vivo

l‘l

7 A NG o mawor ou igual & 37 samanas

Tuberculose, HPY,
@ Hanseniase, HIV
toRopisunose.
—

2 Analise dos prontudnos w— Sem enfermidades
W nfectocon 13GI0sas

2. Na sala de

- Sam intercoméncias o HAS, DM
enfermagem

chnicas Hemormagia, ITU

7 Esta na matemiclada pam o parto

o Ndo atende 3 todos
v

° Descartar prontudro
os IB(‘.\,I‘/IO\

Classificar quanto s0
, Atende » todos o e

O Fecumitos

Ml @ regetrar
iha de controle

Me—

Questiondvio

Procedimentos para
coleta das amostras.

3. Organizacho do material pars coleta Tubos de enmsaio [colostro, feses © DNA)

Colher para coleta das foses.

Eacova ginecoldgea

identifique-se & putrpera

Expicue 0 obpetvo da pesgusa

1. Apresentagio.
Apresente o TCLE

Colha a assinatura ou impressio datloscopica dea voluntiies

2. Aplicagio do questiondrio

Pergunte quando foi a ultima mamada

3. No leito Mostre como fazer a expressio manual pars sakda do colostro

3. Coleta do Colostro

Colete 4mi de colostro 2ml + 2mi)

Love 20 posto de colets da maternicdade para congetamento (- 20°0)

\ 4 Coleta do DNA da pudrpeca

Colete dwetaments da fralda do AN

l 5 Coleta das fezes do RN / Cologue nos tubos estéres

\ Leve 20 posto de coleta ds matermdiads pars refngeracho
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Procedimentos para coleta das amostras.
1. 1. Na recepgao.
1.1. 1. Identifique-se e informe o motivo de sua visita;

1.2. 2. Se necessario, apresente documento de liberagao emitido pela
Santa Casa.

2. 2. Na sala de enfermagem.

2.1. 1. Apresentagao

2.1.1. Identifique-se a enfermeira responsavel e pergunte o nimero de
puérperas internas.

2.2. 2. Anélise dos prontuarios.
2.2.1. A puérpera nao recebera alta em breve.
2.2.2. Ha registro de peso atual (até 30 dias).
2.2.3. Possui idade entre 20 e 40 anos.
2.2.4. A gestacao foi de feto é unico.
2.2.5. Nascido vivo.
2.2.6. A IG é maior ou igual a 37 semanas.
2.2.7. Sem enfermidades infectocontagiosas.
2.2.7.1. Tuberculose, HPV, Hanseniase, HIV, toxoplasmose...
2.2.8. Sem intercorréncias clinicas.
2.2.8.1. HAS, DM, Hemorragia, ITU...
2.2.9. Esta na maternidade para o parto.
2.2.10. Nao atende a todos os requisitos.
2.2.10.1. Descartar prontuario.

2.2.11. Atende a todos os requisitos.



2.2.11.1. Classificar quanto ao IMC atual e registrar na ficha de
controle.

2.3. 3. Organizagao do material para coleta
2.3.1. Questionario.
2.3.2. TCLE,
2.3.3. Tubos de ensaio (colostro, fezes e DNA).
2.3.4. Colher para coleta das fezes.

2.3.5. Escova ginecoldgica
3. 3. No leito.

3.1. 1. Apresentagao.
3.1.1. Identifique-se a puérpera.
3.1.2. Explique o objetivo da pesquisa.
3.1.3. Apresente o TCLE.

3.1.4. Colha a assinatura ou impressao datiloscopica das voluntarias.

3.2. 2. Aplicagao do questionario.
3.3. 3. Coleta do Colostro.

3.3.1. Pergunte quando foi a Gltima mamada.
3.3.2. Mostre como fazer a expressao manual para saida do colostro.
3.3.3. Colete 4ml de colostro (2ml + 2ml).

3.3.4. Leve ao posto de coleta da maternidade para congelamento
(-20°C).

3.4. 4. Coleta do DNA da puérpera.
3.5. 5. Coleta das fezes do RN.

3.5.1. Colete diretamente da fralda do RN.

3.5.2. Coloque nos tubos estéreis.

3.5.3. Leve ao posto de coleta da maternidade para refrigeragao.
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