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RESUMO

Introducdo: O leite humano é considerado a fonte ideal de nutricdo para o recém-nascido. Nos
sete primeiros dias de vida, esse recém-nascido recebe 0 o colostro que contém as maiores
porcdes de compostos imunes essenciais para a maturacdo do trato gastrointestinal e sistema
imune infantil. Porém, alguns fatores, como obesidade materna e consumo de alimentos
ultraprocessados, podem vir a alterar a concentracdo desses compostos imunes do colostro.
Diante desse contexto, torna-se relevante avaliar alteracBes nas concentracGes desses
compostos imunes presentes no colostro de acordo com o estado nutricional materno e na
presenca de consumo de alimentos ultraprocessados, uma vez que essas mudangas podem
impactar no desenvolvimento do sistema imune do recém-nascido. Objetivo: O presente
trabalho tem por objetivo verificar se 0 consumo materno de alimentos ultraprocessados, e se 0
estado nutricional materno interferem na composicdo imune do colostro. Métodos: Estudo
transversal retrospectivo, realizado com trés grupos de mulheres internadas no pés-parto
imediato em Maternidade referéncia em Belo Horizonte. Os grupos foram divididos de acordo
com o estado nutricional pré-gravidico: eutrofia, sobrepeso e obesidade. Foram reunidos dados
socioeconbnimos, de saude e antropométricos da caderneta da gestante e avaliacdo no pés-
parto. Ainda, no pos-parto, foram coletadas dessas mulheres cerca de 2 mL de colostro para
analise das concentracdes de citocinas, fatotres de crescimento e quimiocinas através de
imunoensaio multiplex. Resultados: Participaram do estudo 32 mulheres, sendo que 31,25%
dessas mulheres apresentaram ganho de peso insuficiente, 37,5% tiveram ganho de peso
adequado e 31,25% ganho de peso excessivo durante a gestacdo. A média e desvio padrdo da
idade das mulheres da amostra foi de 27,84 +6,25 respectivamente.O grupo de mulheres com
obesidade € o que consome menos alimentos in natura e mais ultraprocessados. Mulheres com
alto consumo de ultraprocessados possuem menores concentracbes de VEGF e FGF-basic,
porém maior concentracdo de IL-10. As mulheres com maior consumo de alimentos in natura
possuem maior concentracdo de IL-7. Em um estudo geral, observou-se que mulheres com
maior consumo de ultraprocessados apresentam maior frequéncia de producdo de citocinas
inflamatdrias e menor frequéncia das citocinas anti-inflamatérias e Th2. Conclusdo: Nessa
perspectiva, os dados obtidos no trabalho confirmam a idéia de que um alto consumo de
alimentos ultraprocessados ocasiona mudancas nas concentragdes de citocinas, de fatores de

crescimento e de quimiocinas presentes no colostro humano.

Palavras-chave: Gestantes, obesidade, colostro, ultraprocessados, nutricdo materna e
compostos imunes.



ABSTRACT

Introduction: Human milk is considered the ideal source of nutrition for the newborn. In the
first seven days of life, this newborn receives the colostrum that contains the largest portions of
immune compounds essential for the maturation of the gastrointestinal tract and infant immune
system. However, some factors, such as maternal obesity and consumption of ultra-processed
foods, may change the concentration of these immune compounds in colostrum. In this context,
it becomes relevant to evaluate changes in the concentrations of these immune compounds
present in colostrum according to maternal nutritional status and in the presence of consumption
of ultra-processed foods, since these changes can impact the development of the newborn's
immune system. Objective: This study aims to verify whether maternal consumption of ultra-
processed foods and whether maternal nutritional status interfere with the immune composition
of colostrum. Methods: Retrospective cross-sectional study, carried out with three groups of
women hospitalized in the immediate postpartum period in a reference maternity hospital in
Belo Horizonte. The groups were divided according to pre-pregnancy nutritional status:
eutrophic, overweight and obese. Socioeconomic, health and anthropometric data from the
pregnant woman's book and postpartum evaluation were gathered. Also, in the postpartum
period, about 2mL of colostrum were collected from these women for analysis of the
concentrations of cytokines, growth factors and chemokines through multiplex immunoassay.
Results: 32 women participated in the study, 31.25% of these women had insufficient weight
gain, 37.5% had adequate weight gain and 31.25% had excessive weight gain during pregnancy.
The mean and standard deviation of the age of the women in the sample was 27.84 + 6.25
respectively. The group of obese women is the one that consumes less in natura and more ultra-
processed foods. Women with high consumption of ultra-processed foods have lower
concentrations of VEGF and FGF-basic, but higher concentrations of I1L-10. Women with
higher consumption of fresh foods have higher concentrations of IL-7. In a general study, it was
observed that women with higher consumption of ultra-processed products have a higher
frequency of production of inflammatory cytokines and a lower frequency of anti-inflammatory
cytokines and Th2. Conclusion: In this perspective, the data obtained in this work confirm the
idea that a high consumption of ultra-processed foods causes changes in the concentrations of

cytokines, growth factors and chemokines present in human colostrum.

Keywords: Pregnant women, obesity, colostrum, ultra-processed foods, maternal nutricion and

immune compounds.
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1. INTRODUCAO

Assim que um bebé nasce, ele é exposto ao meio externo onde habitam uma gama de
antigenos como 0s virus, as bactérias, os fungos e os antigenos ambientais dos quais ele estava
isolado e protegido na placenta. O recém-nascido com seu sistema imunoldgico imaturo,
depende de compostos imunes maternos para distinguir comensais de estruturas patdgenas.
Esses compostos imunes sdo transferidos para o lactente através da placenta e do leite humano
(LH) (AALTONEN et al., 2011; ATYEO; ALTER, 2021).

Com relacéo as necessidades desse recém nascido, o LH é considerado a melhor fonte
de alimentacdo infantil, representando a continuidade da nutri¢do, ofertada no Gtero materno,
além de uma variedade de compostos bioativos que contribuem para a maturacdo do trato
gastrointestinal e do sistema imunologico ainda imaturos e, também, influencia no crescimento
e no desenvolvimento infantil (JAGIELLO; CHERTOK, 2015; MARTIN et al., 2005;
VICTORIA et al., 2016). Das citocinas, principalmente as IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10,
interferon gama (IFN-y) e TNF-a participam diretamente do desenvolvimento dos 6rgios
imunes secundarios (NOLAN; PARKS; GOOD, 2019).

Nos seis primeiros meses de vida do bebé, o aleitamento materno deve ser a fonte Gnica
e exclusiva de nutrientes (WHO, 2001). Nenhum outro alimento ou até mesmo formula infantil
é capaz de oferecer ao lactente todos os componentes presentes no LH. Este biofluido apresenta
composicdo especifica que se ajusta as necessidades nutricionais do lactente, e é adaptada as
limitacGes metabdlicas e fisioldgicas desse recém-nascido. Além disso tudo, ndo acarreta dnus
para o orcamento familiar. Ainda, é por meio do colostro que os recém-nascidos recebem as
maiores quantidades de componentes do sistema imune e moléculas que auxiliam no seu
desenvolvimento. Entre esses componentes incluem citocinas, fatores de crescimento,
guimiocinas, imunoglobulinas, entre outros. (HURLEY et al., 2011; DEMERS-MATHIEU et
al., 2018).

De forma complementar, bebés que recebem LH, além de se beneficiarem de nutrientes
que modulam a microbiota intestinal, possuem como microbiota dominante a do género
bifidobactérias, ao passo dos que recebem férmula infantil ndo (WOPEREIS et. al., 2014;
XIMENEZ; TORRES, 2017).

A assisténcia pré-natal tem a finalidade de identificar os fatores de risco e da intervencéo
precoce de situagdes de risco, para que se tenha um precoce e adequado diagnostico da doenca
e, assim, prevenir complicagdes na gravidez, no parto e no puerpério. A gestante com obesidade

pode ter seu controle glicémico e presséo arterial comrpometidos, no decorrer da gestacéo,
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podendo desencadear complicagdes e até mesmo doencas como Doenca Hipertensiva Especifica
da Gestacdo — (DHEG) e/ou Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) até o final da gestacdo
(WANG et al., 2022). A obesidade tem a capacidade de provocar desregulacdo da tolerancia
imunoldgica materna ou comprometer a regulacdo imunoldgica apropriada da placenta que pode
resultar em uma série de complicacOes obstétricas que podem ir desde a perda precoce da
gravidez a pré-eclampsia, e até mesmo a restricdo do crescimento intrauterino (TONG;
ABRAHAMS, 2020).

A obesidade também esté relacionada ao alto consumo de alimentos néo saudaveis, 0s
ultraprocessados que apresentam maior teor de agtcar, sddio e gordura saturada em comparacao
com alimentos in natura e minimamente processados. O consumo materno de alimentos
ultraprocessados durante o periodo de desenvolvimento infantil foi associado a um risco
aumentado de sobrepeso ou obesidade na prole, independentemente dos fatores de risco do
estilo de vida materno e da prole. Esse risco é independente do consumo infantil de
ultraprocessados e de prética de atividade fisica (WANG et al., 2022).

Mais importante ainda, o consumo de alimentos ultraprocessados também tem sido
associado a alteracdo da composicdo nutricional do LH fundamental para atender as
necessidades especificas do lactente. O consumo de ultraprocessados pode impactar, por
exemplo, sobre os biomarcadores de vitamina E, durante a lactacdo podendo promover redugéo
de fornecimento de vitamina E tanto para as mulheres quanto para o LH fonte de nutrientes
para o recém-nascido (AMORIM et al., 2022). Esse alto consumo de ultraprocessados também
relacionado a obesidade pode alterar compostos imunolédgicos no colostro de mulheres com
obesidade como, por exemplo, aumentar as concentraces de TNF-a e IL-6 (FUJIMORI et al.,
2017).

Dessa forma, devido a relevancia da atencdo nutricional no ambito do cuidado
materno-infantil, torna-se necessario observar se ocorrem alteragdes dos compostos imunes no
colostro em decorréncia do consumo materno de alimentos ultraprocessados e do estado
nutricional materno, visto que esses compostos imunes sdo fundamentais para o adequado

desenvolvimento do sistema imune dos recém-nascidos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importéancia do aleitamento materno

O leite humano (LH) é um bio-fluido de composicéo dindmica que passa por trés etapas:
o0 colostro, o LH de transicdo e o LH maduro. Sua composicéo sofre alteragfes de acordo com
a dieta materna, com fatores ambientais e com a idade gestacional (GIDREWICZ; FENTON,
2014; KIM; Y1, 2020a; PERRELLA et al., 2021; KIELBASA; GADZALA-KOPCIUCH;
BUSZEWSKI, 2021).

No primeiro LH, o colostro, a concentracdo de proteinas e aminoécidos totais é mais
alta, cerca de 14-16 g/L, em comparac¢do ao LH maduro que sofre diminui¢do para 7-8 g/L.
Ainda, a composicao do LH maduro contém 88% de agua, 7% de carboidratos, 4% de gordura
e 1% de proteina (KIM; Y1, 2020a; LONNERDAL, 2003). Considerando a parte proteica, as
caseinas e as proteinas de soro de LH sdo as predominantes, entretanto analise proteémica
identificou cerca de 1.700 proteinas diferentes (ZHU; DINGESS, 2019). J& a concentragdo de
gordura tem uma tendéncia crescente de 26g/L no colostro para 37g/L no LH maduro
(GIDREWICZ; FENTON, 2014).

Dos macronutrientes, os carboidratos sdo os mais abundantes, a concentracao de lactose
quase nao sofre alteracbes no decorrer da lactacdo e possui concentragdo média de 61,4g/L
(MITOULAS et al., 2002). O colostro possui 56g/L, em comparacdo ao do LH maduro onde
atinge concentracdo de 68g/L (COPPA et al., 1993). Além desses macronutrientes, o LH
também possui vitaminas, enzimas e fatores coenzimaticos, hormonios e fatores imunolégicos
(DROR; ALLEN, 2018).

O papel benéfico do aleitamento materno na funcdo imune na infancia ja é bem
estabelecido sendo recomendado seu inicio até uma hora ap6s o nascimento (MORROW,;
RANGEL, 2004). Assim, a organizacdo mundial de saude (OMS) recomenda o aleitamento
materno exclusivo até os 6 meses de idade ja que esta associado a maior sobrevida infantil, e
ao crescimento e desenvolvimento saudaveis. Mas, infelizmente, as taxas de amamentagéo no
mundo sdo baixas. Apenas 44% dos bebés de 0 a 6 meses sdo amamentados exclusivamente
(OMS, 2021).

2.2 Glandula mamaria

A glandula mamaria de uma mulher ndo gravida apresenta poucos alveolos que

localizam-se na extremidade dos ductos (HOWARD; GUSTERSON, 2000). Ainda,

comparando-se, através de sequenciamento de RNA de célula Unica, células epiteliais mamarias
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primarias humanas isoladas do LH de um tecido mamario em producdo de LH e de um tecido
em repouso sugerem que o LH contém em grande parte células epiteliais pertencentes a
linhagem luminal e células imunes. Uma das origens das citocinas no LH sdo as células
epiteliais mamarias (KIELBASA; GADZALA-KOPCIUCH; BUSZEWSKI, 2021). Ainda,
celulas como leucdcitos, neutrofilos, mondcitos/macréfagos e linfocitos migram para a mama
humana através dos vasos linfaticos e da circulacdo sisttmica (GUDJONSSON et al., 2002).

O processo que transforma a glandula mamaria virgem em uma glandula mamaria
lactante denomina-se alveologénese (ATABAI; SHEPPARD; WERB, 2007). Porém, antes do
parto, essa proliferacdo celular reduz o pico do estagio proliferativo permanecendo em um
estagio quiescente (OAKES; HILTON; ORMANDY, 2006). Esse processo é fundamental pois,
auxilia no rapido crescimento da glandula mamaria durante a gravidez, formando unidades
acinares secretoras de LH, com aumento do nimero e tamanhos das unidades lobulares de dutos
terminais de 20 para cerca de 40 dutos (BISWAS et al., 2022).

Ainda é no decorrer da gestacdo que finalizam-se a diferenciacdo dos alvéolos e a
ramificacao terciaria, soemnte na lactacdo, as glandulas produtoras de LH se desenvolvem e
tornam-se maduras. Os estagios iniciais do desenvolvimento da mama nao dependem de
horménios, entretanto durante a puberdade e a gestacdo, esse desenvolvimento depende dos
horménios progesterona e prolactina e de outros fatores sisttmicos (COWIN;
WYSOLMERSKI, 2010).

Os componentes basicos de uma glandula mamaria madura séo os alvéolos revestidos
por células cuboidais secretoras de LH e rodeado por células mioepiteliais. Esses alvéolos se
unem para formar l6bulos cercados por tecidos adiposo e conjuntivo (BISWAS et al., 2022).

Somente na fase de lactacdo, as glandulas mamarias sofrem grande aumento vascular
nos estromas que consiste no tecido adiposo e tecido conjuntivo que envolvem os ductos e lobos
além de vasos sanguineos e vasos linfaticos, para dar suporte a producdo de LH com
fornecimento de um grande gauntidade de micro e macromoléculas (DJONOV; ANDRES;
ZIEMIECKI, 2001). Os principais componentes do estroma desse tecido vascularizado sao
adipdcitos, fibroblastos, células endoteliais vasculares, e uma variedade de células imunes
inatas e tecido nervoso. A parte adiposa desse tecido representa a rede que da suporte para a
estrutura de duas camadas do epitelio, fornece nutrientes, suprimento sanguineo e defesas
imunologicas, além da prépria estrutura fisica da glandula mamaria (BISWAS et al., 2022).

Cada lobulo deste tecido mamario drena o LH para o mamilo e, para isso, essas células

epiteliais secretoras nos alvéolos possuem em seu contorno uma camada difusa de células



19

mioepiteliais basais contrateis, enquanto no complexo mamilar da aréola tem em seu contorno
musculatura lisa. Essas células comportam a coleta e a ejecdo do LH de cerca de 15 a 20 ductos
lobulares conectados aos ductos interlobulares. A contracdo muscular dessas células se da por
estimulo hormonal da oxitocina resultando em liberacdo de LH (HOWARD; GUSTERSON,
2000).

2.3 Sistema imune de mucosas

A glandula mamaria € um local efetor onde ocorre a secrecdo de compostos imunes do
sistema imunoldgico de mucosa. No final da gestacdo, as células B de memoria e os
plasmablastos originarios de outras areas de mucosas do corpo, que foram expostas a antigenos,
direcionam-se e colonizam a glandula maméria (BRANDTZAEG, 2003). Dessa forma, a
resposta imune de mucosas € vista como uma resposta integrada, uma vez que as células B
migram do MALT (tecido linféide associado a mucosa de células B) até os locais efetores da
mucosa para posterior secre¢cdo (KUNKEL; BUTCHER, 2003; MACPHERSON, 2008). No
entanto, diferentes perfis de moléculas homing entre NALT (Os tecidos linféides mucosos que
envolvem o nariz ou a cavidade nasal) e GALT (tecido linfoide associado ao intestino) foram
observados, demonstrando que as células B da mucosa sdo fortemente compartimentadas
(JOHANSEN, Finn-Eirik et al., 2005), sendo essas células B derivadas de GALT e NALT séo
importantes para propriedades de homing (BRANDTZAEG, 2010).

A glandula mamaria lactante é colonizada principalmente por células B e IgA secretdria
(TUAILLON et al., 2009), enquanto as células T sdo pelo menos 10 vezes mais frequentes do
que as células B no compartimento do leite materno (SABBAJ, Steffanie et al., 2005). Além
disso, os linfocitos T e o subconjunto dos linfocitos B com IgG em sua superficie atraidos para
este local tem a capacidade de atravessar o epitélio mamario e se juntar aos outros compostos
do leite em contraste com as IgA secretdrias que permanecem sésseis na glandula mamaria. A
quimiocina epitelial CCL28 associada a mucosa € um regulador chave da migracéo e retencdo
de linfécitos B na glandula mamaria (LAZARUS, Nicole H. et al., 2003; WILSON;
BUTCHER, 2004).

Os anticorpos presentes no leite materno séo, portanto, altamente direcionados contra
infeccbes promovidas por agentes presentes no ambiente materno, que provavelmente séo
aqueles que entram em contato com o recém-nascido durante suas primeiras semanas de vida.
Portanto, a amamentacao representa uma engenhosa integracao imunolégica entre mae e filho
(BRANDTZAEG, 2010).
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O leite materno é uma fonte rica de células B de memoria que sdo distintas daquelas
células presentes na corrente sanguinea e que apresentam moléculas de adesdo de mucosa. Esse
biofluido contém predominantemente células B de memoria comutadas, plasmablastos e
plasmécitos. As ceélulas B do leite materno apresentam caracteristicas que diferem
significativamente das células B circulantes. Essas células podem se originar do GALT e migrar
para o leite materno através do tecido mamario (TUAILLON et al., 2009). Dessa forma, a
transferéncia de celulas B maternas imunologicamente ativas através da amamentacéo pode ser
um mecanismo para prevenir a transmissdo viral ou bacteriana através do leite materno
(BRANDTZAEG, 2010).

2.4 Papel da glandula maméaria na imunidade e na nutri¢cdo do neonato

O LH sofre modificacdo na sua composicéo e essa alteracdo acompanha as necessidades
do lactante que possui grande velocidade de crescimento nos primeiros meses de vida (KUNZ
etal., 1999).

A partir do parto, ocorre a secregdo do colostro com a mais alta concentragdo de
anticorpos, cerca de 1,4 a 1,6g/dL de proteinas. Porém, 72 horas ap0s 0 parto, esses anticorpos
sofrem reducdo para 20% em relacdo a quantidade presente nas primeiras 24 horas apds o
nascimento (CALIL; FALCAO, 2003). Somente ap6s 6 meses de vida do bebé, essa
concentracdo de proteinas diminui para 0,7 a 0,8g/dL (MARTIN; LING; BLACKBURN 2016).

O colostro também possui as maiores concentragdes de proteinas, de minerais e de
vitaminas lipossoltveis (principalmente A, E e carotenoides) e menores quantidades de
vitaminas do complexo B, lactose e gorduras. Quanto ao seu contetido energético, ele apresenta
variagcBes entre 58kcal/100ml e 71kcal/100ml (encontrado j& no LH maduro) (CALIL;
FALCAO, 2003).

O tempo que perdura a fase de colostro ndo possui uma definicdo exata, encontrando-se
grandes variacdes individuais, porém as evidéncias demonstram uma variacdo de um a cinco
dias (CALIL; FALCAO, 2003). De acordo cm o Ministério da Satde, o periodo que perdura o
colostro se estende até o sétimo dia pos-parto (BRASIL, 2001).

O colostro materno, além de nutrir o recém nascido, confere vantagens imunoldgicas e
protegem contra doencas gastrointestinais e respiratorias. Além de conter anticorpos, possuli
grande quantidade de fatores de crescimento, lactoferrina, lisozimas, citocinas e outros fatores
imunoldgicos ativos (MONTAGNE et al., 1999; USTUNDAG et al., 2005; WALKER, 2010;
RADILLO et al., 2013). Esses fatores bioquimicos e células imunocompetentes também

possuem interag&o entre si e com as mucosas do trato digestorio e respiratorio infantil (KELLY;
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COUTTS, 2000). Dessa forma esse LH também confere protecdo passiva e, ainda, estimula a
funcdo imunoldgica desse neonato. Esses mecanismos de protecdo conferidos ao neonato
incluem maturacdo, acdo anti-inflamatdria, imunomoduladora e efeito antimicrobiano
(HANSON, 1999).

Além disso, especificamente no colostro, essa grande concentracdo de fatores de
crescimento, como o fator de crescimento epidérmico, pode contribuir para o crescimento e
desenvolvimento intestinal (CHANG; CHAO, 2002; BALLARD; MORROW, 2013).

Também, é neste LH inicial, que se observa uma maior quantidade de citocinas
interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa e de (TNF-a) sendo justificado devido as
mudangas que ocorrem no corpo da mulher durante a gestacdo e o no parto (KIELBASA,;
GADZALA-KOPCIUCH; BUSZEWSKI, 2021). Também € neste leite que predominam fatores
bioativos, como as imunoglobulinas, agentes anti-inflamatorios, antimicrobianos, imuno-
moduladores, e fatores de crescimento e troficos (RODRIGUEZ-PALMERO et al., 1999). Com
relagdo aos leucécitos, ja foram identificados no colostro grande variedade (=4 x 106 ml™)
(GOLDMAN, 1993).

No colostro ainda possui grande quantidade da forma sollivel de CD14 (sCD14)
(PALMEIRA; CARNEIRO-SAMPAIO, 2016). O sCD14, uma glicoproteina, produzida por
células epiteliais mamarias em concentraces 20 vezes maiores do que no soro, faz parte do
complexo de reconhecimento de lipopolissacarideos (LPS) e que se liga a componentes
microbianos e outros componentes da parede bacteriana (HSU; NANAN, 2018). Estudos ja
apontam que a sCD14 também poderia atuar como uma molécula importante no controle
microboano no intestino neonatal (DAWOD; MARSHALL, 2019). Dessa forma, ela possui
papel importante na resisténcia infantil precoce a bactérias potencialmente patogénicas, na
composicdo do microbioma intestinal infantil e, possivelmente, na programacéo do sistema
imune inato (BLAIS; HARROLD; ALTOSAAR, 2006).

Varios componentes do complemento como proteinas (C3 e C4) e receptores (CR2,
CD21), bem como fragmentos de ativacdo sdo encontrados no LH, onde participam da ruptura
de bactérias, neutralizagdo de virus, adesdo imune, imuno aglutinacéo e aumento da fagocitose
no intestino do lactente (BRANDTZAEG, 2003).

O LH também possui receptores do tipo Toll que desempenham um papel crucial no
reconhecimento dos padrGes moleculares associados a patogenos (PAMP) essenciais que
participardo da ativagdo da resposta imune inata. A B-defensina-1 humana (encontrada no LH

em concentragdes variando de 1-10mg/ml) possui atividade antimicrobiana contra E. coli, mas
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também pode estar envolvida na ativacao do sistema imune adaptativo no intestino (JIA etal.,
2001).

No LH, ha a presenca de citocinas que podem ter efeito imunomodulador nas células
responsaveis pelo desenvolvimento da resposta imune especifica do recém nascido. Logo ap0s
0 nascimento, dependendo da forma como as células fagocitéarias e os linfocitos séo estimulados
podem contribuir para a prevencdo de alergias e hipersensibilidades. As citocinas e as
quimiocinas presentes no LH podem também agir nas células do proprio LH, atuando na
diferenciacdo e producdo de imunoglobulina por células B; na ativacdo e na estimulacdo da
fagocitose e apresentacdo de antigenos, na inducdo de crescimento celular, na proliferacdo de
timdcitos e na supressao da producdo de IgE (GAROFALO, 2010).

Das citocinas presentes no LH, a IL-6 e 0 TNF-a estdo relacionados a regulacdo do
desenvolvimento e das funcdes da glandula mamaria. Enquanto a Interleucina 1 (IL-1) e 0
interferon gama (IFN-y) influenciam na liberagéo de outros componentes da resposta imune na
glandula mamaria (BASOLO et al., 1996) como a imunoglobulina A secretéria (slgA), que esta
envolvida na prevencdo de infecgdes sistémicas por patogenos (ROGIER et al., 2014).

Ja a interleucina 10 (IL-10) esta presente em grandes concentracGes na fracao lipofilica
e hidrofilica do LH. Possui acdo anti-inflamatéria juntamente com o fator de transformacdo do
crescimento beta (TGF-B). Assim, apresentam importantes propriedades imunomoduladoras,
na defesa do recém nascido e estimulo da maturacéo intestinal, inducdo da mudanca de isotipo
da imunoglobulina M (IgM) para a imunoglobulina A (IgA) em linfocitos B. Além disso, esta
também envolvida na producdo de imunoglobulinas na glandula maméria e no trato
gastrointestinal do recém nascido e indugéo de tolerancia oral. Possui também papel supressor
nas doengas alérgicas em lactentes (VERHASSELT, 2010).

Porém, em um ambiente onde predomina o estresse, existem maiores niveis de citocinas
pro-inflamatorias: IL-6, IL-8 e TNF-a em contrapartida a concentracdo de citocinas anti-
inflamatorias IL-10 que demonstrou-se ser muito menor (LAIHO et al., 2003; KENDALL-
TACKETT, 2007; MIZUNO et al., 2012; INGMAN; GLYNN; HUTCHINSON, 2014). No
caso de pré-eclampsia e de parto prematuro sdo encontrados altos niveis de IL-6 e TNF-a
(ERBAGCI et al., 2005; RENTEA et al., 2017).

Ja as quimiocinas da familia CXC, também presentes em grandes concentra¢fes no LH,
atuam como poderosos ativadores de neutrofilos que agem em infecgdes bacterianas e virais,
pois apresentam atividade quimiotatica para linfocitos intraepiteliais. (KEENEY et al, 1993;
COCCHl et al., 1995).
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2.5 Impacto do consumo alimentar e do estado nutricional materno nos biocomponentes
do LH

Perturbac0s na saude materna, o estilo de vida e os habitos alimentares sdo capazes de
provocar alteracbes em proteinas e de compostos bioativos secretados no colostro e no LH
maduro (MASSMANN et al., 2013).

Cummings et al (2022) observaram que o consumo de alimentos ultraprocessados,
durante a gestacdo, pode ser um fator de risco comportamental modificavel para desfechos
adversos como ganho de peso materno excessivo e inflamacdo, pois foi detectada maior
concentracdo de proteina C reativa (PCR) no sangue durante a gravidez. Esse fato pode ser
transposto para o LH e aumento da secre¢do de PCR (CUMMINGS et al., 2022). Também um
maior consumo de alimentos ultraprocessados podem impactar os biomarcadores de vitamina
E, durante a lactacdo podem promover reducao de fornecimento de vitamina E para tanto para
as mulheres quanto para o LH (AMORIM et al., 2022).

Tratando-se ainda de alimentagdo, 0 aumento do consumo materno de acidos 6mega-3
reduz os niveis de citocinas pro-inflamatorias IL-1a, IL-1B, IL-6 € TNF-a, em contrapartida,
elevam-se os niveis de citocinas anti-inflamatorias como a 1L-10 no LH (LAIHO et al., 2003).

Além da alimentacdo, a obesidade materna esta associada ao aumento da morbidade e

mortalidade tanto para a mae quanto para a prole. O valor de IMC pré-gravidico acima de 25
kg/m? e 0 ganho excessivo de peso durante a gestacdo também sdo importantes preditores da
morbidade pds-parto de curto prazo e maior retencdo de peso poés-parto (GUNDERSON,
2009), sendo este Gltimo associado a maior risco para futuras gestacdes e de obesidade
perdurando ao longo da vida (OKEN et al., 2008). Além disso, o risco habitual que existe
em uma gestacdo com auséncia de doencas durante o pré natal passa a ser outro, porque na
obesidade ocorre um aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatdrias que levam a um
estado de inflamacdo de baixo grau que pode estar associado a desfechos adversos da
gravidez (OKEN et al., 2008; RUYAK; CORWIN, 2013). Dessa forma, a gestante passa a
nédo ser mais classificada como gestante de risco habitual e passa a ter riscos pré-natais como
diabetes gestacional e disturbios hipertensivos, incluindo pré-eclampsia e complicacdes
tromboembolianas (SEBIRE, 2001, BHATTACHARYA et al.,, 2015, DENISON et al.
2008). Ainda, no periodo do peripartum, mulheres acima do peso estdo mais propensas a
sofrer inducdo de trabalho de parto, cesarea e hemorragia pos-parto (SEBIRE et al.,
2001, DENISON et al. 2008).

Também esse IMC pré-gravidico, mais que a tolerdncia a glicose na gravidez, é o
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determinante primério das concentracdes séricas de leptina no decorrer da gestacéo.
Independente do IMC, as concentragdes de leptina materna comecam a aumentar desde o
inicio da gravidez, sendo seus indices mais elevados em gestante do que em mulheres ndo
gravidas (MAPLE-BROWN et al., 2012). Panagos et al. (2016) observaram que a obesidade
materna também influencia na composi¢cdo do LH quanto a presenga de componentes
inflamatorios, como maior razdo de acido graxo 6mega-6 para 6mega-3, e menores
concentragbes de acido docosahexaendico, 4acido eicosapentaenoico, &cido
docosapentaendico e luteina em comparacdo LH de maes eutroficas. Além disso, Collado et
al. (2012) demonstraram que o colostro de mulheres classificadas com indice de massa
corporal (IMC) acima de 25Kg/m? apresenta maiores concentracdes de leptina, TNF-a,
interferon gama (IFN-y) ¢ interleucina-6 (IL6), e menor quantidade de TGF-B e sCD14 em
amostras de LH quando comparadas a mulheres classificadas com IMC abaixo de 25Kg/m?
(COLLADO et al., 2012). Ainda, dados epidemioldgicos indicam que a obesidade esta
relacionada a uma maior incidéncia e gravidade de doencas infecciosas. VVarios mecanismos
tém sido sugeridos para contribuir com esse aumento da suscetibilidade infecciosa como a
deficiéncia de Vitamina D e o comprometimento das respostas imunes inatas e adaptativas
nessas mulheres com obesidade. Também, a presenca de comorbidades, frequentemente
associadas a obesidade, como diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e doencgas cardiovasculares
(DCV) podem indiretamente favorecer o aparecimento ou o gravamento de doengas
infecciosas na gestante e impactar de forma negativa o desfecho da gestacdo (PUGLIESE et
al., 2022).

No excesso de peso, com a alta concentragdo sanguinea de leptina, que pode gerar a
resisténcia a leptina no organismo, pode também contribuir para um desequilibrio imunolégico
causando prejuizo no papel regulatério no sistema imunologico (CALDEFIE-CHEZET et
al., 2001; PAPATHANASSOGLOU et al., 2006; MATARESE et al., 2010). O sistema imune
adaptativo também ¢é afetado pelo excesso da leptina ja que ela regula tanto a linfopoiese
quanto a mielopoiese (CLAYCOMBE; KING; FRAKER, 2008). A leptina também
desempenha um papel estimulando ativadores de células T CD4 e T CD8 (MARTIN-
ROMERQO et al., 2000). Foi observado por Matarese et al. (2010) que as células Treg podem
aumentar em quantidade na auséncia de leptina, porém com a resisténcia a leptina ha um
fenotipo imunossupressor, o que pode expor o individuo com obesidade a uma resposta imune
deficiente as infeccbes (MATARESE et al., 2010).

Ainda na obesidade, os adipdcitos apresentam-se disfuncionais produzindo citocinas
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proinflamatdrias que favorecem a ativacao de macrofagos do tipo M1, que possuem atividade
proinflamatdrias, em relagdo aso macréfagos do tipo M2 (SILVA et al., 2019). Somado a
isso, a hiperglicemia, frequentemente encontrada na obesidade, também parece favorecer a
polarizacdo proinflamatdria dos macrofagos, podendo alterar a resposta imune dessas
mulheres (TORRES-CASTRO et al., 2016).

Além da obesidade, a composi¢do da microbiota do LH pode ser afetada por inimeros
fatores como: idade materna, estdgio em que se encontra a lactacao, dieta materna (LEYVA;
BRERETON; KOSKI, 2021), paridade, tipo de parto, consumo de antibi6ticos ou probidticos
durante a gestacao status socioecondmico, localizacdo geografica (KIM; Y1, 2020b; LEYVA,
BRERETON; KOSKI, 2021). Dessa forma, estabeler de forma precoce a microbiota infantil
através do LH com a amamentacao, além de fornecer os nutrientes especificos de que o recém
nascido necessita, ainda fornece um perfil saudavel de bactérias no trato digestorio contribuindo
para a maturacdo do sistema imunoldgico inato e adaptativo infantil. A diversidade microbiana
identificada no LH tem a capacidade de promover a inibi¢do de patégenos e também a melhora
das propriedades da funcao imunoldgica (CARR, et al., 2021).

3. HIPOTESE
Diante do exposto, a hipotese deste trabalho é de que o consumo materno de
alimentos ultraprocessados e o estado nutricional influenciam a concentracdo de componentes

imunes no colostro.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral
Verificar se 0 consumo materno de alimentos ultraprocessados, e o estado nutricional

materno interferem na composi¢do imune do colostro.

4.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o estado nutricional das puérperas no periodo pré-gestacional e o ganho de peso
durante a gestacéo.

e Avaliar o consumo de alimentos ultraprocessados com relacdo ao estado nutricional
materno.

e Verificar se consumo de alimentos ultra processados e alimentos in natura ou

minimamente processados interferem na secrec¢do citocinas e quimiocinas no colostro.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1 Local e delineamento do estudo

O estudo foi realizado a partir do recrutamento e da coleta de dados na maternidade
publica do Hospital Risoleta Tolentino Neves, localizada na cidade Belo Horizonte estado
de Minas Gerais.

O estudo em questdo possui cardter transversal retrospectivo e a amostragem foi
determinada através do método de amostragem por conveniéncia. O projeto permanece
aprovado pelo comité de ética do Hospital Risoleta Tolentino Neves (Anexo 1). O presente
estudo foi explicado no inicio as mulheres e elas optaram em participar sendo de forma
voluntaria, essas mulheres poderiam se retirar do projeto em qualquer momento da entrevista
ou da coleta do colostro materno.

As participantes receberam e assinaram duas vias de um termo de consentimento livre
e esclarecido (TCLE) (Anexo 2), permanecendo uma coOpia para elas e uma para a equipe do
projeto. Nesse TCLE constam telefone e e-mail para contato com equipe de pesquisa caso
fosse necessario apos a coleta. A amostra foi subdividida em trés grupos 1) mulheres
eutréficas; 2) mulheres com sobrepeso e 3) mulheres com obesidade conforme IMC pré-
gestacional, de acordo com as informagGes coletadas em prontuério e no cartdo dessas
gestantes, conforme tabela abaixo:

Tabela 1: Composigdo da amostra estratificada por grupos.

Grupos NUmero da Amostra - n
Estréficas 17
Sobrepeso

Obesidade

Total 32

As variaveis que foram avaliadas neste estudo foram: o estado nutricional materno pré-
gestacional e do pés-parto, utilizando-se do peso, da altura para o célculo do IMC; ganho
ponderal durante a gestacédo e concentragdo de citocinas e quimiocinas do colostro materno.
Os critérios de inclusdo para os grupos foram mulheres internadas no pds-parto imediato (24
até 72 horas), idade acima de 18 anos, bebés em gestacdo a termo, gestacdes Unicas, mulheres
com auséncia de outros doencas, além da obesidade. Os critérios de exclusdo da amostra

foram puérperas menores de 18 anos, mulheres que apresentaram doencas infecciosas
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durante a gestacdo ou outros tipos de doencas, uso de antibidticos na gestacdo, idade

gestacional no parto inferior a 36 semanas, gestacfes gemelares e também aquelas que néo

forneceram pelo menos 2mL de colostro na ordenha
5.3 Dados coletados

Na Figura 1 se encontra o fluxograma da coleta de dados realizada. Todas as mulheres

que participaram da pesquisa foram convidadas e todos os equipamentos utilizados na avaliagdo
antropométrica e coleta do colostro pertenciam a Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG).

e
|

1

Sim

l

Figura 1: Fluxograma da coleta de dados.
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5.3.1 Dados antropométricos

Os dados antropométricos foram coletados com objetivo de avaliar o estado nutricional
dessas mulheres antes da gestacdo e no seu desfecho. Os dados pré-gestacionais foram coletados
e analisados por meio de anotacbes presentes nas cadernetas da gestante como 0 peso pré-
gestacional, altura, Gltimo peso antes do parto e indice de massa corporal - IMC pré-gestacional.
Consequentemente, o aumento ponderal durante a gestacdo foi classificado conforme

preconizado pelo Institute of Medicine, conforme Quadro 1 abaixo.

Quadro 1: Recomendagdo para Ganho de Peso de acordo com o IMC Pré-Gestacional segundo Institute of
Medicine, 2009.

Indice de Massa Classificacao Ganho total de peso Taxa de ganho de peso
Corporal (IMC) de Obesidade em relacao durante a gestacéo no 2° e 3° trimestres da
antes da gravidez ao IMC (OMS) (kg/m?) (gramas)* gestacdo**
Abaixo do peso Abaixo de 18,5 kg/m? 12,700g — 18,143g 0,453 (0,453 — 0,589)
Peso normal 18,5 — 24,9 kg/m? 11,339g — 15,8759 0,453 (0,362 — 0,453)
Sobrepeso 25,0 — 29,9 kg/m? 6,803g — 11,3399 0,272 (0,226 — 0,317)

Obesidade (incluindo

. , ) )
todas as classes) Acima de 30 kg/m 4,9899 - 9,071g 0,226 (0,181 - 0,272)

* Qs valores em gramas sdo uma conversdo do protocolo original cuja unidade é pounds, sdo valores aproximados.
** Qs célculos aceitam um ganho de peso de 0,5 a 2 quilos durante o primeiro trimestre da gravidez com média
de ganho em gramas/semana .

Adaptado de IOM (2009).

5.3.2 Dados sociodemogréaficos

Para a coleta de informacOes como: idade dessas mulheres, escolaridade, estado civil,
renda familiar mensal e nimero de moradores por residéncia aplicou-se um questionario
(Anexo 3). Através do questionario aplicado foram coletadas informacGes referentes a idade da
mulher, escolaridade, estado civil, renda familiar mensal e nimero de moradores na residéncia.
Para valores como a renda per capita foram calculados com base no salario-minimo de
R$998,00, referente ao saléario do Brasil no ano de 2019.
5.3.3 Dados referentes ao estado de satude

Também foram coletados dados relacionados ao estado de saude materna, como
quantidade de consultas realizadas durante o pré-natal, da préatica de atividade fisica, alguma

intercorréncia de saude (presenca ou ndo de Doenca Hipertensiva Especifica da Gestacdo —
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(DHEG) e/ou Diabetes Mellitus Gestacional (DMG), utilizagdo ou ndo de medicamentos e de
suplementos no decorrer da gestacgdo, tipo de parto, idade gestacional no nascimento, além de
peso de nascimento do bebé.

Foram também coletadas informac0es referentes ao tipo de tratamento realizado durante
a gestacdo com objetivo de controle glicémico e de niveis presséricos. Os dados foram
coletados da caderneta da gestante e por essa razdo ndo foi possivel realizar o acompanhamento
tanto da glicemia, quanto dos niveis pressoricos durante a gestacdo dessas mulheres, apenas 3
realizaram o tratamento da doenga com insulina enquanto o restante realizou o tratamento com
dieta e das mulheres com DHEG, cinco fizeram uso de medicacéo oral anti-hipertensiva, além
da dieta.

5.4 Consumo alimentar

O consumo alimentar referente aos habitos adotados durante a gestacdo foi avaliado
através de aplicacdo de um Questionario de Frequéncia Alimentar (QFA) semi-quantitativo
validado por Ribeiro et al. (2006), que foi adaptado para analise. Os alimentos foram ordenados
em sete grupos alimentares, sendo eles: leite e derivados, carnes e ovos; 0Oleos; cereais e
leguminosas; hortalicas e frutas; sobremesas, doces e bebidas adocadas; e ultraprocessados. E
foram elencadas sete opgdes de frequéncia de consumo, que incluiam: a) uma vez por dia; b)
duas ou mais vezes por dia; ¢) quatro a seis vezes por semana; d) duas a trés vezes por semana;
e) uma vez por semana; f) uma a trés vezes por més; g) raramente ou nunca.

Através da aplicacdo deste questionario, esses sete grupos alimentares foram agrupados
em 2 classificacdes de alimentos: alimentos in natura/ minimamente processados e um segundo
grupo de alimentos ultraprocessados. Esses dois grupos seguiram a classificacdo de grupos de
alimentos denominada NOVA (MONTEIRO et al., 2016), uma ferramenta que agrupa 0s
alimentos de acordo com o nivel de processamento pelo qual passou antes de chegar a mesa
dos consumidores, levando em conta processos fisicos, bioldgicos e quimicos, que podem
ocorrer ap6s a colheita do alimento ou ap6s a separacdo do alimento na natureza. Essa
classificacdo também considera outros atributos dos alimentos, como o potencial de influenciar
o risco de obesidade e de varias outras doengas relacionadas a alimentaco. A partir entdo dessa
divisdo em dois grandes grupos obteve-se a frequéncia média usual de consumo referente a
cada grupo alimentar tendo como base a alimentacdo de cada mde durante o periodo da
gestacdo. Ainda, as participantes também foram questionadas a respeito do uso de suplementos

nutricionais durante a gestacdo, devendo especificar o tipo e periodo de uso.
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Assim como aplicado no inquérito de consumo alimentar da vigilancia de fatores de
risco e protecdo para doencas cronicas por inquérito telefonico (VIGITEL), considerando a
dificuldade em fazer a pessoa entrevistada entender o conceito de porcdes de alimentos,
considerou-se também neste estudo o consumo de cada grupo como equivalente a uma porcgéo
(BRASIL, 2022b).

Para a interpretacdo e avaliagdo do consumo de ultraprocessados foi utilizada a média
de consumo de ultraprocessados da populacéo brasileira que de acordo com Costa et al (2019)
que é de 2 porcdes ao dia. Acima de duas por¢des ao dia, 0 consumo de ultraprocessados foi

considerado como alto consumo de acordo com a Tabela 2:

Tabela 2: Critérios de classificacdo de consumo alimentar de produtos ultraprocessados.

Consumo de ultraprocessados Classificacao
Abaixo da média brasileira < 2 porgdes/dia Consumo aceitavel
Acima da média brasileira > 2 porg6es/dia Alto Consumo

Fonte: COSTA et al., 2019

Para a interpretacdo do consumo de alimentos in natura/ minimamente processados
foram considerados os parametros utilizados pelo Ministério da Salde para o questionario
“Como esta sua alimentagdo?”, que contém 0s alimentos e as quantidades propostas pelo Guia

Alimentar da Populagéo Brasileira (BRASIL, 2006), de acordo com a Tabela 3.

Tabela 3: Critérios de avaliagdo adotados para a classificacdo de adequacao de consumo alimentar, proposto
pelo Guia Alimentar para a populacdo Brasileira.

Grupos Critérios adotados para adequacao
Frutas > 3 porcdes/dia
Verduras e Legumes > 5 colheres de sopa/dia
Leguminosas > 4 porgdes/semana
Carnes e Ovos 1-2 porgbes/dia
Leite e Derivados > 3 porgdes/dia

Fonte: BRASIL, 2006.

Entretanto, nem todos os alimentos in natura/minimamente processados que S&o
contemplados no guia alimentar entraram-se no QFA deste estudo, dessa forma, para considerar
um consumo classificado como adequado de alimentos in natura/minimamente processados

estabeleceu-se 0 minimo de frequéncia de consumo de seis vezes ao dia, Tabela 4.

Tabela 4: Grupos de alimentos presentes no QFA
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Grupos Quantidade
Frutas / Verduras / Legumes > 1 porgao/dia
Leite > 1 porgao/dia
Derivados do Leite > 1 porgao/dia
Carnes > 1 porgao/dia
Frango > 1 porgao/dia
Peixe > 1 porgao/dia
TOTAL > 6 porcoes/dia

Os critérios considerados como consumo insuficiente de alimentos in natura ou
minimamente processados seria abaixo de 6 porcGes ao dia e como consumo adequado a

ingestdo de 6 ou mais porcdes ao dia (Tabela 5).

Tabela 5: Critérios de classificacdo de consumo alimentar de alimentos in natura / minimamente processados.

Consumo de in natura / minimamente processado Classificacao
Abaixo da frequéncia recomendada < 6 porc¢Ges/dia Consumo Insuficiente
Acima da frequéncia recomendada > 6 porc¢Bes/dia Consumo Adequado

Fonte: Adaptado de Brasil (2006).

5.5 Coleta do colostro humano

Para anélise da composi¢do imune do LH, as participantes foram devidamente instruidas
sobre as condigdes adequadas de higiene das méos e do seio materno, como pré-requisito para
a ordenha de LH manual. Essa ordenha foi realizada pelas proprias participantes do estudo,
iniciando com uma massagem em todo o seio em formato circular, seguido de uma leve pressao
contra o peito onde a mao deveria posicionar-se em formato de “C” com o dedao posicionado
na parte superior a auréola e os demais dedos posicionados na parte inferior a mama,

provocando assim a ejecdo desse LH.

5.5.1 Analise da composicdo imunologica do colostro

As amostras de colostro, obtidas entre 0 2° e 3° dias do pos-parto, que possuiam volume
minimo de 2mL foram dispostas em tubos cénicos do tipo Falcon de 15ml e identificadas com
0 nimero da mulher participante de acordo com nimero do questionario, data da coleta e em

seguida armazenada sob refrigeracdo em caixa térmica.

5.5.1.1 Etapa 1: Centrifugacéo e armazenamento do sobrenadante
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As amostras ap0s serem coletadas, ja& foram imediatamente direcionadas para o
laboratério de Imunobiologia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), local onde
foram armazenadas e processadas. A etapa iniciou com a centrifugacdo em velocidade de 500G
por 10 minutos em centrifuga refrigerada a 4°C. Finalizado esse procedimento, as amostras
continham a olho nu uma divisdo em trés fases, assim o conteudo de consisténcia cremosa
(gordura) na parte superior foi desprezada, o sobrenadante retirado, aliquotado em tudo conico
de 1,5mL e armazenado em freezer -80°C aguardando pelas proximas etapas de analises e na
terceira fase teve como conteudo restante o produto celular que foi realizado a quantificacéo do
namero de total de células presentes nas amostras para estudos posteriores.
5.5.1.2 Etapa 2: Medida da concentracéo de citocinas e quimiocinas — Luminex

Com a utilizacdo da tecnologia de imunoensaio Luminex é possivel a quantificacdo
simultanea de até 100 proteinas presentes no soro, plasma, sobrenadante de cultura de tecidos,
lisado celular ou LH, como no caso deste estudo. Foram utilizados kits da Bio-RadLaboratories
(Bio-Plex® Pro Human Cytokine Standard) para a deteccdo e quantificacdo de citocinas e
quimiocinas do colostro. Esse kit da a possibilidade de se medir varios compostos bioativos
simultaneamente por meio de um imunoensaio a base de esferas magnéticas cobertas por
anticorpos especificos conjugados com fluorocromos. Apds esse processo, foi realizada a
leitura de fluorescéncia no equipamento Luminex (BioPlex 200, Bio-Rad), tendo como
referéncia o protocolo padronizado pela Dra. Andrea Teixeira Carvalho do Laboratério de
Biomarcadores do Instituto de Pesquisas René Rachou, FIOCRUZ, Minas Gerais. Foram
descongeladas 32 amostras de colostro em banho-maria a 37°C e depois homogeneizadas em
volrtex por 5 segundos. Foi necessaria a filtragem das amostras por haver presenca de debris
que surgiram ap6s o descongelamento, para evitar que particulas influenciassem na detec¢édo e
quantificacdo de citocinas no fluido. Apds isso, essas amostras foram novamente
homogeneizadas em vértex por 5 segundos e centrifugadas a 14.000xg, por 5 minutos em
temperatura ambiente. Foram acrescentados 50ul das amostras na placa para ensaio Luminex
contendo 50uL do pool de esferas, lavadas duas vezes com 100ul de tampéao de lavagem e
incubadas overnight a 4°C sob agitagdo. No dia seguinte, foram acrescentados 25ul. do
anticorpo de deteccdo em cada pogo e as amostras foram incubadas por 30 minutos sob agitacéo,
em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. As amostras foram lavadas com 100uL de tampao
de lavagem. Em sequéncia, foram acrescentados 50uL do conjugado (Estreptavidina) em cada
poco e as amostras foram novamente incubadas por 30 minutos sob agitacdo em temperatura

ambiente e ao abrigo da luz. Foram novamente lavadas com 100pL de tampao de lavagem,
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ressuspendidas com 125ulL de tampao do ensaio e homogeneizadas por 10 minutos. Por fim,
essas amostras foram adquiridas no equipamento Bio-Plex 200 (Bio-Rad) utilizando-se o
software Luminexx PONENT versao 3.1. Na sequéncia, os dados foram analisados utilizando-
se 0 software Bioplex™ (Bio-Rad). O painel de citocinas, de fatires de screscimento e de
quimiocinas detectadas pelo kit consistiu de: CCL-11, IL-1ra, IL-1p, IL-2, IL-4, 1I-5, IL-6, IL-
7, CXCL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, CXCL-10, CCL-2, CCL-3, CCL-4, CCL-
5, TNF-0, IFN-y. As concentragdes das citocinas, de fatires de crescimentos e de quimiocinas
foram calculadas de acordo com a curva padrdo para cada uma individualmente. Aquelas
amostras que tiveram leitura abaixo no nivel de deteccdo, o valor 0 foi usado na anélise e o
nivel de deteccdo das citocinas, fatores de crescimento e de quimiocinas variou para composto.
5.6 Andlise Estatistica

Os dados do questionario aplicado foram tabulados com ajuda do programa Microsoft
Excel Professional Plus versdo 2016 e apds foram realizadas analises descritivas uni e
multivariadas com auxilio do programa GraphPad Prism (PRISMA) verséao 8.0.1 e também, do
programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versao 14 e do Excel Professional
Plus versdo 2016. Com auxilio do PRISMA foi realizado o teste KolmogorovSmirnov com
objetivo de avaliar a normalidade ou ndo das variaveis e testes de correlagdo de Spearman, o
Excel foi utilizado para avaliar a tendéncia central (médias e medianas) e de dispersao (desvio-
padrdo, valores minimo e maximo). Através do SPSS foram aplicados os testes de Qui-
qguadrado para estimativa de associacdo entre duas variaveis qualitativas, em seguida foi
aplicada a correcdo de Bonferroni, com objetivo de identificar a significancia estatistica em
algumas variaveis.

Foi aplicado teste ANOVA One Way para identificar se 0 ganho de peso médio no
decorrer da gestacdo, dos diferentes estados nutricionais, apresentaram diferencas estatisticas
significantes. Também foi aplicada a a frequéncia relativa para avaliar o ganho de peso por cada
grupo de estado nutricional. Foram classificados como resultados estatisticamente
significativos agqueles que apresentassem p<0,05 para todos os testes realizados.

Foi realizada a regressdo de Spearman para o consumo de ultraprocessados e
concentracdo de citocinas no colostro e para valor de IMC e concentracdo de citocinas no
colostro. Tendo os resultados estatisticamente significativos aqueles que apresentassem p<0,05.
5.6.1 Graficos em radar

Foram construidos os graficos em radar com o objetivo de identificar a frequéncia de

amostras classificadas como baixas (< mediana global) e altas (> mediana global) para 0s niveis
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de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento. O ponto de corte considerado para essa
classificacdo foi a mediana global de cada componente. Essa andlise traz o equilibrio global
entre citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento. Cada eixo do grafico representa a
porcentagem de mulheres que apresentam producdo de citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento no colostro materno acima da mediana global da populagdo de estudo. Ao se
conectar os valores de cada eixo, forma-se uma &rea poligonal central que retrata o equilibrio
global, como referéncia ha o circulo central que representa 50% da frequéncia desses
componentes. Uma area poligonal central maior ou menor representa uma maior ou menor
contribuicdo dos componentes (SILVEIRA-NUNES et al., 2017).

6. RESULTADOS

6.1 Amostra

A populagéo do estudo foi composta por 32 mulheres que manifestaram interesse em
participar do projeto e atenderam aos critérios de incluséo, dispostos na Tabela 6.

Para fins de caracterizacédo, essas mulheres foram divididas em 3 grupos de acordo com
seu diagnostico nutricional pré-gestacional, sendo um grupo de mulheres eutréficas (N=17;
53,13%), outro grupo de mulheres com sobrepeso (N=7; 21,8%) e um terceiro grupo composto
por mulheres com obesidade (N=8; 25,07%). Entretanto no fim da gestacdo as mulheres foram
distribuidas em 4 grupos: 1 mulher com baixo peso, 9 mulheres com eutrofia, 9 mulheres com
sobrepeso e 13 mulheres portadoras de obesidade.

A faixa etaria da amostra variou entre 18 — 44 anos de idade, sendo a média e desvio
padrdo dessa varidvel calculada para os grupos eutrofia, sobrepeso e obesidade respectivamente
(24,88 £ 5,28), (32,43 £ 4,79) e (30,12 £ 6,87).

Ainda, avaliamos a renda per capta conforme descrito na metodologia, e observamos
que a renda inferior a 1 salario-minimo correspondeu a 71,87% da amostra (N=23). Contudo,
parte das participantes ndo souberam quantificar a renda mensal familiar (N=9; 28,13%).

Em paralelo a informagdo sobre renda, houve indicagdo da escolaridade das
participantes, o qual foi categorizada em alfabetizada, ensino fundamental (incompleto ou
completo), ensino médio (incompleto ou completo) e ensino superior (incompleto ou
completo). Dessa forma, apenas uma participante se declarou alfabetizada (N=1; 3,13%), para
0 ensino o fundamental houve declaracdo de 6 mulheres (18,75%), o maior percentual
correspondeu as mulheres que declararam apresentar ensino médio (N=18; 56,25%), e 21,87%

delas indicaram a escolaridade como ensino superior (N=7). Outra variavel categorizada foi o
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estado civil das participantes, classificado em casada/unido estavel, solteira/divorciada ou
vilva. Dessas, 40,63% declaram ser solteira/divorciada (N=13), enquanto 53,12% declararam
casada/unido estavel (N=17), e apenas 3,12% declarou ser vitva (N=1).

Dentre as varidveis com impacto na qualidade de vida, as participantes foram
questionadas sobre a préatica de atividade fisica durante a gestacdo. Nesse ponto, observamos
que 59,37% das participantes ndo praticaram atividade fisica (N=19) enquanto 40,62% das
voluntarias declararam essa pratica (N=13). Dentre as voluntarias que praticaram alguma
atividade fisica durante o periodo gestacional, menos da metade das eutréficas esteve ativa
41,18 % (N=7), do grupo sobrepeso foram apenas 28,57% (N=2), em contrapartida metade das
obesas (N=4), e 50% permaneceram ativas.

Também foi observado que 50% da amostra fez uso de algum medicamento e
suplemento no periodo gestacional, prescrito ou ndo para tal periodo (N=16).

Sendo o pré-natal um importante acompanhamento durante a gestacao, observamos que
64,70% das voluntarias do grupo eutréficas (N=11), 100% das participantes do grupo sobrepeso
(N=7), e 75% das mulheres do grupo obesidade (N=6), realizaram 6 ou mais consultas durante
0 periodo gestacional. O ganho de peso gestacional deve ser indicado conforme o estado
nutricional pré-gestacional. Nesse caso, 31,25% apresentaram ganho de peso insuficiente
(N=10), 37,5% tiveram ganho de peso adequado (N=12) e 31,25% ganho de peso excessivo
durante a gestagcdo (N=10).

Quanto obtivemos as informaces relacionadas ao tipo de parto, observamos que, em
sua maioria, as participantes declararam o nascimento dos seus filhos de parto normal. Essa
maioria também foi observada nos trés grupos do presente trabalho sendo 70,59% no grupo das
eutréficas (N=12), 71,42% no grupo das participantes com sobrepeso (N=5) e 50% das
voluntérias do grupo obesidade (N=4).

Quando avaliado a idade gestacional no desfecho do parto, percebemos que as mulheres
que apresentaram estado nutricional de eutrofia e sobrepeso obtiveram a mesma mediana de 39
e variacgéo entre 36-41 semanas. Enquanto aquelas do grupo obesidade foram associadas a uma
menor mediana de 38 semanas, sendo a idade gestacional maxima de 40 semanas. Ainda assim,
independentemente da idade gestacional, ndo houve variacdo do peso de nascimento dos

neonatos entre 0s grupos
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Total

Eutrofia

Sobrepeso

Obesidade

3
Variaveis (n=32) (n=17) (n=7) (n=8) Valorp
Idade materma ** (27,84 £6,25) (24,88 £5,28) (32,43 £4,79) (30,12+6,87) 0,0104
Renda per capita
Menor que 1 salario 23 (71,87%) 13 (76,47%) 5 (71,42%) 5 (62,5%) 0.769
N&o souberam informar 9(28,13%) 4 (23,52%) 2 (28,57%) 3 (37,5%) '
Escolaridade
Fundamental 6 (18,75%) 2 (11,76%) 3 (42,86%) 1 (12,5%)
Ensino médio 18 (56,25%) 11 (64,70%) 2 (28,57%) 5 (62,5%) 0,491
Superior 7(21,87%) 3 (17,64%) 2 (28,57%) 2 (25%)
Estado civil
Casada/Unido estavel 17 (53,12%) 4 (23,53%) 4 (57,14%) 3 (37,5%)
Solteira/Divorciada 13 (40,63%) 13 (76,47) 2 (28,57%) 5 (62,5%) 0,109
Vilva 1 (3,12%) 0 1 (14,29%) 0
Atividade fisica durante a gestagéo
Néo 19 (59,37%) 10 (58,82%) 5 (71,42%) 4 (50%) 0.699
Sim 13 (40,62%) 7 (41,18%) 2 (28,57%) 4 (50%) :
Uso de medicamento durante a gestacédo
Néo 16 (50%) 8 (47,06%) 3 (42,86%) 5 (62,5%) 0.704
Sim 16 (50%) 9 (52,94%) 4 (57,14%) 3(37,5%) '
Suplementagdo durante a gestacao
Néo 16 (50%) 8 (47,06%) 4 (57,14%) 4 (50%) 0.904
Sim 16 (50%) 9 (52,94%) 3 (42,86%) 4 (50%) '
Estado nutricional pré-gestacional 32 17 7 8 0,001
Ganho de peso gestacional
Insuficiente 10 (31,25%) 8 (47,06%) 1 (14,29%) 1 (12,5%)
Adequado 12 (37,5%) 7 (41,18%) 4 (57,14%) 1 (12,5%) 0,017
Excessivo 10 (31,25%) 2 (11,76%) 2 (28,57%) 6 (75%)
Numero de consultas pré-natal
< 6 consultas 8 (25%) 6 (52,94%) 0 2 (25%) 0.008
> 6 consultas 24 (75%) 11 (64,70%) 7 (100%) 6 (75%) '
Tipo de parto
Normal 21 (65,63%) 12 (70,59%) 5 (71,42%) 4 (50%) 0.561
Cesarea 11 (34,37%) 5 (29,41%) 2 (28,57%) 4 (50%) ’
ldade gestacional no parto *** 39 (36-41) 39 (36-41) 39 (36,41) 38 (37,40) 0,227
Peso de nascimento do RN ** (3,15+0,43) (3,15+0,42) (3,15+0,56) (3,19+0,44) 0,406

* Valor de p Testes de Qui-quadrado com corre¢cdo de Bonferroni (p<0,05) ** valores expressos pela média e
desvio padrdo *** valores expressos pela mediana (valores minimos e maximos).



38

6.2 Estado Nutricional e Doengas Crénicas Ndo Transmissiveis

As gestantes eutroficas, com exce¢do de duas, ndo se tornaram nem hipertensas e nem
portadoras de diabetes. Ja as mulheres com sobrepeso e obesas tiveram diagnostico para as duas
doencas de forma Unica ou concomitante.

No desfecho da gestacéo, 40,63% (n = 13) das mulheres encontravam-se obesas. Desse
grupo final de mulheres com obesidade, 61,54% (n = 8) desenvolveu alguma doenca crénica
ndo transmissivel. Do grupo inicial de mulheres que inciaram a gestacdo obesas, 100%
permaneceram na classificacdo de obesidade e todas essas 8 gestantes que ja inicaram a
gestacdo obesas desenvolveram alguma doenca cronica ou duas, além da propria obesidade
(Tabela 7).

Tabela 7: Relacdo do Estado Nutricional Pré Gestacional com Comorbidades e IMC (n=32).

o Total Baixo Peso Eutrofia Sobrepeso  Obesidade

Variaveis Valor p*
(n=32)

Estado nutricional no desfecho gestacional 32 (100%) 1 9 9 13 0,001
Presenca de Doenga
N&o possui (risco habitual) 4 0 4 0 0
DMG 5(15,62%) O 1 2 2 0.001
DHEG 6(18,75%) O 2 2 2 '
DM + DHEG 7(2187) O 0 3 4
Estado Nutricional Pré-Gravidico (n=32) (n=0) (n=17) (n=7) (n=8)
Ganho de Peso
Insuficiente 10 (31,25%) O 8(47,06%) 1(14,29%) 1(12,5%)
Adequado 12(375%) O 7(41,18%) 4(57,14%) 1(12,5%) 0,017
Excessivo 10 (31,25%) 0 2(11,76%) 2(28,57%) 6 (75%)

* Valor de p Testes de Qui-quadrado com correcdo de Bonferroni (p<0,05)

Com relacdo ao ganho de peso gestacional, (Figura 2) o grupo das gestantes eutréficas
apresentou baixo ganho ponderal ou ganho ponderal adequado em sua maioria. No grupo das
mulheres com sobrepeso, a distribui¢do se deu entre ganho ponderal adequado e ganho ponderal
excessivo. J& o grupo das gestantes obesas representou a maior porcentagem de ganho de peso

ponderal excessivo.



39

A B 100%

5_

2 90%
= 204 80%
< 70%
£ 151 60%
W 50!]0
2
< 10
,_E 40%
& - 30%

20%
0- 10%
(\"‘b% Qme° S’& 0%
& & S Eutroficas Sobrepeso Obesidade
™~ &

m [nsuficiente ™ Adequado Excessivo

Figura 2: (A) Comparacdo entre a quantidade de ganho de peso das mulheres (kg) ao longo da gestacéo por cada
estado nutricional pelo teste ANOVA One Way. (B) Comparagdo entre a quantidade de ganho de peso das
mulheres por meio de frequéncia relativa por cada estado nutricional.

6.3 Consumo de alimentos de acordo com o estado nutricional das mulheres

Conforme a Tabela 8, 75% das mulheres com obesidade consomem alimentos in natura
ou minimamente processados abaixo da média recomendada (frequéncia menor que 6 vezes ao
dia) e a maioria desse grupo (62,5%) consomem alimentos ultraprocessados acima da média
brasileira (mais que 2 vezes ao dia). Embora na amostra do presente estudo ndo exista diferenga
estatistica, as mulheres com obesidade consomem menos alimentos in natura € mais

ultraprocessados em relagdo aos outros dois grupos.

Tabela 8: Consumo alimentar em porcdes de alimentos in natura/minimamente processados e de alimentos
ultraprocessados.

Variaveis Total Eutrofia Sobrepeso Obesidade Valor o*
(=32) (n=17) (n=7) (n=8) P

Consumo de In Natura/Minimamente Processados

Abaixo da frequencia recomendada < 6 20 (62,5%) 10 (58,82%) 4 (57,14%) 6 (75%) 0.699

Acima da frequencia recomendada > 6 12 (37,5%) 7 (41,18%) 3 (42,86%) 2 (25%) '

Mediana *** 5,44 (1,44;10,86) 4,44 (1,31;7,87) 5,29 (3,73;10,58)

Média ** 5,92 (+2,86) 4,84 (+2,36) 6 (+2,43)

Consumo de ultraprocessados

Abaixo da média brasileira < 2 19 (59,37%) 10 (58,82%) 6 (85,71%) 3(37,5%) 0.038

Acima da média brasileira > 2 13 (40,62%) 7 (41,18%) 1 (14,29%) 5 (62,5%) '

Mediana *** 1,72 (0,38;8,75) 0,43 (0,14;2,68) 2,59 (0,23;10,32)

Média ** 2,28 (+2,86) 0,79 (+0,89) 2,97 (£3,22)

* Valor de p Testes de Qui-quadrado com corre¢do de Bonferroni (p<0,05) ** valores expressos pela média e
desvio padrdo *** valores expressos pela mediana (valores minimos e maximos).
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6.4 Concentracéo de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento presentes no colostro

Os valores das concentragfes de citocinas e quimiocinas encontradas no colostro
materno estdo descritos na Tabela 9.

No presente trabalho foram avaliadas 27 citocinas e quimiocinas agrupadas em Th2 e
anti-inflamatorias, Th1 e fatores de crescimento.

Com relagdo a citocina anti-inflamatoria I1L-10 (Figura 3A) as mulheres com sobrepeso
apresentaram maior concentracdo que as eutroficas e as obesas. J& a concentracdo do
antagonista do receptor de interleucina 1 (IL-1ra), apresentou as eutroficas possuem maior
concentracdo no colostro quando comparadas as mulheres portadores de sobrepeso e de
obesidade (Figura 3B).

Para as citocinas inflamatdrias avaliadas, ndo foram identificadas diferencas entre os
grupos. Entretanto, foi observado que em todas essas citocinas (exceto a IL-12), o grupo de
sobrepeso apresentou as maiores medianas em relagdo aos outros dois grupos. Fato igualmente
observado para as quimiocinas CCL-3, CCL-4, CXCL-10. As quimiocinas CXCL-8 e CCL-2

tiveram maiores medianas no grupo das mulheres com obesidade.

Tabela 9: Faixa de valores das citocinas e quimiocinas estratificada por estado nutricional.

Citocinas EUTROFICAS SOBREPESO OBESIDADE Valor p*
Mediana (Min; Max) (pg/mL) | Mediana (Min; Max) (pg/mL) | Mediana (Min; Max) (pg/mL)
Antiinflamatérias / Th2
IL-4 0,26 (0;0,59) 0,34 (0,11;2,26) 0,19 (0;1,28)  0,3046
IL-5 19,45 (10,42;30,32) 18,13 (9,16;30,32) 13,97 (3,23;24,87)  0,2659
IL-9 0 (0;2918,97) 0 (0;2366,75) 0(0;1613,86) 0,843
IL-10 0 (0;4,77) 1,84 (0;9,18) 0 (0;2,76) 0,016
IL-13 0(0;0,14) 0(0;0,51) 0(0;0,62)  0,1099
IL-1ra 529,73 (135,98;749,18) 0 (0;478,28) 161,53 (0;526,76) 0,0003
Fator de Crescimento
IL-2 0,93 (0;8,92) 3,23 (0;15,22) 0(0;9,55)  0,1891
IL-7 22,31 (0;50,22) 29,23 (0;51,99) 4,43 (0;41,76)  0,7905
GM-CSF 0,46 (0;24,71) 0,01 (0;0,6) 0(0;0,39) 0,0014
G-CSF 138,34 (35,55;203,02) 150,22 (105,43;1014,3) 91,47 (59,08;826,61)  0,2851
PDGF-bb 18,87 (11,1;77,41) 25,66 (15,3;61,22) 20,5 (13,31;108,26)  0,5231
VEGF 5251,53 (992,18;243728,5) 5895,5 (3791,24;28715,91) 3615,89 (0;30799,65)  0,3761
FGF basic 4,37 (0;12,52) 5,99 (0;40) 2,32 (0;26)  0,3583
Inflamatérias
IL-1R 0,74 (0,01;87,58) 0,85 (0,6;19,88) 0,35(0;3,68) 0,1615
TNF-a 23,9 (0;70,98) 27,28 (0;63,28) 13,4 (0;99,23)  0,5835
IFN-y 6,12 (0,1;11,06) 8,84 (1,94;82,29) 5,77 (0;35,87)  0,2083
IL-6 1,75 (0;18,5) 4,28 (1,6;16,67) 3,45 (0;64,89)  0,0859
IL-12 0 (0;0) 0 (0;0,96) 0(0;0,79)  0,0807
IL-15 35,43 (0;97,45) 79,88 (0;215,46) 47,2 (0;158,43)  0,1432
IL-17 18,43 (15,2;26,94) 18,94 (6,26;29,85) 17,39 (4,34;21,84) 0,2389
Quimicocinas
CXCL-8 0(0;7191,78) 0 (0;1507,84) 31,17 (0;2682,68)  0,6664
CCL-2 0 (0;2609,69) 0 (0;775,78) 5,83 (0;304,73)  0,7976
CCL-3 41,83 (2,19;1504,38) 78,99 (11,61;3997,79) 15,19 (1,79;797,51)  0,2325
CCL-4 104,53 (0;306,76) 152,42 (54,8;2002,59) 97,57 (13,7;733,35)  0,1715
CCL-5 13,46 (0;249,54) 59,6 (0;108,81) 11,23 (0;173,24)  0,4964
CXCL-10 58,21 (0;3486,75) 702,08 (0;32992,8) 275,71 (0;57367,73)  0,4708
CCL-11 4,5 (0,39;149,8) 6,06 (0,2;109,11) 10,815 (0,39;71,76) 0,5487
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* Valor de p Testes de Qui-quadrado com correcgdo de Bonferroni (p<0,05)

Foi identificada diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos para a
concentracdo de GM-CSF, no qual o grupo das eutréficas apresentou maior secre¢ao no colostro
quando comparado ao grupo sobrepeso obesa (Figura 3E) importante para a sobrevivéncia

celular e diferenciacdo hematopoiética primitiva.
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Figura 3: Comparacdo dos niveis (pg/mL) de citocinas no colostro com relacdo ao estado nutricional. As
concentracfes de IL-10 (A), IL-1ra (B), IL-7 (C), TNF-alfa (D), GM-CSF (E) e VEGF (F) no colostro foram
medidas por ensaio Luminex, *p<0,05.
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Entretanto, outras citocinas, como IL-7 (Figura 3C), o TNF-alfa (Figura 3D) e, 0 VEGF
(Figura 3F) ndo apresentaram diferencas quando segregadas em relagdo ao estado nutricional
das mulheres.

Quando foi avaliada a correlacédo entre IMC e concentracdo de compostos bioativos no
colostro, observou-se correlacdo inversa e forte para o fator de crescimento GM-CSF (r = -
0,6573, p = 0,0001) e correlacdo inversa e média para a citocina anti-inflamatoria IL-1ra (r = -
0,4986, p = 0,0037), ou seja, quanto maior o IMC menores sdo as concentracdes de GM-CSF
no colostro. Para a citocina IL-6 houve correlacao direta e média (r = 0,4369, p = 0,0124), ou
seja, quando maior o IMC maiores sdo as concentrac6es de IL-6 no colostro materno (Figura
4).
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Figura 4: Correlago entre os niveis de citocinas anti-inflamatérias e fator de crescimento no colostro e o IMC.
As concentragdes de IL-1ra (A), IL-6 (B), e GM-CSF (C) no colostro foram medidas por Luminex. Cada circulo
representa uma participante. *p<0,05. A linha reta representa a relagdo entre as variaveis sendo ascendente quando
é direta e descendente quando a relagdo é indireta.

6.4 Producdo de citocinas com rela¢éo ao consumo alimentar
Tendo em vista que ndo houve diferenca estatistica entre o consumo alimentar dos trés

grupos deste estudo, foi estabelecido um estudo geral para avaliar se 0 consumo de alimentos
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processados poderia interferir na concentragdo de citocinas do colostro de puérperas. Mais da
metade da amostra (N=20, 62,5%) apresenta um consumo insuficiente de alimentos in natura/
minimamente processados. Observa-se que o consumo de alimentos ultrapsocessados esta
acima da média brasileira que é o de 2 vezes ao dia.

Na Tabela 10 verificou-se que a concentragdo de IL-7 é maior no colostro de mulheres
gue consomem mais produtos in natura. Um baixo consumo de alimentos in natura (menor que
6 vezes ao dia) impacta em uma menor producédo dessa citocina que esta envolvida no processo
de desenvolvimento de linfocitos T e B e diferenciacdo de células T memoria, especialmente
CD4+. Com relacdo a IL-10 (Tabela 10), observa-se maior concentragdo no colostro de
mulheres com alto consumo de ultraprocessados em comparagao as que apresentam o consumo

abaixo da média da populacao brasileira.

Tabela 10: Faixa de valores das citocinas e quimiocinas em pg/mL estratificada por consumo alimentar
Produtos In Natura Produtos Ultraprocessados

Citocinas Insuficiente (n = 20) Aceitdvel (n=12) Valorp Consumo médio (n = 19) Alto (n=13) Valorp
Antiinflamatérias /Th2

IL-4 0,30 (0,10-0,59) 39,34 (18,88-49,16) 0,421 0,19 (0-0,47) 39,34 (18,88-49,16) 0,206
IL-5 16,05 (10,42-22,63) 44,85 (21,57-68,06) 0,293 18,58 (11,47-23,25) 44,85 (21,57-68,06) 0,819
IL-9 0 (0-1026,45) 36,40(17,65-40,18) 0,946 0 (0-9,96) 36,40 (17,65-40,18) 0,348
IL-10 0(0-1,18) 24,63 (5,88-54,46) 0,887 0 (0-0) 24,63 (5,88-54,46) 0,045
IL-13 0 (0-0) 10,08 (2,94-25,89) 0,853 0(0-0) 10,08 (2,94-25,89) 0,417
IL-1ra 390,27 (168,26-504,00) 54,05 (25,89-223,72) 0,565 421,91 (212,63-529,73) 54,05 (25,89-223,72) 0,082
Fator de Crescimento

IL-2 1,41 (0,93-3,27) 42,28 (19,35-59,24) 0,876 0,93 (0-3,79) 42,28 (19,35-59,24) 0,224
IL-7 0 (0-12,59) 45,22 (25,83-55,04) 0,033 16,05 (0-43,22) 45,22 (25,83-55,04) 0,529
GM-CSF 0,46 (0-0,46) 21,64 (0,21-62,60) 0,442 0,23 (0-0,46) 0,46 (0-0,46) 0,641
G-CSF 126,72 (72,84-199,10) 55,04 (45,22-95,56) 0,892 133,98 (105,43-209,41) 127,27 (80,82-175,17) 0,47
PDGF-bb 17,59 (15,23-33,87) 49,16 (30,43-59,82) 0,423 22,73 (17,15-38,77) 18,87 (17,15-29,61) 0,423
VEGF 5573,52 (3925,83-23276,42) 55,04 (45,22-2571,16) 0,533 10625,76 (4038,37-22743,96) 4041,92 (2279,04-7993,92) 0,037
FGF basic 4,67 (3,69-8,17) 59,24 (25,86-73,21) 0,454 5,48 (3,69-8,43) 3,69 (0-5,99) 0,144
Inflamatérias

IL-18 0,55 (0,24-2,27) 38,97 (12,87-69,33) 0,572 0,75 (0,41-1,97) 0,60 (0,18-2,84) 0,732
TNF-a 14,60 (2,83-34,10) 42,28 (31,03-59,24) 0,445 26,88 (15,33-47,35) 17,81 (0-29,60) 0,194
IFN-y 7,02 (0,34-11,11) 45,59 (24,10-60,71) 0,953 7,33(2,12-11,16) 6,37 (0,46-8,69) 0,296
IL-6 2,79 (0-8,11) 46,22 (19,04-59,82) 0,814 3,59 (1,60-15,71) 2,59 (0,78-3,93) 0,201
IL-12 0 (0-0) 0(0-0) 0,685 0(0-0) 0 (0-0) 0,175
IL-15 64,73 (0-86,00) 51,54 (39,71-69,39) 0,874 74,21 (0-92,11) 53,07 (0-72,61) 0,537
IL-17 17,66 (15,20-20,41) 48,16 (27,71-65,12) 0,349 17,92 (15,77-21,37) 18,18 (16,86-20,42) 0,924
Quimicocinas

CXCL-8 29,44 (0-863,98) 37,81 (14,29-48,53) 0,291 0(0-138,17) 5,50 (0-452,67) 0,537
CCL-2 1,94 (0-74,15) 37,81 (14,29-48,53) 0,932 0(0-116,17) 0(0-122,84) 0,834
CCL-3 17,13 (6,59-63,84) 44,86 (40,08-59,24) 0,243 57,31 (13,33-172,14) 21,30 (9,02-140,35) 0,382
CCL-4 83,01 (32,20-219,72) 60,71 (45,59-95,07) 0,586 150,49 (54,80-338,93) 95,02 (39,19-162,47) 0,102
CCL-5 11,44 (2,54-41,30) 42,28 (27,48-59,24) 0,481 21,46 (3,59-72,81) 14,17 (2,16-59,60) 0,647
CXCL-10 730,96 (0-4514,70) 60,71 (45,59-191,25) 0,246 505,62 (0-1014,84) 275,72 (0-3033,96) 0,922
CCL-11 4,66 (1,88-17,46) 45,59 (23,35-53,57) 0,756 5,52 (1,82-15,36) 45,59 (23,35-53,57) 0,864

*Valor de p Testes de Qui-quadrado com correcdo de Bonferroni (p<0,05). Demais valores expressos em mediana
(valore p25 e p75).

O Fator de Crescimento endotelial vascular (VEGF) que regula a angiogénese, apresenta
menor contracdo nas mulheres com alto consumo de ultraprocessados em comparagdo com as

com consumo médio da populacgéo brasileira (Tabela 10).
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No caso do fator de crescimento FGF-basic (Figura 5A), da IL-10 (Figura 5B) e do
VEFG (Figura 5C) houve correlacdo inversa e de forca média entre a quantidade de consumo

diaria de ultraprocessados e a concentracdo destes biomarcadores.
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Figura 5: Correlagdo entre os niveis de citocinas anti-inflamatérias e fator de crescimento e consumo de
ultraprocessados no colostro. As concentragBes de FGF basic (A), IL-10 (B), e VEGF (C) no colostro foram
medidas por Luminex. Cada circulo representa uma participante. *p<0,05.

Considerando o consumo de produtos in natura e a concentracdo de citocinas e
quimiocinas ndo houve correlagdo. Dessa forma, para identificar de forma global as citocinas,
os fatores de crescimento e as quimiocinas avaliadas no colostro foram construidos os graficos
de radar separados pelo consumo de alimentos ultraprocessados ou in natura (Figura 6).

Esses gréaficos refletem a frequéncia de mulheres que apresentaram a concentracao de
citocinas e quimiocinas acima da mediana global. Os eixos coloridos que possuem um arco em
cor azul representam a alta frequéncia de citocinas anti-inflamatdrias e Th2, enquanto os eixos
com um arco em cor vermelha representam a frequéncia de citocinas inflamatorias. Os valores
de cada eixo quando unidos formam uma area poligonal central que representa o equilibrio
geral de citocinas anti-inflamatorias e Th2 e de inflamatdrias. Aumentar ou diminuir as areas

do poligono central reflete a contribuicdo de maior ou de menor equilibrio dessas citocinas.
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Desta maneira, observa-se que as mulheres com maior consumo de alimentos ultraprocessados
apresentam maior frequéncia de producgdo de citocinas inflamatérias e menor frequéncia das
citocinas anti-inflamatorias e Th2 de maneira global no colostro. Ja as mulheres com maior
frequéncia de alimentos in natura e minimamente processados possuem maior equilibrio entre
a frequéncia de producao de citocinas inflamatdrias e de citocinas anti-inflamatorias e Th2 de

maneira global.

Baixo Consumo de Ultraprocessados Alto Consumo de Ultraprocessados

CCL-11 CCL-11
___ CXCL-8 IL-2
IL-7

GM-CSF _CCL-3

G-csF /. G-CSF \ CCL4

PDGF-bb . CXCL-10 PDGF-bb
\ ccL-s VEGF

j 1L-1p FGF Basic

Baixo Consumo In Natura/Minimamente Processados Alto Consumo In Natura/Minimamente Processados

GM-CSF CCL-3 GM-CSF -

G-CSF , CCL4 G-CSF /

PDGF-bb \ CXCL-10 PDGF-bb /

VEGF b coLs VEGF | CCL-5
FGF Basic - , m-1p  FGF Basic IL-1B
IL-13 \ e IL-13

IL-10

|:| Fatores de Crescimento - Citocinas Pro-Inflamatorias
- Quimiocinas - Citocinas Anti-Inflamatorias / Th2

Figura 6: Perfil global de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento no colostro de puérperas, segundo
classificagdo de consumo de alimentos in natura e de ultraprocessados durante a gestacdo. O grafico em radar
mostra a frequéncia de alta produtoras de citocinas inflamatorias, fatores de crescimento e de citocinas anti-
inflamatorias e Th2, e a contribuicdo de cada uma nas diferentes categorias de consumo (alto e baixo consumo de
alimentos in natura e alto e baixo consumo de alimentos ultraprocessados).
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DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar se o estado nutricional e o consumo de alimentos
ultraprocessados podem interferir na concentracdo de componentes bioativos no colostro
materno. O grupo deste estudo foi composto por puérperas que apresentaram gestacao de risco
habitual, ou seja, auséncia de doencas, assim como portadoras de DMG, DHEG e obesidade. A
maior parte delas iniciou ensino médio, sdo casadas ou com unido estavel, sem praticar
atividade fisica no decorrer da gestacdo e com valor de IMC pré-gravidico de eutrofia.

Para identificacdo e acompanhamento de uma gestacéo de risco é fundamental o cuidado
pré-natal, ja que ele atua na prevencdo e/ou identificacdo precoce de patologias fetais e
maternas, 0 que permite a reducgéo de riscos para a gestante e ainda garante um desenvolvimento
saudavel para o feto. Em 2022, o Ministério da Saude (MS) lancou um novo manual de gestacédo
de alto risco e a caderneta da gestacdo de baixo e alto risco onde permanece recomendando pelo
menos 6 consultas de pré-natal para que ocorra uma boa evolucédo da gestacdo (BRASIL, 2022a;
BRASIL, 2022c). Ainda que seja preconizado pelo MS, 25% da amostra realizarou menos do
que 6 consultas de prénatal ao longo da gestacdo, o que pode trazer riscos para o desfecho da
gestacdo. Quanto a atividade fisica, 59,37% das nutrizes permaceram sendentarias, cabe
enfatizar que a atividade fisica esta associada ao melhor controle do aumento ponderal materno
e, a0 mesmo tempo, a prevencao de complicacBes associadas ao excesso de aumento ponderal
e desenvolvimento de alguma DCNT (NUCCI et al, 2001; LEWANDOWSKA,
WIECKOWSKA; SAJIDAK, 2020).

Com relacdo ao ganho de peso gestacional, o acompanhamento deve iniciar com a
classificacdo do IMC pré-gravidico dessas mulheres. Essa classificacdo indica, conforme o
IOM, a quantidade de peso que a mulher pode adquirir ao longo da gestacdo. Caso a gestante
tenha um ganho de peso acima do recomendado, ela pode sofrer mudanca do estado nutricional,
0 que nao é recomendada. Essa mudanca de estado nutricional, decorrente de excesso de ganho
de peso no decorrer da gestacao, pode representar um fator de risco tanto para a gestante quanto
para o feto, porteriormente para 0 neonato e, ainda, contribuir para retencdo de peso no pés-
parto. Apesar de ja ter sido publicado um indicador de ganho de peso gestacional para a
populacéo brasileira (KAC et al., 2021), o presente estudo ainda utilizou como referéncia o que
é recomendado pelo 10M, ja que ela inclui faixas especificas de ganho de peso durante a
gravidez para mulheres com IMC pré-gravidico obeso e séo utilizadas em outros paises, isso
também favorece publica¢des internacionais (IOM, 2009; BRASIL, 2022a; BRASIL, BRASIL,
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2022c). De fato, alteragdes de IMC ocorreram na amostra de eutrofia para sobrepeso, sobrepeso
para obesidade e ainda acometimento de doencas metabdlicas.

Outro ponto para controle de aumento ponderal dessas mulheres consiste na qualidade
da alimentacdo. O consumo diario de alimentos ultraprocessados compromete a qualidade da
alimentacdo. Este padrdo de consumo aumenta a ingestdo energética total diaria ja que a
composic¢do destes alimentos consiste em ricas taxas de agucar e calorias somado a um baixo
teor de micronutrientes. Isso tudo favorece a um excessivo ganho de peso gestacional, menor
aporte de vitameinas e minerais, além de dificultar essa perda ponderal pds-parto
(MONTESCHIO et al., 2021).

A qualidade da alimentacdo também possui relacdo com a renda. Nessa amostra de
estudo, as mulheres pertenciam as classes de menor nivel econdmico, de acordo com a
classificacdo de renda familiar e per capta (IBGE, 2020). Estas mulheres com menor renda
geralmente tem menos acesso aos alimentos, adquirindo aqueles com baixo custo e que
possuem baixa qualidade nutricional, levando a instauracdo de habitos alimentares ruins e a um
maior ganho de peso no decorrer da gestacdo (SAMURA et al., 2016; DAMASCENO et al.,
2020).

A relacdo entre a alimentacdo e o sistema imunoldgico ja vem sendo amplamente
discutida. O LH representa um veiculo de comunicacéo entre os sistemas imunoldgicos materno
e infantil e, dentre estes compostos do LH onde uma das fontes desses coompostos imunes séo
as células epiteliais mamarias. Esse biofluido € a principal fonte de citocinas, particularmente
citocinas anti-inflamatdrias, para os recém nascidos que sdo geralmente deficientes nessas
proteinas. Leucécitos como neutréfilos, mondcitos/macréfagos e linfécitos migram para a
glandula maméria através dos vasos linfaticos e da circulagdo sistémica. Os leucdcitos ddo
suporte para o desenvolvimento do sistema imunoldgico da crianca e, a0 mesmo tempo,
combatem diretamente os patdgenos. Esse combate se da por meio da fagocitose e da secre¢édo
de citocinas e imunoglobulinas. Esses processos ocorrem tanto no trato digestivo infantil quanto
nos tecidos para os quais os leucocitos sdo transferidos através da circulagdo sistémica do
recém-nascido (HASSIOTOU; GEDDES, 2015).

Diante deste exposto, Fujimori et al.(2017) sugere que componentes imunolégicos do
colostro materno sofram alteragdes com a obesidade materna, doenca reconhecida como uma
pandemia global caracterizada ndo somente por um inicio de resisténcia, a leptina, a insulina e
intolerancia a glicose, mas também por um estado de inflamacé&o sistémica cronica de baixo

grau que provoca desequilibrio na regulacéo do sistema imune que induz um desequilibrio entre
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as células. Essas modifica¢fes podem ter efeitos de curto e de longo prazo no desenvolvimento
de recém-nascidos.

Ainda, devido as alteracdes no sistema imune decorrentes da obesidade, os componentes
do LH podem ser alterados, ja que a obesidade esta associada ao aumento de marcadores
inflamatorios (ENDO; YOKOTE; NAKAYAMA, 2017). Das citocinas estudadas, a IL-10
consiste em uma importante citocina anti-inflamatoria e imunorreguladora (HASHIMOTO et
al., 2001). Ao ser avaliada no colostro mostrou-se aumentada em mulheres com sobrepeso. A
literatura possui resultados divergentes, com resultados desde ndo detectaveis, até valores bem
elevados, isso tudo dificulta bastante a interpretagdo da sua funcdo no LH (PALMEIRA,;
CARNEIRO-SAMPAIOQO, 2016; FUJIMORI et al., 2017). Considera-se que a IL-10 seja uma
importante citocina que consiste em um fator inibidor da sintese de citocinas pro-inflamatorias
pelas células T auxiliar (Thl) (SAXENA et al., 2015).

A IL-10 tem sido considerado crucial na modulagédo da toleréncia imune na interface
materno-fetal. Em humanos, a deficiéncia de I1L-10 tem sido associada a muitos desfechos
adversos da gravidez, como aborto espontaneo recorrente, nascimento prematuro e pré-
eclampsia. Dados sugerem que essa citocina funciona como um importante agente protetor
contribuindo para a regulacdo da tolerancia imunoldgica materna durante a gravidez (HANNA
et al., 2006; CHENG; SHARMA, 2015).

No estudo em quest&o, a IL-10 foi detectada na amostra de 10 mulheres, com diferenca
estatistica, sendo o maior valor de mediana encontrado no grupo das mulheres com sobrepeso
e das mulheres com alto consumo de alimentos ultraprocessados. Dessa forma, um outro ponto
importante de ser levado em conta € que como a IL-10 regula a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, pode-se, entdo, especular que niveis mais elevados de IL-10 observados em
mulheres com obesidade podem representar uma tentativa em inibir a producdo continua de
citocinas proinflamatérias, que, no entanto, pode falhar naquelas puérperas com uma producao
de IL-10 inata baixa (ESPOSITO et al., 2003).

Além do estado nutricional, deve-se considerar também a dieta materna, como o estudo
que avaliou o leite maduro de 94 mulheres, onde observou-se um aumento do consumo de
alimentos fontes de acidos 6mega-3 com reducdo dos niveis de citocinas pro-inflamatorias
como IL-1a, IL-1p, IL-6 e TNF-a, enquanto niveis de citocinas anti-inflamatorias, como a IL-
10, sofreram aumento (LAIHO et al., 2003). Entretanto, neste estudo, no grafico de correlacéo
essa citocina apresentou uma correlagdo negativa com o consumo de alimentos

ultraprocessados, ou seja, mulheres com maior consumo de ultraprocessados apresentaram
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maiores concentracdes de IL-10 no colostro (r = - 0,384, p = 0,03), podendo estar relacionada
a tentativa do organismo em modular a a¢do dos componentes inflamatorios elevados com o
alto consumo de alimentos ultraprocessados (NESTARES et al., 2021).

Ja outra citocina, a IL-1ra, que consiste um membro da familia de citocinas da IL-1, é
secretada por varios tipos de células, incluindo as células envolvidas na reposta imune, células
epiteliais e adipocitos, e € um inibidor natural do efeito pré-inflamatério de citocinas como a
IL-1a e IL-1B (CHARLES et al., 2011). Assim, ela age como antagonista do receptor de IL-1
(IL-1 R) que esta presente na superficie celular, modulando uma grande variedade de respostas
inflamatorias relacionadas a IL-1 (ANZAGHE et al., 2019). Dessa forma, a IL-1ra promove
indiretamente uma resposta anti-inflamatoria e esses niveis de IL-1ra representam uma medida
indireta da atividade de IL-1. Nossos achados mostram que as mulheres com obesidade
apresentaram menores concentragdes de IL-1ra no colostro (p = 0,003) e, ainda, correlacdo de
Spearman negativa entre o valor de IMC e a concentracdo dessa citocina no colostro materno,
ou seja, mulheres com maior IMC apresentaram menores concentracées de IL-1ra no colostro
(r=-0,4986, p = 0,0037), confirmando um perfil mais inflamatorio das citocinas presentes no
colostro de mées obesas.

Das citocinas pro-inflamatérias, o IFN-y é deficiente no neonato e é secretado por
células T ativadas e células NK do LH, mesmo que em baixas concentracdes, esta envolvido
em vias de sinalizacdo que aumentam a permeabilidade da barreira epitelial intestinal e
melhoram a ativacdo de macrdéfagos intestinais, sendo caracteristica da resposta Thl
(QUITADAMO; COMEGNA; CRISTALLI, 2021). Os resultados mostram que o IFN- y
aparece em maior concentracdo a medida que o IMC aumenta, sendo assim, parece que 0
colostro reflete a inflamagéo causada pela obesidade.

Ja a citocina TNF-a, também carente no recém-nascido, tem acdo pirogénica de forma
enddgena contribuindo para a inflamacdo sistémica e, ainda, desempenha uma funcdo
reguladora das células imunes (NOLAN; PARKS; GOOD, 2019). Juntamente com a IL-6, a
TNF-o esta envolvida na regulacdo do desenvolvimento e funcbes da glandula mamaria
(PALMEIRA; CARNEIRO-SAMPAIO, 2016).

A IL-6, secretada por varios tecidos como tecido adiposo, musculo esquelético,
hepatocitos e leucdcitos, esta presente em maiores concentracbes em individuos obesos
(CHARLES etal., 2011). Neste estudo, o grafico de correlagdo demonstrou associa¢ao positiva
(r=0,4369, p=0,0124) entre 0 IMC pré-gravidico e concentracao de IL-6 no colostro. O estudo

de Fujimori et al (2017) determinou os niveis de marcadores imunoldgicos no colostro de
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mulheres com eutrofia (N=15), sobrepeso (N=15) e obesidade (N=15), onde foram observadas
maiores concentragdes de TNF-a e IL-6 no colostros de mulheres com obesidade, corroborando
com nossos achados. O TNF-a ¢, sem dividas, uma das citocinas mais discutidas em relacéo a
inflamacéo e ao desenvolvimento da obesidade, entretanto, neste trabalho, a TNF-a e IL-6 ndo
apresentaram diferencas estatisticas quando comparados aos diferentes grupos e tipos de
consumo alimentar.

Outras citocinas sdo identificadas no leite materno como é o caso da IL-7 que
desempenha funcbes criticas durante o desenvolvimento dos o6rgdos linfoides do neonato
(ASPINALL; PRENTICE; NGOM, 2011). Verificou-se que ela ndo apenas controlava o
surgimento de células T, mas também seu desenvolvimento e manutencéo fora do timo (KANG,;
COLES, 2012). O estudo de Hossny et al (2020) forneceu evidéncias para o papel da
amamentacao e acdo da IL-7 absorvida pelo bebé através do intestino para auxiliar na adaptacéo
da imunidade. Esses pesquisadores encontraram correlacdo positiva entre a concentracao dessa
citocina no LH e o desenvolvimento timico com producéo de linfocitos (HOSSNY et al., 2020).
Somado a esses resultados, nossos resultados mostraram maiores concentracdes de IL-7 no
colostro das mulheres com maior consumo de alimentos in natura ou minimamente processados
(p =0,033). O estudo de Aspinall, Prentice e Ngom (2011) ainda sugere que altos niveis de IL-
7 no leite, ap6s o parto, quando a integridade do intestino esta incompleta, podem beneficiar o
neonato, dando suporte ao desenvolvimento e a manutencdo de um amplo repertoério de células
T e linfocitos B em um momento em que a carga de antigenos do ambiente externo aumenta
substancialmente.

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é uma glicoproteina presente no
leite materno, estd em niveis mais elevados no colostro, e seu principal papel é mediar a
angiogénese, porém também tem sido sugerido que o VEGF possa ter efeitos anti-inflamatoérios
(OZGURTAS et al., 2010). Em um estudo realizado por Karatepe et al. (2014), com ratos com
enterocolite necrosante e que receberam VEGF subcutaneo apresentaram menor atrofia das
vilosidades e quantidade menor de edema intestinal, bem como menores niveis de TNF-a e IL-
6 quando comparados aos ratos que ndo foram tratados com VEGF. Em humanos, outro estudo
que avaliou o colostro de 33 puérperas japonesas saudaveis, econtraram concentracdes de
VEGF de 12,6 a 155,0ng/ml (mediana 50,0). A ocorréncia dessa substéancia bioativa sugere que
a mesma possa ser fundamental para o organismo do recém-nascido (KOBATA et al, 2008).
Outro estudo que avaliou as concentragdes de VEGF no colostro também de mulheres saudaveis
encontrou a concentragéo de 992,18 a 243728,5 ng/ml (mediana 5251,53) (JANBAKHISHOV
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et al., 2020). Quando foi feita a comparacao das concentracoes de VEGF em cordao umbilical
comparando obesas com eutréficas, foi verificado que as obesas possuem menor concentragao
desse fator de crescimento. Esse dado sugere que a obesidade materna pode estar relacionada a
diminuicdo da expressdo VEGF que pode desencadear disfuncdo e inflamacdo endotelial
(JANBAKHISHOV et al., 2020). Ja que a obesidade esta relacionada ao alto consumo de
alimentos ndo saudaveis, os dados corroboram com nosso estudo onde um maior consumo de
alimentos ultraprocessados esteve associado a menores concentracdes de VEGF no colostro
materno.

Outro componente presente no LH é o fator de crescimento GM-CSF que atua em
células hematopoiéticas e imunes, na migracdo das células-tronco e estimula a diferenciacdo de
macrofagos e granuldcitos, como também na regulacdo da inflamacdo e autoimunidade
(WILBERS et al, 2018). Em algumas situac@es, esse fator foi descrito como uma citocina que
regula negativamente algumas respotas mediadas pela IL-10, porém ainda de sabe 0 mecanismo
em que esse fato ocorre (WILBERS et al, 2017). O GM-CSF tem papel na regulacéo da resposta
imune e na manutencao da tolerancia imunoldgica atraves da mobilizacdo de células dendriticas
tolerogénicas. Esse amplo espectro de acdo do GM-CSF pode provocar resultados paradoxais
tanto com imunoestimulagdo quanto imunossupressao (VASU et al., 2003; BERNASCONI et
al., 2010; BHATTACHARYA et al., 2015; ZHAN; LEW; CHOPIN, 2019). No caso do
presente estudo houve correlacdo negativa entre esse fator e valores de IMC, ou seja, quanto
maior o IMC menor é a concentracdo desse fator, podendo sugerir uma diminuicdo a tolerancia
imunoldgica a medida que o IMC aumenta. Esse fator ainda é considerado por alguns autores
como uma citocina que também contribui para a regulacdo da ingestdo alimentar e da
homeostase energética pelo sistema nervoso central (LAMBERT et al., 2001; REED et al.,
2005). Ha evidéncias de que 0 GM-CSF esta envolvido em acdes anoréxicas (LEE et al., 2008).

Todos esses compostos bioativos do colostro analisados de forma global, ao serem
representados pelos gréficos em radar, trazem um tipo de andlise diferente dos outros tipos de
gréficos, ja que corresponde a uma observacgéo visual que permite a avaliagdo da contribuicao
relativa de cada componente comparado com os demais, de acordo com a categorizacdo dos
grupos. Apos a andlise visual desses graficos, é possivel observar que no grupo de mulheres
com alto consumo de alimentos ultraprocessados e baixo consumo de alimentos in natura e
minimamente processados nota-se que esses biomarcadores apresentam um perfil mais
irregular de distribuicdo e que a IL-5 e IL-1ra (Th2 e anti-inflamatérias) e IL-17, IL-6, TNF-a

(pré-inflamatéria) tiveram a concentracio alta em mais de 50% das amostras. E importante
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ainda observar que as mulheres com alto consumo de alimentos in natura e minimamente
processados apresentaram nenhuma citocina pro-inflamatdria com alta concentragdo, com
distribuicdo mais regular entre as citocinas anti-inflamatorias, Th2 e pro-inflamatorias.

Estudos a respeito da imunologia do colostro, especificamente, que comparam as
diferengas entre estados nutricionais associados ao consumo de alimentos ultraprocessados e
alimentos in natura e minimamente processados ainda encontram-se escassos na literatura. A
maioria dos estudos que analisam o perfil imunoldgico do colostro em mulheres com obesidade
sdo avaliados no sangue das mulheres e ndo no leite e pouquissimos analisam o consumo
alimentar. Os dados apresentados neste estudo corroboram com grande parte dos dados de
Fujimori et al (2017), também com estudos de Janbakhishov et al (2020), de Charles et al (2011)
e de Laiho et al (2003) que sustentam a hipdtese de que as alteracdes no organismo induzidas
pela obesidade e pelo alto consumo de alimentos ultraprocessados sao capazes de alterar a
composi¢do imune do colostro, porém, ndo ha obje¢des e nem duvidas quanto aos beneficios
do aleitamento materno para o bindmio mae-filho. Vale ressaltar que o aleitamento materno é
indicado e deve ser incentivado mesmo em situacdes de comorbidades, desde que ndo haja
prejuizo a saude da crianca.

A amamentacdo promove efeito protetor a longo prazo e estudos epidemioldgicos
sugerem que o LH reduz o risco de desenvolvimento de doencas autoimunes, como diabetes
mellitus tipo 1 e 2, artrite reumatoide, doenca celiaca, colite ulcerativa e doenca de Crohn
(HANSON, 2007). Também ha estudos que indicam que a amamentacao tem um efeito protetor
contra doencas vasculares cronicas, como hipertensdo, obesidade e/ou resisténcia a insulina
(SINGHAL et al, 2005; MARTIN; GUNNELL; DAVEY SMITH, 2005). Uma meta-analise
mostrou que o LH protege contra tumores infantis, como leucemia linfoblastica aguda, doenca
de Hodgkin e neuroblastoma (MARTIN et al., 2005). Ainda, o colostro € considerado o reforco
imunoldgico natural mais potente conhecido pela ciéncia. A amamentacdo protege os bebés
contra infecgBes por meio de anticorpos e de varios outros fatores bioativos (PALMEIRA,;
CARNEIRO-SAMPAIOQ, 2016). E consenso que o IMC materno é indicador de saude e de
gualidade tanto para mulher quanto para o desenvolvimento e saude do feto, principalmente no
peso ao nascer, ja que a fonte de nutrientes desse lactente tem origem nas reservas de nutrientes
e ingestdo alimentar da mée. Dessa forma deve ser realizado um acompanhamento do ganho
ponderal gestacional incluindo intervengdes nutricionais precoces, eficazes e individualizadas
contribuindo, dessa forma, para um desfecho gestacional favoravel, reduzindo a morbidade

materna e fetal e, ainda, favorecendo o aleitamento materno. Ainda, deve-se considerar que a
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obesidade também predispde a mée a desenvolver outras doencgas cronicas ndo transmissiveis
associadas a obesidade como DMG e DHEG (SALLIS et al., 2016).

Ainda, a obesidade materna, além de representar risco para parto cesarea, ainda pode
resultar em resisténcia subclinica a insulina e predispor o lactente a hipoglicemia neonatal
(TURNER et al., 2019). O tipo de nascimento também pode afetar a satide imunoldgica da prole
na vida adulta. Dependendo do tipo de parto cesarea ou vaginal pode-se alterar o perfil de micro
RNA (miRNA) do colostro. O parto cesareo € um potencial fator de risco para doencas
inflamatdrias e relacionadas ao sistema imunol6gico em criancas devido a desregulacdo na
expressdao de miRNA (YERLIKAYA et al., 2021). Em curto prazo, pode gerar respostas como
a expressdo reduzida de inflamacdo marcadores no recém-nascido. Partos de cesarea estéo
associados a um maior risco de o recém-nascido desenvolver doencas imunoldgicas como asma,
alergias, diabetes tipo 1 e doenca celiaca (CHO; NORMAN, 2013)

A presente pesquisa apresentou como limitacdo o nimero de participantes do projeto, ja
que em decorréncia da pandemia e isolamento social, impossibilitaram o0 aumento do nimero
de mulheres da pesquisa. Outra limitacdo é que muitas participantes foram descartadas do
estudo em vista de ndo conseguirem retirar mais que 2mL do fluido, pois a coleta sempre era
realizada no periodo da tarde, turno em que a mulher apresenta menor producéo de colostro em
contraste do que ocorre com o periodo da manha. Assim, o turno em que ocorre a coleta desse
colostro pode influenciar na concentracdo desses compostos. Também ndo foi possivel realizar
nossa coleta ap0s o parto para verificar se houve homeostase entre as citocinas, o fatores de
crescimento e as quimiocinas presentes no leite materno e como esses biomarcadores
interferiram no desenvolvimento e na salde da crianga.Um estudo com maior nimero de
participantes eutrdficas, sobrepeso e obesas para que se possa estratifica-las em maiores grupos
com categorias de faixas de ganho de peso para verificar os impactos do ganho peso em
diferentes estados nutricionais e seus efeitos no comportamento das citocinas, fatores de
crescimento e quimiocinas no colostro materno. Ainda acompanhar o consumo de alimentos
ultraprocessados e in natura/ minimamente processados pds alta hospitalar. Porém, vale
ressaltar que este estudo foi importante para investigacdo da influéncia da obesidade e consumo
de alimentos ultraprocessados nos compostos imunes do colostro materno, visto que avaliou
biomarcadores do colostro de mulheres eutrdficas, sobrepeso e obesas. Outros estudos que
analisam a concentracdo desses compostos no sangue de recém-nascidos de mées com alto
consumo de ultra processados devem ser considerados uma vez que estudos que envolvem

consumo alimentar e sua associacdo com colostro materno sdo escassos, ainda mais
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considerando o desfecho de como serd o comportamento desses compostos imunes no sangue
do bebé.

CONSIDERACOES FINAIS

Nossos achados confirmam a hipOtese de que um alto consumo de alimentos
ultraprocessados ocasiona mudancas nas concentracdes de citocinas, de fatores de crescimento
e de quimiocinas no colostro humano, desequilibrando a homeostase entre citocinas
inflamatorias e anti-inflamatorias. Mesmo com essas alteracGes observadas, o leite materno
continua sendo a mais completa fonte de nutrientes que confere também protecéo para o recém-
nascido. Assim, sdo necessarios mais estudo que deem continuidade a pesquisa com um maior
namero amostral, que seja possivel a estratificacdo de grupos separados por estado nutricional
com diferentes tipos de ganho de peso, e que também possibilite a realizacdo de intervencdes
nutricionais preventivas nessas mulheres a fim de minimizar os impactos de uma ma qualidade
alimentar e da obesidade. Também se fazem necessarios mais estudos para recomendac6es de
ganho de peso estratificados por percentil para cada estado nutricional, a fim de evitar que
gestantes no quartil superior da eutrofia e do sobrepeso, por exemplo, mudem para a

classificacdo de sobrepeso e de obesidade, respectivamente.
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Anexo 2 - Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Projeto: ASSOCIACAO DO ESTADO NUTRICIONAL E CONSUMO ALIMENTAR
MATERNO-INFANTIL A COMPOSICAO DO LEITE HUMANO E SAUDE NO POS
PARTO.
Pesquisadores Responsaveis: Tatiani Uceli Maioli e Luana Caroline dos Santos. Instituicdo:
Universidade Federal de Minas Gerais
Telefone para contato: (31) 3409-8036
Nome do voluntario: DN:. [/ [/

A Sra. esta sendo convidada a participar do projeto de pesquisa, de responsabilidade das
pesquisadoras Tatiani Uceli Maioli e Luana Caroline dos Santos.

O presente estudo tem como objetivo avaliar o estado nutricional e o consumo alimentar de
puérperas do Hospital Risoleta Tolentino Neves de Belo Horizonte — Minas Gerais e Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais, dentro do periodo de 48 horas pos-
parto. Para tal, serdo aplicados questionarios para avaliacdo do consumo alimentar
(Questionario de Frequéncia Alimentar) e medidas serdo aferidas (peso, altura e
circunferéncia do braco). A presenca de edema (acumulo de liquido no corpo) sera averiguada
por meio de observacdo. Informac6es adicionais serdo coletadas nos prontuarios médicos e
cartdo nutricional da gestante. Para uma sub amostra das participantes, serdo coletadas
amostras de leite materno para posteriores analises.

Sua participacdo nesse projeto ndo é obrigatdria e a qualquer momento vocé pode
desistir de participar e retirar 0 seu consentimento. Destacamos que sua recusa nao acarretara
nenhum prejuizo em sua relacdo com o pesquisador ou com a instituicdo. Os dados obtidos
serdo analisados estatisticamente para construcao de trabalho cientifico e todas as informacdes
pessoais obtidas sdo confidenciais e ndo serdo divulgadas, garantindo sua privacidade. A
participacdo no projeto apresenta nenhum tipo de risco para sua salde. Caso exista qualquer
duvida, os responsaveis poderdo ser contatados nos telefones citados acima, inclusive com

ligacGes a cobrar.

Eu, , RG

n° , declaro ter sido informada e concordo em participar, como

voluntéria, do projeto de pesquisa acima descrito.

Belo Horizonte, de de 201
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Assinatura do paciente Assinatura do responsavel

COEP — Comité de Etica em Pesquisa
Avenida Antonio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il — 2° andar, Campus
Pampulha — Belo Horizonte — MG — Brasil, CEP: 31.270-901. Telefone/FAX:3409-
4592 — Email: coep@prpg.ufmg.br
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Anexo 3 — Questionario aplicado
PROTOCOLO DE COLETA DE DADO

Data da entrevista: _ / [ n? do questionario:

DADOS SOCIODEMOGRAFICOS DA MAE

Nome:

Endereco: Telefone:

Data de nascimento: __ / /[ Idade: Ocupacdo profissional: (0) remunerado(1) ndo remunerado
N2 GestacOes: N2 Partos: N2 Abortos: N2 moradores/domicilio: Renda familiar/més:

Escolaridade: (0) ndo alfabetizada (1) apenas alfabetizada Fundamental: (2) incompleto (3) completo

Médio: (4) incompleto (5) completo  Superior: (6) incompleto (7) completo

Estada Civil: (0) solteira (1) casada ou unido estavel (2) separada ou divorciada (3) vidva

Comorbidades prévias a gestacdo:
DM () HAS() DCV() Obesidade() Neoplasia() Dislipidemias ()

()Outros :

Ha quanto tempo?

PRE-NATAL, PARTO E RECEM-NASCIDO

N2 consultas pré-natal: Datadoparto: _ / / Idade Gestacional (semanas):

Intercorréncias na gestacdo: (0) ndo (1) sim Quais:

Intercorréncias no parto: (0)ndo (1) sim Quais:

Parto: (0) normal (1) cesarea (1) forceps Idade do RN (dias): Apgar:
Circ. cefalica nascimento (cm): Peso ao nascer do RN (g): Comprimento ao Nascer (cm):
Intercorréncias ao nascer: (0) ndo (1) sim Quais: Peso atual do RN (g):

AVALIACAO ANTROPOMETRICA

Altura (m): Peso pré-gestacional (kg): Peso atual (kg): CB (cm):

Ganho de peso gestacional (kg): Edema atual: (0) ndo (1) sim  Grau de edema: (0) + (1) ++ (2) +++ (3) ++++
IMC pré (Kg/m?): IMC atual (Kg/m?):

Atividade fisica (gestacdo): (0) ndo (1) sim Modalidade:

Frequéncia/semana Duragdo por atividade

USO DE MEDICAMENTOS / SUPLEMENTOS

Uso de medicamentos durante a gestacdo: (0) ndo (1) sim  Quantos?

Nome: Nome: Nome: Nome:
Dosagem: Dosagem: Dosagem: _ Dosagem:
Tempo de uso: Tempo de uso: Tempo de uso: Tempo de uso:

Uso de suplementos nutricionais na gestacdo: (0) ndo (1) sim  Quantos?

Nome: Nome: Nome: Nome:

Dosagem: Dosagem: Dosagem: Dosagem:

Tempo de uso: Tempo de uso: Tempo de uso: Tempo de uso:
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DADOS SOBRE DIABETES

Possui diabetes? { ) Sim | ) Néao

Se sim, qual tipo? Tipo I { ) Tipo Il ( ) Gestacional ( )

Medicamentos utilizados:

CONSUMO ALIMENTAR (ULTIMO MES):

Quantas pessoas utilizam o sal, agticar e 6leo consumidos no més? pessoas.
Quantos quilos de sal foram utilizados no ultimo més na sua casa? () Ndo sabe.
Quantos quilos de acucar foram utilizados no ultimo més na sua casa? ( )N&o sabe.
a) Frutas b) Verduras ¢) Legumes

Com aue frequéncia Nimero de vezes Numero de vezes Numero de vezes

vgcé con?eu (1)Diario (2)Semanal (1)Diério (2)Semanal (1)Diario (2)Semanal

' (3)Mensal (4)Raro (5)Nunca (3)Mensal (4)Raro (5)Nunca (3)Mensal (4)Raro (5)Nunca
Di ivel :
isponivet por dias/semana dias/semana dias/semana

Leite
Tipo:( )Integral( )Desnatado( }Semi desnatado (
JZero Lactose

( )NUmero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca
Quantos copos de leite vocé toma por dia? mL
(copo duplo: 250 mL — copo americano: 150 mL)

Derivados (queijo,iogurte,etc.)
Tipo: (1)Integral (2)Desnatado

[ )Numero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca

Carnes em geral ( INUmero vezes (1)Dia (2)5Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca
Frango ( )Numero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca
Peixe Raro (5)Nunca

Embutidos (salsicha,salame,etc.)

( INUmero vezes (1)Dia (2)5emana (3)Més (4)Raro (5)Nunca

Biscoitos salgados e doces

( JNUmero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca

Biscoitos recheados

)
)
( )NUmero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4
)
)
)

( )Numero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca

Sorvete (exceto picolé)

( )NUmero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca

Frituras

{ )NUmero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca

Salgados (empada, pastel,etc.)

[ )NUmero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca

Salgadinhos tipo “chips”

( )Numero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca

Sanduiches (hamburguer,etc.)

( )NUmero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca

Maolhos (maionese,salada,etc.)

( INUmero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca

Banha de porco

( JNUmero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca

Oleo vegetal (soja/oliva)

{ )NUmero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca

Suco artificial e/ou refrigerantes

( INUmero vezes (1)Dia (2)5emana (3)Més (4)Raro (5)Nunca

Temperos industrializados

— |t |z [ | | o= [ |2 [ [ | = | = | | | | =

( INUmero vezes (1)Dia (2)Semana (3)Més (4)Raro (5)Nunca
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Anexo 4 - Manuscript to be submitted to Immunology Letters Journal

Maternal nutritional status and food intake interfere with the bioactive compounds of 4
human colostrum
Jinea Regina Pires Drews!, Ana Carolina de Sena Avellar? , Mariana Naves Silva de

Oliveira® Elaine Spezialli*, Ana Maria Caetano de Faria® e Tatiani Uceli Maioli *

1- Departamento de Nutricdo, Programa de Pos-graduacdo em Nutricdo e Salde,
Universidade Federal de Minas Gerais, Brasil.

2 — Mestre em Nutricdo Clinica e Experimental (2021) pela UFMG.

3 - Mestre em Nutricdo e Salude (2019) pela UFMG, na linha de pesquisa de Bioguimica e
Imunologia
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5 - Departamento de Bioquimica e Imunologia, Universidade Federal de Minas Gerais, Brasil

*Autor Correspondente:
Tatiani Uceli Maioli
Email: tatianimaioli@gmail.com

Telefone: 31 34099858/ 31 34092630

RESUMO
Introducéo: O leite humano é considerado a fonte ideal de nutricdo para o recém-nascido. Nos

sete primeiros dias de vida, esse recém-nascido recebe o colostro que contém as maiores
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porcdes de compostos imunes essenciais para a maturacdo do trato gastrointestinal e sistema
imunologico infantil. Porém, alguns fatores, como obesidade materna e consumo de alimentos
ultraprocessados, podem vir a alterar a concentracdo desses compostos imunes do colostro.
Diante desse contexto, torna-se relevante avaliar alteracbes nas concentragcbes desses
compostos imunes presentes no colostro de acordo com o estado nutricional materno e na
presenca de consumo de alimentos ultraprocessados, uma vez que essas mudangas podem
impactar no desenvolvimento do sistema imune do recém-nascido. Objetivo: O presente
trabalho tem por objetivo verificar se 0 consumo materno de alimentos ultraprocessados, e se 0
estado nutricional materno interferem na composi¢do imune do colostro. Métodos: Estudo
transversal retrospectivo, realizado com trés grupos de mulheres internadas no pos-parto
imediato em Maternidade referéncia em Belo Horizonte. Os grupos foram divididos de acordo
com o estado nutricional pré-gravidico: eutrofia, sobrepeso e obesidade. Foram reunidos dados
socioecondnimos, de salde e antropométricos da caderneta da gestante e avaliacdo no pés-
parto. Ainda, no pos-parto, foram coletadas dessas mulheres cerca de 2 mL de colostro para
analise das concentracBes de citocinas, fatotres de crescimento e quimiocinas através de
imunoensaio multiplex. Resultados: Participaram do estudo 32 mulheres, sendo que 31,25%
dessas mulheres apresentaram ganho de peso insuficiente, 37,5% tiveram ganho de peso
adequado e 31,25% ganho de peso excessivo durante a gestacdo. A média e desvio padrdo da
idade das mulheres da amostra foi de 27,84 £6,25 respectivamente. O grupo de mulheres com
obesidade € o que consome menos alimentos in natura e mais ultraprocessados. Mulheres com
alto consumo de ultraprocessados possuem menores concentracfes de VEGF e FGF-basic,
porém maior concentracdo de IL-10. As mulheres com maior consumo de alimentos in natura
possuem maior concentragdo de IL-7. Em um estudo geral, observou-se que mulheres com
maior consumo de ultraprocessados apresentam maior frequéncia de producdo de citocinas

inflamatdrias e menor frequéncia das citocinas anti-inflamatérias e Th2. Conclusdo: Nessa
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perspectiva, os dados obtidos no trabalho confirmam a idéia de que um alto consumo de
alimentos ultraprocessados ocasiona mudancas nas concentragdes de citocinas, de fatores de

crescimento e de quimiocinas presentes no colostro humano.

Palavras-chave: Gestantes, obesidade, colostro, ultraprocessados e compostos imunes.

ABSTRACT
Introduction: Human milk is considered the ideal source of nutrition for the newborn. In the
first seven days of life, this newborn receives the colostrum that contains the largest portions of
immune compounds essential for the maturation of the gastrointestinal tract and infant immune
system. However, some factors, such as maternal obesity and consumption of ultra-processed
foods, may change the concentration of these immune compounds in colostrum. In this context,
it becomes relevant to evaluate changes in the concentrations of these immune compounds
present in colostrum according to maternal nutritional status and in the presence of consumption
of ultra-processed foods, since these changes can impact the development of the newborn's
immune system. Objective: This study aims to verify whether maternal consumption of ultra-
processed foods and whether maternal nutritional status interfere with the immune composition
of colostrum. Methods: Retrospective cross-sectional study, carried out with three groups of
women hospitalized in the immediate postpartum period in a reference maternity hospital in
Belo Horizonte. The groups were divided according to pre-pregnancy nutritional status:
eutrophic, overweight and obese. Socioeconomic, health and anthropometric data from the
pregnant woman's book and postpartum evaluation were gathered. Also, in the postpartum
period, about 2 mL of colostrum were collected from these women for analysis of the
concentrations of cytokines, growth factors and chemokines through multiplex immunoassay.

Results: 32 women participated in the study, 31.25% of these women had insufficient weight
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gain, 37.5% had adequate weight gain and 31.25% had excessive weight gain during pregnancy.
The mean and standard deviation of the age of the women in the sample was 27.84 + 6.25
respectively. The group of obese women is the one that consumes less in natura and more ultra-
processed foods. Women with high consumption of ultra-processed foods have lower
concentrations of VEGF and FGF-basic, but higher concentrations of IL-10. Women with
higher consumption of fresh foods have higher concentrations of IL-7. In a general study, it was
observed that women with higher consumption of ultra-processed products have a higher
frequency of production of inflammatory cytokines and a lower frequency of anti-inflammatory
cytokines and Th2. Conclusion: In this perspective, the data obtained in this work confirm the
idea that a high consumption of ultra-processed foods causes changes in the concentrations of

cytokines, growth factors and chemokines present in human colostrum.

Keywords: Pregnant women, obesity, colostrum, ultra-processed foods and immune
compounds.
INTRODUCTION

As soon as a baby is born, it is exposed to the external environment inhabited by a range
of antigens such as viruses, bacteria, fungi and environmental antigens from which it was
isolated and protected in the placenta (AALTONEN et al., 2011; ATYEO; ALTER , 2021).
Human milk (HM) represents the continuity of nutrition offered in the mother's womb, in
addition to a variety of bioactive compounds that contribute to the maturation of the still
immature gastrointestinal tract and immune system, and also influence child growth and
development (JAGIELLO; CHERTOK, 2015; MARTIN et al., 2005; VICTORIA et al., 2016).
Cytokines, mainly IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, interferon gamma (IFN-y) and TNF-a directly
participate in the development of secondary immune organs (NOLAN; PARKS; GOOD ,

2019).
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In the first six months of the baby's life, breastfeeding should be the only and exclusive
source of nutrients (WHO, 2001). No other food or even infant formula is able to offer the infant
all the components present in LH. Furthermore, it is through colostrum that newborns receive
the largest amounts of components of the immune system and molecules that help in its
development (HURLEY et al., 2011; DEMERS-MATHIEU et al., 2018).

In addition, babies receiving LH, in addition to benefiting from nutrients that modulate
the intestinal microbiota, have bifidobacteria as the dominant microbiota, whereas those
receiving infant formula do not (WOPEREIS et. al., 2014; XIMENEZ; TORRES , 2017).

If the pregnant woman carrying this fetus is obese, she may have compromised glycemic
control and blood pressure during pregnancy, which may trigger complications and even
diseases such as Hypertensive Disease Specific to Pregnancy - (HDP) and/or Gestational
Diabetes Mellitus (GDM) (WANG et al., 2022). Obesity has the ability to cause dysregulation
of maternal immune tolerance or compromise the proper immune regulation of the placenta that
can result in a series of obstetric complications that can range from early pregnancy loss to
preeclampsia, and even growth restriction. intrauterine (TONG; ABRAHAMS, 2020).

Obesity is also related to the high consumption of unhealthy foods, ultra-processed foods
that have a higher content of sugar, sodium and saturated fat compared to fresh and minimally
processed foods. Maternal consumption of ultra-processed foods during the period of child
development was associated with an increased risk of overweight or obesity in offspring,
regardless of maternal and offspring lifestyle risk factors. This risk is independent of children's
consumption of ultra-processed foods and physical activity (WANG et. al., 2022).

More importantly, the consumption of ultra-processed foods has also been associated
with changing the nutritional composition of LH, which is essential to meet the specific needs
of the infant. The consumption of ultra-processed foods can impact, for example, on vitamin E

biomarkers during lactation, which may promote a reduction in the supply of vitamin E for both
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women and for the LH source of nutrients for the newborn (AMORIM et al., 2022). This high
consumption of ultra-processed foods, also related to obesity, can alter immunological
compounds in the colostrum of obese women, such as, for example, increasing TNF-o and IL-
6 concentrations (FUJIMORI et al., 2017).

Thus, due to the importance of nutritional care in the context of maternal and childcare,
it is necessary to observe whether there are changes in immune compounds in colostrum as a
result of maternal consumption of ultra-processed foods and maternal nutritional status, since
these immune compounds are essential for the proper development of the newborn's immune
system.

METHODS

The study has a retrospective cross-sectional character and was developed from data
collection at the public Maternity Hospital Risoleta Tolentino Neves located in Belo Horizonte,
Minas Gerais. The project was approved by the ethics committee of Hospital Risoleta Tolentino
Neves.

The present work was explained to the women and the participation of these 32 women
was voluntary, and they could withdraw from the project at any time. These women received
and signed the informed consent form in two copies.

The sample consisted of 32 women divided into three groups 1) Eutrophic pre-
pregnancy BMI women (n=17); 2) Overweight pre-pregnancy BMI women (n=7); 3) Obese
pre-pregnancy BMI women (n=8) according to information recorded in the medical records. In
addition to colostrum collection, these puerperal women also completed a structured
questionnaire containing sociodemographic and anthropometric data on pre- and post-
gestational status and the presence of any intercurrence during pregnancy and food consumption

questionnaire.



150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

77

The variables observed in the study were: pre-gestational and immediate postpartum
nutritional status, through height, weight and subsequent BMI calculation, weight gain during
pregnancy and concentration of cytokines, growth factors and chemokines in colostrum . The
sample exclusion criteria were puerperal women under 18 years of age, women with infectious
diseases during pregnancy, use of antibiotics during pregnancy, gestational age at delivery of
less than 36 weeks, twin pregnancies and also those who were unable to donate at least 2mL of
colostrum.

After completing the questionnaire, samples of colostrum were extracted from one of
the breasts of these women and these samples had a minimum volume of 2mL that were stored
in 15ml Falcon-type conical tubes with identification of the participant number following the
questionnaire number, date of collection and then the samples were stored under refrigeration
in a thermal box.

Step 1: Centrifugation and storage of the supernatant

Immediately after collection, the samples were sent to the Immunobiology laboratory at
the Federal University of Minas Gerais (UFMG), where they were processed. The initial
processing step consists of centrifugation at a speed of 5009 for 10 minutes in a centrifuge with
refrigeration at 4°C. After this procedure, the samples remained in a three-phase division, the
upper content with a cream appearance was discarded, the supernatant was removed, aliquoted
ina 1.5mL conical tube and stored in a freezer at -80°C for the analysis of the next steps and in
the third phase remained the cell content which was performed to quantify the total number of
cells for further studies.

Step 2: Measurement of cytokine and chemokine concentration — Luminex

Luminex immunoassay technology enables the synchronous quantification of up to 142
proteins present in serum, plasma, tissue culture supernatant, cell lysate or breast milk, which

is the case of this study. The kit from BioRadLaboratories (Bio-Plex® Pro Human Cytokine
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Standard) was used to detect and quantify cytokines, growth factors and chemokines present in
colostrum. In sequence, the fluorescence reading was performed in the Luminex equipment
(BioPlex 200, Bio-Rad).

Thirty-two colostrum samples were thawed in a water bath at 37°C and then
homogenized in a vortex for 5 seconds. It was necessary to filter the samples due to the presence
of particles, debris, in the sample after thawing to prevent these particles from influencing the
detection and quantification of cytokines, growth factors and chemokines in the fluid. After
that, these samples were again homogenized in vortex for 5 seconds and centrifuged at
14,000xg, for 5 minutes at room temperature. 50uL of these samples were added to the Luminex
assay plate containing 50uL of the pool of beads, washed twice with 100uL of washing buffer
and incubated overnight at 4°C with shaking. On the following day, 25uL of detection antibody
were added to each well and the samples were incubated for 30 minutes under agitation, at room
temperature and protected from light. Samples were washed with 100uL of wash buffer. In
sequence, 50uL of the conjugate (Streptavidin) were added to each of the wells and the samples
were again incubated for 30 minutes while stirring at room temperature and protected from
light. They were once again washed with 100uL of wash buffer, resuspended with 125uL of
assay buffer and homogenized for 10 minutes. Finally, the samples were allocated in the Bio-
Plex 200 equipment (Bio-Rad) using the LuminexxPONENT software version 3.1.

Then, the data were evaluated using the Bioplex™ software (Bio-Rad). The panel of
cytokines, growth factors and chemokines detected by the kit consisted of: CCL-11, IL-1ra, IL-
18, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, CXCL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, CXCL-10,
CCL-2, CCL-3, CCL-4, CCL-5, TNF- a, IFN-y. The concentrations of cytokines, growth
factors and chemokines were calculated according to the standard curve for each one

individually. Those samples that read below the detection level the value 0 was used in the
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analysis and the detection level of cytokines, growth factors and chemokines varied by
compound.

Statistical analysis

The data from the applied questionnaire were tabulated with the help of the Microsoft
Excel Professional Plus program version 2016 and after univariate and multivariate descriptive
analyzes were performed with the help of the GraphPad Prism (PRISMA) program version
8.0.1 and also the Statistical Package for the Social Sciences program (SPSS) version 14 and
Excel Professional Plus version 2016. With the aid of PRISMA, the Kolmogorov-Smirnov test
was performed in order to assess the normality or otherwise of the variables and Spearman
correlation tests, Excel was used to assess the central tendency (means and medians) and
dispersion (standard deviation, minimum and maximum values). Using SPSS, Chi-square tests
were applied to estimate the association between two qualitative variables, then the Bonferroni
correction was applied, with the aim of identifying statistical significance in some variables.

One Way ANOVA test was applied to identify whether the average weight gain during
pregnancy, of the different nutritional statuses, showed statistically significant differences. The
relative frequency to assess weight gain by each nutritional status group was also applied. Those
that presented p<0.05 for all tests performed were classified as statistically significant results.

Spearman regression was performed for consumption of ultra-processed foods and
cytokine concentration in colostrum, and for BMI value and cytokine concentration in
colostrum. Having the statistically significant results those that presented p<0.05.

Radar charts
Radar graphs were constructed in order to identify the frequency of samples classified as low
(< global median) and high (> global median) for levels of cytokines, chemokines and growth
factors. The cut-off point considered for this classification was the global median of each

component. This analysis brings the overall balance between cytokines, chemokines and growth
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factors. Each axis of the graph represents the percentage of women who have production of
cytokines, chemokines and growth factors in maternal colostrum above the overall median of
the study population. By connecting the values of each axis, a central polygonal area is formed
that portrays the global balance, as a reference there is the central circle that represents 50% of
the frequency of these components. A larger or smaller central polygonal area represents a
greater or lesser contribution of the components (SILVEIRA-NUNES et al., 2017).

RESULTS

The study population consisted of 32 women who expressed interest in participating in
the project and met the inclusion criteria, set out in Table 1.

For characterization purposes, these women were divided into 3 groups according to
their pre-gestational nutritional diagnosis, one group of eutrophic women (N=17; 53.13%),
another group of overweight women (N=7; 21.8%) and a third group composed of obese women
(N=8; 25.07%). However, at the end of pregnancy, the women were divided into 4 groups: 1
low-weight woman, 9 eutrophic women, 9 overweight women and 13 obese women.

The age range of the sample ranged from 18 to 44 years old, with the mean and standard
deviation of this variable being calculated for the eutrophic, overweight and obese groups,
respectively (24.88 £ 5.28), (32.43 £ 4.79 ) and (30.12 £ 6.87).

Furthermore, we evaluated per capita income as described in the methodology, and
observed that income below 1 minimum wage corresponded to 71.87% of the sample (N=23).
However, part of the participants did not know how to quantify the monthly family income
(N=9; 28.13%).

In parallel to information on income, there was an indication of the participants'
education, which was categorized as literate, elementary school (incomplete or complete),
secondary education (incomplete or complete) and higher education (incomplete or complete).

Thus, only one participant declared herself to be literate (N=1; 3.13%), for elementary school
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there was a statement from 6 women (18.75%), the highest percentage corresponded to women
who declared having secondary education (N =18; 56.25%), and 21.87% of them indicated
schooling as higher education (N=7). Another categorized variable was the marital status of the
participants, classified as married/stable union, single/divorced or widowed. Of these, 40.63%
declared to be single/divorced (N=13), while 53.12% declared to be married/stable union
(N=17), and only 3.12% declared to be widowed (N=1).

Among the variables with an impact on quality of life, the participants were asked about
the practice of physical activity during pregnancy. At this point, we observed that 59.37% of
the participants did not practice physical activity (N=19) while 40.62% of the volunteers
declared this practice (N=13). Among the volunteers who practiced some physical activity
during the gestational period, less than half of the eutrophic women were active 41.18% (N=7)
of the overweight group only 28.57% (N=2), on the other hand half of the obese (N=4), and
50% remained active.

It was also observed that 50% of the sample used some medicine and supplement during
the gestational period, prescribed or not for that period (N=16).

Since prenatal care is an important follow-up during pregnancy, we observed that 64.70% of
the volunteers in the eutrophic group (N=11), 100% of the participants in the overweight group
(N=7), and 75% of the women in the obesity group (N=6), had 6 or more consultations during
the gestational period. Gestational weight gain should be indicated according to the pre-
gestational nutritional status. In this case, 31.25% had insufficient weight gain (N=10), 37.5%
had adequate weight gain (N=12) and 31.25% gained excessive weight during pregnancy

(N=10).
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Table 1: Clinical and socio-demographic characteristics of the population (n=32).
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Total Eutrophy Overneight Obesity Value*
Variables (n=32) (n=17) (=7 (n=8) P
Matemal age ** (27,84 £6,25) (24,88 15,28) (32,43 £4,79) (30,12+6,87) 0,0104
Per capita income
Less than 1 salary 23 (71,87%) 13 (76,47%) 5 (71,42%) 5 (62,5%) 0.769
They didn't know how to inform 9(28,13%) 4 (23,52%) 2 (28,57%) 3(37,5%) '
Education
Elementary 6 (18,75%) 2 (11,76%) 3 (42,86%) 1 (12,5%)
High school 18 (56,25%) 11 (64,70%) 2 (28,57%) 5 (62,5%) 0,491
Higher 7(21,87%) 3 (17,64%) 2 (28,57%) 2 (25%)
Marital status
Married/Stable Union 17 (53,12%) 4 (23,53%) 4 (57,14%) 3(37,5%)
Single/Divorced 13 (40,63%) 13 (76,47) 2 (28,57%) 5 (62,5%) 0,109
Widow 1(3,12%) 0 1 (14,29%) 0
Physical activity during pregnancy
No 19 (59,37%) 10 (58,82%) 5 (71,42%) 4 (50%) 0.699
Yes 13 (40,62%) 7 (41,18%) 2 (28,57%) 4 (50%) '
Medication use during pregnancy
No 16 (50%) 8 (47,06%) 3 (42,86%) 5 (62,5%) 0.704
Yes 16 (50%) 9 (52,94%) 4 (57,14%) 3(37,5%) '
Supplementation during pregnancy
No 16 (50%) 8 (47,06%) 4 (57,14%) 4 (50%) 0.904
Yes 16 (50%) 9 (52,94%) 3 (42,86%) 4 (50%) '
Pre-pregnancy nutritional status 32 17 7 8 0,001
Gestational weight gain
Insufficient 10 (31,25%) 8 (47,06%) 1 (14,29%) 1(12,5%)
Adequate 12 (37,5%) 7 (41,18%) 4 (57,14%) 1 (12,5%) 0,017
Excessive 10 (31,25%) 2 (11,76%) 2 (28,57%) 6 (75%)
Number of prenatal appointments
< 6 appointments 8 (25%) 6 (52,94%) 0 2 (25%) 0.008
> 6 appointments 24 (75%) 11 (64,70%) 7 (100%) 6 (75%) '
Type of childbed
Normal 21 (65,63%) 12 (70,59%) 5 (71,42%) 4 (50%) 0.561
Cesarean section 11 (34,37%) 5 (29,41%) 2 (28,57%) 4 (50%) '
Gestational age at delivery *** 39 (36-41) 39 (36-41) 39 (36,41) 38 (37,40) 0,227
Newbom Birth Weight ** (3,15+0,43) (3,15+0,42) (3,15+0,56) (3,19+0,44) 0,406

* p value Chi-square tests with Bonferroni correction (p<0.05) ** values expressed as mean and standard deviation
*** yalues expressed as median (minimum and maximum values).

When we obtained information related to the type of delivery, we observed that, for the

most part, the participants declared the birth of their children by normal delivery. This majority

was also observed in the three groups of the present study, with 70.59% in the eutrophic group
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(N=12), 71.42% in the group of overweight participants (N=5) and 50% of the volunteers in
the obesity group (N=4).

When evaluating the gestational age at the delivery outcome, we noticed that the women
who presented a nutritional status of eutrophy and overweight had the same median of 39 and
variation between 36-41 weeks. While those in the obesity group were associated with a lower
median of 38 weeks, with a maximum gestational age of 40 weeks. Even so, regardless of
gestational age, there was no variation in the birth weight of neonates between groups.

Nutritional Status and Chronic Noncommunicable Diseases

At the end of the pregnancy, 40.63% (n = 13) of the women were obese. Of this final
group of women with obesity, 61.54% (n = 8) developed some non-communicable chronic
disease. Of the initial group of women who started the pregnancy obese, 100% remained in the
obesity classification and all these 8 pregnant women who started the pregnancy obese

developed one or two chronic diseases, in addition to obesity itself (Table 2).

Table 2: Relationship of Pre-Gestational Nutritional Status with Comorbidities and BMI (n=32).
Total Lowweight Eutrophy Overweight  Obesity

1 *
Variables (n=32 ) p Value
Nutritional status in pregnancy outcome 32 (100%) 1 9 9 13 0,001
Presenca de Doenga
Does not have (usual risk) 4 0 4 0 0
GDM 5(15,62%) 0 1 2 2 0.001
HDP 6 (18,75%) 0 2 2 2 '
GDM + HDP 7(2187) O 0 3 4
Pre-pregnancy Nutritional Status (n=32) (n=0) (n=17) (n=7) (n=8)

Weight gain

Insufficient 10 (31,25%) 0 8(47,06%) 1(14,29%) 1(12,5%)
Adequate 12 (37,5%) O 7(41,18%) 4(57,14%) 1(12,5%) 0,017
Excessive 10 (31,25%) O 2(11,76%) 2(28,57%) 6 (75%)

* p value Chi-square tests with Bonferroni correction (p<0.05)

Regarding gestational weight gain, (Figure 1) the group of eutrophic pregnant women
presented low weight gain or adequate weight gain for the most part. In the group of overweight
women, the distribution was between adequate weight gain and excessive weight gain. The

group of obese pregnant women represented the highest percentage of excessive weight gain.
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Figure 1: (A) Comparison between the amount of weight gain in women (kg) during pregnancy by each nutritional
status using the ANOVA One Way test. (B) Comparison between the amount of weight gain in women by means
of relative frequency for each nutritional status.

Food consumption according to the nutritional status of women

According to Table 3, 75% of obese women consume in natura or minimally processed
foods below the recommended average (frequency less than 6 times a day) and most of this
group (62.5%) consume ultra-processed foods above the Brazilian average (more than 2 times
a day). Although in the sample of the present study there is no statistical difference, obese
women consume less in natura and more ultra-processed foods in relation to the other two
groups.

Table 3: Food consumption in portions of fresh/minimally processed foods and ultra-processed foods.

Total Eutrophy Overweight Obesity
Variables (n=32) (n=17) (n=7) (n=8) Value p
Consumption of In Natura/Minimally Processed
Below the recommended frequency < 6 20 (62,5%) 10 (58,82%) 4 (57,14%) 6 (75%) 0.699
Above the recommended frequency > 6 12 (37,5%) 7 (41,18%) 3 (42,86%) 2 (25%) '
Median 5,44 (1,44;10,86) 4,44 (1,31;7,87) 5,29 (3,73;10,58)
Average 5,92 (+2,86) 4,84 (+2,36) 6 (+2,43)
Consumption of ultra-processed products
Below the Brazilian average < 2 19 (59,37%) 10 (58,82%) 6 (85,71%) 3 (37,5%)

0,038

Above the Brazilian average > 2 13 (40,62%) 7 (41,18%) 1 (14,29%) 5 (62,5%)
Median 1,72 (0,38;8,75) 0,43 (0,14;2,68) 2,59 (0,23;10,32)
Average 2,28 (+2,86) 0,79 (+0,89) 2,97 (£3,22)

* p value Chi-square tests with Bonferroni correction (p<0.05) ** values expressed as mean and standard deviation
*** yalues expressed as median (minimum and maximum values).
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The values of cytokine and chemokine concentrations found in maternal colostrum are

described in Table 4.

In the present work, 27 cytokines and chemokines grouped into Th2 and anti-

inflammatory, Th1 and growth factors were evaluated.

Table 4: Cytokine and chemokine range of values stratified by nutritional status.

Cytokines EUTROPHICS OVERWEIGHT OBESITY p Value*
Median (Min; Max) (pg/mL) | Median (Min; Max) (pg/mL) | Median (Min; Max) (pg/mL)
Anti-inflammatory / Th2
IL-4 0,26 (0;0,59) 0,34 (0,11;2,26) 0,19 (0;1,28)  0,3046
IL-5 19,45 (10,42;30,32) 18,13 (9,16;30,32) 13,97 (3,23;24,87)  0,2659
IL-9 0 (0;2918,97) 0 (0;2366,75) 0 (0;1613,86) 0,843
IL-10 0 (0;4,77) 1,84 (0;9,18) 0 (0;2,76) 0,016
IL-13 0(0;0,14) 0(0;0,51) 0(0;0,62)  0,1099
IL-1ra 529,73 (135,98;749,18) 0 (0;478,28) 161,53 (0;526,76) 0,0003
Growth factor
IL-2 0,93 (0;8,92) 3,23 (0;15,22) 0(0;9,55)  0,1891
IL-7 22,31 (0;50,22) 29,23 (0;51,99) 4,43 (0;41,76)  0,7905
GM-CSF 0,46 (0;24,71) 0,01 (0;0,6) 0(0;0,39) 0,0014
G-CSF 138,34 (35,55;203,02) 150,22 (105,43;1014,3) 91,47 (59,08;826,61)  0,2851
PDGF-bb 18,87 (11,1;77,41) 25,66 (15,3;61,22) 20,5(13,31;108,26)  0,5231
VEGF 5251,53 (992,18;243728,5) 5895,5 (3791,24;28715,91) 3615,89 (0;30799,65)  0,3761
FGF basic 4,37 (0;12,52) 5,99 (0;40) 2,32(0;26)  0,3583
Inflammatory
IL-1R 0,74 (0,01;87,58) 0,85 (0,6;19,88) 0,35(0;3,68)  0,1615
TNF-a 23,9 (0;70,98) 27,28 (0;63,28) 13,4 (0;99,23)  0,5835
IFN-y 6,12 (0,1;11,06) 8,84 (1,94;82,29) 5,77 (0;35,87)  0,2083
IL-6 1,75 (0;18,5) 4,28 (1,6;16,67) 3,45 (0;64,89)  0,0859
IL-12 0 (0;0) 0 (0;0,96) 0(0;0,79)  0,0807
IL-15 35,43 (0;97,45) 79,88 (0;215,46) 47,2 (0;158,43)  0,1432
IL-17 18,43 (15,2;26,94) 18,94 (6,26;29,85) 17,39 (4,34;21,84)  0,2389
Chemokines
CXCL-8 0(0;7191,78) 0 (0;1507,84) 31,17 (0;2682,68)  0,6664
CCL-2 0 (0;2609,69) 0 (0;775,78) 5,83 (0;304,73)  0,7976
CCL-3 41,83 (2,19;1504,38) 78,99 (11,61;3997,79) 15,19 (1,79;797,51) 0,2325
CCL-4 104,53 (0;306,76) 152,42 (54,8;2002,59) 97,57 (13,7;733,35)  0,1715
CCL-5 13,46 (0;249,54) 59,6 (0;108,81) 11,23 (0;173,24)  0,4964
CXCL-10 58,21 (0;3486,75) 702,08 (0;32992,8) 275,71 (0;57367,73)  0,4708
CCL-11 4,5 (0,39;149,8) 6,06 (0,2;109,11) 10,815 (0,39;71,76)  0,5487

* p value Chi-square tests with Bonferroni correction (p<0.05)

With regard to the anti-inflammatory cytokine IL-10 (Figure 2A), overweight women

had higher concentrations than eutrophic and obese women. The concentration of the

interleukin 1 receptor antagonist (IL-1ra) showed that eutrophic women had a higher

concentration in colostrum when compared to overweight and obese women (Figure 2B).
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For the evaluated inflammatory cytokines, no differences were identified between the
groups. However, it was observed that in all these cytokines (except IL-12), the overweight
group had the highest medians in relation to the other two groups. This fact was also observed
for the chemokines CCL-3, CCL-4, CXCL-10. The chemokines CXCL-8 and CCL-2 had higher

medians in the obese women's group.
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Figure 2: Comparison of levels (pg/mL) of cytokines in colostrum with respect to nutritional status. The
concentrations of 1L-10 (A), IL-1ra (B), IL-7 (C), TNF-alpha (D), GM-CSF (E) and VEGF (F) in colostrum were
measured by Luminex assay, *p<0.05.

A statistically significant difference was identified between the groups for the

concentration of GM-CSF, in which the eutrophic group presented greater colostrum secretion
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when compared to the overweight obese group (Figure 2E), which is important for cell survival
and primitive hematopoietic differentiation.
However, other cytokines, such as IL-7 (Figure 2C), TNF-alpha (Figure 2D) and VEGF

(Figure 2F) did not show differences when segregated in relation to the nutritional status of

women.
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Figure 3: Correlation between levels of anti-inflammatory cytokines and growth factor in colostrum and BMI.
Concentrations of IL-1ra (A), IL-6 (B), and GM-CSF (C) in colostrum were measured by Luminex. Each circle
represents a participant. *p<0.05. The straight line represents the relationship between the variables, ascending
when it is direct and descending when the relationship is indirect.

When the correlation between BMI and the concentration of bioactive compounds in
colostrum was evaluated, an inverse and strong correlation was observed for the growth factor
GM-CSF (r = - 0.6573, p = 0.0001) and an inverse and mean correlation for the anti-
inflammatory cytokine IL-1ra (r = - 0.4986, p = 0.0037), that is, the higher the BMI, the lower

the concentrations of GM-CSF in colostrum. For the cytokine IL-6, there was a direct and
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average correlation (r = 0.4369, p = 0.0124), that is, the higher the BMI, the higher the
concentrations of IL-6 in maternal colostrum (Figure 3).
Cytokine production in relation to food consumption

Considering that there was no statistical difference between the food consumption of
the three groups in this study, a general study was established to assess whether the consumption
of processed foods could interfere with the concentration of cytokines in the colostrum of
puerperal women. More than half of the sample (N=20, 62.5%) has insufficient consumption
of fresh/minimally processed foods. It is observed that the consumption of ultraprocessed foods
is above the Brazilian average, which is twice a day.

Table 5 shows that the concentration of IL-7 is higher in the colostrum of women who
consume more products in natura. A low consumption of fresh foods (less than 6 times a day)
results in a lower production of this cytokine, which is involved in the process of developing T
and B lymphocytes and differentiating memory T cells, especially CD4+. With regard to IL-10
(Table 5), there is a higher concentration in the colostrum of women with high consumption of
ultra-processed products compared to those with consumption below the average of the
Brazilian population.

The Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), which regulates angiogenesis, shows
less contraction in women with high consumption of ultra-processed foods compared to those

with average consumption in the Brazilian population (Table 5).
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In Natura Products

Ultra-processed products

Cytokines Insufficient (n = 20) Acceptable (n=12) p Value* Average consumption (n = 19) High (n=13) p Value*
Anti-inflammatory / Th2

IL-4 0,30 (0,10-0,59) 39,34 (18,88-49,16) 0,421 0,19 (0-0,47) 39,34 (18,88-49,16) 0,206
IL-5 16,05 (10,42-22,63) 44,85 (21,57-68,06) 0,293 18,58 (11,47-23,25) 44,85 (21,57-68,06) 0,819
IL-9 0 (0-1026,45) 36,40(17,65-40,18) 0,946 0 (0-9,96) 36,40 (17,65-40,18) 0,348
IL-10 0(0-1,18) 24,63 (5,88-54,46) 0,887 0(0-0) 24,63 (5,88-54,46) 0,045
IL-13 0(0-0) 10,08 (2,94-25,89) 0,853 0(0-0) 10,08 (2,94-25,89) 0,417
IL-1ra 390,27 (168,26-504,00) 54,05 (25,89-223,72) 0,565 421,91 (212,63-529,73) 54,05 (25,89-223,72) 0,082
Growth factor

IL-2 1,41 (0,93-3,27) 42,28 (19,35-59,24) 0,876 0,93 (0-3,79) 42,28 (19,35-59,24) 0,224
IL-7 0 (0-12,59) 45,22 (25,83-55,04) 0,033 16,05 (0-43,22) 45,22 (25,83-55,04) 0,529
GM-CSF 0,46 (0-0,46) 21,64 (0,21-62,60) 0,442 0,23 (0-0,46) 0,46 (0-0,46) 0,641
G-CSF 126,72 (72,84-199,10) 55,04 (45,22-95,56) 0,892 133,98 (105,43-209,41) 127,27 (80,82-175,17) 0,47
PDGF-bb 17,59 (15,23-33,87) 49,16 (30,43-59,82) 0,423 22,73 (17,15-38,77) 18,87 (17,15-29,61) 0,423
VEGF 5573,52 (3925,83-23276,42) 55,04 (45,22-2571,16) 0,533 10625,76 (4038,37-22743,96)  4041,92 (2279,04-7993,92) 0,037
FGF basic 4,67 (3,69-8,17) 59,24 (25,86-73,21) 0,454 5,48 (3,69-8,43) 3,69 (0-5,99) 0,144
Inflammatory

IL-18 0,55 (0,24-2,27) 38,97 (12,87-69,33) 0,572 0,75 (0,41-1,97) 0,60 (0,18-2,84) 0,732
TNF-a 14,60 (2,83-34,10) 42,28 (31,03-59,24) 0,445 26,88 (15,33-47,35) 17,81 (0-29,60) 0,194
IFN-y 7,02 (0,34-11,11) 45,59 (24,10-60,71) 0,953 7,33 (2,12-11,16) 6,37 (0,46-8,69) 0,296
IL-6 2,79 (0-8,11) 46,22 (19,04-59,82) 0,814 3,59 (1,60-15,71) 2,59 (0,78-3,93) 0,201
IL-12 0 (0-0) 0 (0-0) 0,685 0 (0-0) 0 (0-0) 0,175
IL-15 64,73 (0-86,00) 51,54 (39,71-69,39) 0,874 74,21 (0-92,11) 53,07 (0-72,61) 0,537
IL-17 17,66 (15,20-20,41) 48,16 (27,71-65,12) 0,349 17,92 (15,77-21,37) 18,18 (16,86-20,42) 0,924
Chemokines

CXCL-8 29,44 (0-863,98) 37,81 (14,29-48,53) 0,291 0 (0-138,17) 5,50 (0-452,67) 0,537
CCL-2 1,94 (0-74,15) 37,81 (14,29-48,53) 0,932 0 (0-116,17) 0 (0-122,84) 0,834
CCL-3 17,13 (6,59-63,84) 44,86 (40,08-59,24) 0,243 57,31 (13,33-172,14) 21,30 (9,02-140,35) 0,382
CCL-4 83,01 (32,20-219,72) 60,71 (45,59-95,07) 0,586 150,49 (54,80-338,93) 95,02 (39,19-162,47) 0,102
CCL-5 11,44 (2,54-41,30) 42,28 (27,48-59,24) 0,481 21,46 (3,59-72,81) 14,17 (2,16-59,60) 0,647
CXCL-10 730,96 (0-4514,70) 60,71 (45,59-191,25) 0,246 505,62 (0-1014,84) 275,72 (0-3033,96) 0,922
CCL-11 4,66 (1,88-17,46) 45,59 (23,35-53,57) 0,756 5,52 (1,82-15,36) 45,59 (23,35-53,57) 0,864

* p value Chi-square tests with Bonferroni correction (p<0.05). Other values expressed in median (p25 and p75

values).

In the case of the FGF-basic growth factor (Figure 4A), IL-10 (Figure 4B) and VEGF

(Figure 4C) there was an inverse and average correlation between the amount of daily

consumption of ultra-processed foods and the concentration of these biomarkers.
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Figure 4: Correlation between levels of anti-inflammatory cytokines and growth factor and consumption of ultra-
processed colostrum. The concentrations of FGF basic (A), IL-10 (B), and VEGF (C) in colostrum were measured
by Luminex. Each circle represents a participant. *p<0.05.

Considering the consumption of in natura products and the concentration of cytokines
and chemokines, there was no correlation. Thus, to globally identify the cytokines, growth
factors and chemokines evaluated in colostrum, radar charts were constructed separated by the
consumption of ultra-processed or in natura foods (Figure 5).

These graphs reflect the frequency of women who had cytokine and chemokine
concentrations above the global median. The colored axes with a blue arc represent the high
frequency of anti-inflammatory and Th2 cytokines, while the axes with a red arc represent the
frequency of inflammatory cytokines. The values of each axis when joined form a central
polygonal area that represents the overall balance of anti-inflammatory and Th2 and

inflammatory cytokines. Increasing or decreasing the areas of the central polygon reflects the
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contribution of greater or lesser balance of these cytokines. Thus, it is observed that women
with higher consumption of ultra-processed foods have a higher frequency of production of
inflammatory cytokines and a lower frequency of anti-inflammatory cytokines and Th2 globally
in colostrum. Women with a higher frequency of in natura and minimally processed foods have
a greater balance between the frequency of production of inflammatory cytokines and anti-

inflammatory cytokines and Th2 in general.

Low consumption of ultra-processed High consumption of ultra-processed
CCL-11 CCL-11
IL-2.
IL-7

GM-CSF _CCL-3

G-CSF \ G-CSF ) CCL4
PDGF-bb L. CXCL-10 PDGF-bb A\ CXCL-10
VEGF 2 § CCL-S VEGF
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Processed Processed
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> IL-7
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VEGF \ CCL-S VEGF |

IL-13 - IL-13

I:I Growth facts - Pro-inflammatory Cytokines
- Chemokines -Anti-inﬂammatory Cytokines / Th2

Figure 5: Global profile of cytokines, chemokines and growth factors in the colostrum of postpartum women,
according to the classification of consumption of in natura and ultra-processed foods during pregnancy. The radar
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graph shows the frequency of high production of inflammatory cytokines, growth factors and anti-inflammatory
and Th2 cytokines, and the contribution of each one in the different consumption categories (high and low
consumption of fresh foods and high and low consumption of ultra-processed foods).

DISCUSSION

The objective of this study was to evaluate whether the nutritional status and
consumption of ultra-processed foods can interfere with the concentration of bioactive
components in maternal colostrum. The group of this study was composed of puerperal women
who presented normal risk pregnancy, that is, absence of diseases, as well as those with GDM,
DHEG and obesity. Most of them started high school, are married or in a stable union, without
practicing physical activity during pregnancy and with a pre-pregnancy BMI value of eutrophy.

LH is the main source of cytokines, particularly anti-inflammatory cytokines, for
newborns who are generally deficient in these proteins, fundamental both for the defense of this
neonate and for the maturation of its immune and gastrointestinal systems. The relationship
between food and the immune system has already been widely discussed. LH represents a
communication vehicle between the maternal and infant immune systems and, among these LH
compounds, are cytokines (HASSIOTOU; GEDDES, 2015).

In view of this, Fujimori et al. (2017) suggest that immunological components of
maternal colostrum undergo changes with maternal obesity, a disease recognized as a global
pandemic characterized not only by an onset of resistance to leptin, insulin and glucose
intolerance, but also by a state of low-grade chronic systemic inflammation that causes an
imbalance in the regulation of cells. These modifications can have both short-term and long-
term effects on the development of newborns.

Also, due to changes in the immune system resulting from obesity, LH components can
be altered, since obesity is associated with an increase in inflammatory markers (ENDO;
YOKOTE; NAKAYAMA, 2017). Of the studied cytokines, IL-10 consists of an important anti-

inflammatory and immunoregulatory cytokine (HASHIMOTO et al., 2001). When evaluated
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in colostrum, it was increased in overweight women. The literature has divergent results, with
results ranging from undetectable to very high values, all of which makes it very difficult to
interpret its function in HL (PALMEIRA; CARNEIRO-SAMPAIO, 2016; FUJIMORI et al.,
2017). 1L-10 has been considered crucial in modulating immune tolerance at the maternal-fetal
interface. In humans, IL-10 deficiency has been associated with many adverse pregnancy
outcomes, such as recurrent miscarriage, preterm birth, and preeclampsia. Data suggest that this
cytokine works as an important protective agent contributing to the regulation of maternal
immune tolerance during pregnancy (HANNA et al., 2006; CHENG; SHARMA, 2015).

In the study in question, IL-10 was detected in the sample of 10 women, with a statistical
difference, with the highest median value found in the group of overweight women and women
with high consumption of ultra-processed foods. Thus, another important point to be taken into
account is that as 1L-10 regulates the production of pro-inflammatory cytokines, it can be
speculated that the higher levels of IL-10 observed in obese women may represent a attempt to
inhibit the continuous production of proinflammatory cytokines, which, however, may fail in
those postpartum women with low innate IL-10 production (ESPOSITO et al., 2003).

In addition to the nutritional status, one should also consider the maternal diet, such as
the study that evaluated the mature milk of 94 women, where an increase in the consumption
of food sources of omega-3 acids with a reduction in the levels of pro-cytokines was observed.
inflammatory cytokines such as IL-la, IL-1B, IL-6 and TNF-a, while levels of anti-
inflammatory cytokines, such as IL-10, increased (LAIHO et al., 2003). However, in this study,
in the correlation graph, this cytokine showed a negative correlation with the consumption of
ultra-processed foods, that is, women with higher consumption of ultra-processed foods had
higher concentrations of IL-10 in colostrum (r = - 0.384, p = 0, 03), which may be related to
the body's attempt to modulate the action of elevated inflammatory components with the high

consumption of ultra-processed foods (NISTARES et al., 2021).
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Another cytokine, IL-1ra, which is a member of the IL-1 cytokine family, is secreted by
several cell types, including cells involved in the immune response, epithelial cells and
adipocytes, and is a natural inhibitor of the effect. pro-inflammatory cytokines such as IL-1a
and IL-1B . Thus, IL-1ra indirectly promotes an anti-inflammatory response and these IL-1ra
levels represent an indirect measure of IL-1 activity (CHARLES et al ., 2011). Our findings
show that obese women had lower concentrations of IL-1ra in colostrum (p = 0.003) and also a
negative Spearman correlation between the BMI value and the concentration of this cytokine
in maternal colostrum, that is, women with higher BMI showed lower concentrations of IL-1ra
in colostrum (r = - 0.4986, p = 0.0037), confirming a more inflammatory profile of cytokines
present in the colostrum of obese mothers.

Of the pro-inflammatory cytokines, IFN-y is deficient in the neonate and is secreted by
activated T cells and LH NK cells, even in low concentrations, it is involved in signaling
pathways that increase the permeability of the intestinal epithelial barrier and improve the
activation of intestinal macrophages, being characteristic of the Thl response (QUITADAMO;
COMEGNA,; CRISTALLLI, 2021). The results show that IFN-y appears in greater concentration
as BMI increases, so it seems that colostrum reflects the inflammation caused by obesity.

The cytokine TNF-a, also lacking in newborns, has an endogenous pyrogenic action
contributing to systemic inflammation and also plays a regulatory role in immune cells
(NOLAN; PARKS; GOOD, 2019). Together with IL-6, TNF-a is involved in regulating the
development and functions of the mammary gland (PALMEIRA; CARNEIRO-SAMPAIO,
2016).

IL-6, secreted by various tissues such as adipose tissue, skeletal muscle, hepatocytes
and leukocytes, is present in higher concentrations in obese individuals (CHARLES et al.,
2011). In this study, the correlation graph showed a positive association (r = 0.4369, p = 0.0124)

between pre-pregnancy BMI and IL-6 concentration in colostrum. The study by Fujimori et al
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(2017) determined the levels of immunological markers in the colostrum of women with
eutrophy (N=15), overweight (N=15) and obesity (N=15), where higher concentrations of TNF-
a were observed and IL-6 in the colostrum of obese women, corroborating our findings. TNF-
a is undoubtedly one of the most discussed cytokines in relation to inflammation and the
development of obesity, however, in this work, TNF-a and IL-6 did not show statistical
differences when compared to different groups and types of consumption to feed.

Other cytokines are identified in breast milk, such as IL-7, which plays critical roles
during the development of lymphoid organs in the neonate (ASPINALL; PRENTICE; NGOM,
2011). It was found that it not only controlled the emergence of T cells, but also their
development and maintenance outside the thymus (KANG; COLES, 2012). The study by
Hossny et al (2020) provided evidence for the role of breastfeeding and the action of IL-7
absorbed by the baby through the intestine to help adapt immunity. These researchers found a
positive correlation between the concentration of this cytokine in LH and thymic development
with lymphocyte production. Added to these results, our results showed higher concentrations
of IL-7 in the colostrum of women with higher consumption of fresh or minimally processed
foods (p = 0.033). The study by Aspinall, Prentice and Ngom (2011) also suggests that high
levels of IL-7 in milk, after delivery, when the integrity of the intestine is incomplete, can
benefit the neonate, supporting the development and maintenance of a wide repertoire of T cells
at a time when the burden of antigens from the external environment increases substantially.

Vascular endothelial growth factor (VEGF) is a glycoprotein present in breast milk, it
is at higher levels in colostrum, and its main role is to mediate angiogenesis, but it has also
been suggested that VEGF may have anti-inflammatory effects (OZGURTAS et al., 2010). In
a study carried out by Karatepe et al. (2014), with rats with necrotizing enterocolitis and that
received subcutaneous VEGF showed less villous atrophy and a smaller amount of intestinal
edema, as well as lower levels of TNF-a and IL-6 when compared to rats that were not treated
with VEGF. In humans, another study that evaluated the colostrum of 33 healthy Japanese
postpartum women found VEGF concentrations from 12.6 to 155.0ng/ml (median 50.0). The
occurrence of this bioactive substance suggests that it may be essential for the body of the
newborn (KOBATA et al, 2008). Another study that evaluated VEGF concentrations in
colostrum, also from healthy women, found concentrations from 992.18 to 243728.5 ng/ml
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(median 5251.53) (JANBAKHISHOV et al., 2020). When comparing the concentrations of
VEGF in the umbilical cord between obese and eutrophic women, it was found that obese
women had a lower concentration of this growth factor. This data suggests that maternal
obesity may be related to the decrease in VEGF expression that can trigger endothelial
dysfunction and inflammation (JANBAKHISHOV et al., 2020). Since obesity is related to the
high consumption of unhealthy foods, the data corroborate our study where a higher
consumption of ultra-processed foods was associated with lower concentrations of VEGF in
maternal colostrum.  Another component present in LH is the growth factor GM-CSF that
acts on hematopoietic and immune cells, on the migration of stem cells and stimulates the
differentiation of macrophages and granulocytes, as well as in the regulation of inflammation
and autoimmunity (WILBERS et al, 2018 ). In some situations, this factor has been described
as a cytokine that negatively regulates some responses mediated by IL-10, but the mechanism
in which this fact occurs is still unknown (WILBERS et al, 2017). GM-CSF plays a role in
the regulation of the immune response and in the maintenance of immunological tolerance
through the mobilization of tolerogenic dendritic cells. This broad spectrum of GM-CSF
action can cause paradoxical results with both immunostimulation and immunosuppression
(VASU et al., 2003; BERNASCONI et al., 2010; BHATTACHARYA et al., 2015; ZHAN;
LEW; CHOPIN, 2019). In the case of the present study, there was a negative correlation
between this factor and BMI values, that is, the higher the BMI, the lower the concentration of
this factor, which may suggest a decrease in immune tolerance as BMI increases. This factor
is still considered by some authors as a cytokine that also contributes to the regulation of food
intake and energy homeostasis by the central nervous system (LAMBERT et al., 2001; REED
et al., 2005). There is evidence that GM-CSF is involved in anorexic actions (LEE et al.,
2008).

All these bioactive colostrum compounds analyzed globally, when represented by
radar graphs, bring a type of analysis different from other types of graphs, since it corresponds
to a visual observation that allows the evaluation of the relative contribution of each component
compared to the others, according to the categorization of the groups. After the visual analysis
of these graphs, it is possible to observe that in the group of women with high consumption of
ultra-processed foods and low consumption of fresh and minimally processed foods, it can be
seen that these biomarkers have a more irregular profile of distribution and that IL-5 and IL-
lra (Th2 and anti-inflammatory) and IL-17, IL-6, TNF-a (pro-inflammatory) had high
concentrations in more than 50% of the samples. It is also important to note that women with
high consumption of fresh and minimally processed foods did not have any pro-inflammatory
cytokines with high concentrations, with a more regular distribution between anti-

inflammatory, Th2 and pro-inflammatory cytokines.
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Studies regarding the immunology of colostrum, specifically, that compare the
differences between nutritional status associated with the consumption of ultra-processed foods
and in natura and minimally processed foods are still scarce in the literature. Most studies that
analyze the immunological profile of colostrum in obese women are evaluated in women's
blood and not in milk, and very few analyze food consumption. The data presented in this study
corroborate most of the data from Fujimori et al (2017), as well as studies by Janbakhishov et
al (2020), Charles et al (2011) and Laiho et al (2003) that support the hypothesis of that the
alterations in the body induced by obesity and the high consumption of ultra-processed foods
are capable of altering the immune composition of colostrum, however, there are no objections
or doubts regarding the benefits of breastfeeding for the mother-child binomial. It is worth
noting that breastfeeding is indicated and should be encouraged even in situations of
comorbidities, as long as there is no harm to the child's health.

Breastfeeding promotes a long-term protective effect and epidemiological studies
suggest that LH reduces the risk of developing autoimmune diseases such as type 1 and 2
diabetes mellitus, rheumatoid arthritis, celiac disease, ulcerative colitis and Crohn's disease
(HANSON, 2007). There are also studies that indicate that breastfeeding has a protective effect
against chronic vascular diseases, such as hypertension, obesity and/or insulin resistance
(SINGHAL et al., 2005; MARTIN; GUNNELL; DAVEY SMITH, 2005). A meta-analysis
showed that LH protects against childhood tumors such as acute lymphoblastic leukemia,
Hodgkin's disease and neuroblastoma (MARTIN et al., 2005). Furthermore, colostrum is
considered to be the most potent natural immune booster known to science. Breastfeeding
protects babies against infections through antibodies and several other bioactive factors
(PALMEIRA; CARNEIRO-SAMPAIO, 2016). It is a consensus that maternal BMI is an
indicator of health and quality both for the woman and for the development and health of the

fetus, especially in terms of birth weight, since the source of nutrients for this infant comes from
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the mother's nutrient reserves and food intake. . Therefore, monitoring of gestational weight
gain should be carried out, including early, effective and individualized nutritional
interventions, thus contributing to a favorable gestational outcome, reducing maternal and fetal
morbidity, and also favoring breastfeeding. Furthermore, it should be considered that obesity
also predisposes the mother to develop other chronic non-communicable diseases associated
with obesity such as GDM and DHEG (SALLIS et al., 2016).

This research presented as a limitation the number of project participants, since due
to the pandemic and social isolation, it was impossible to increase the number of women in the
research. Another limitation is that many participants were excluded from the study because
they were unable to remove more than 2mL of fluid, as the collection was always carried out
in the afternoon, a shift in which the woman has less colostrum production in contrast to what
happens in the afternoon. morning period. Thus, the shift in which colostrum is collected can
influence the concentration of these compounds. It was also not possible to carry out our
collection after delivery to verify if there was homeostasis between cytokines, growth factors
and chemokines present in breast milk and how these biomarkers interfered in the development
and health of the child. eutrophic, overweight and obese so that they can be stratified into larger
groups with categories of weight gain ranges to verify the impacts of weight gain in different
nutritional states and its effects on the behavior of cytokines, growth factors and chemokines in
maternal colostrum . Also monitor the consumption of ultra-processed and in natura/minimally
processed foods after hospital discharge. However, it is noteworthy that this study was
important for investigating the influence of obesity and consumption of ultra-processed foods
on the immune compounds of maternal colostrum, since it evaluated colostrum biomarkers
from eutrophic, overweight and obese women. Other studies that analyze the concentration of
these compounds in the blood of newborns of mothers with high consumption of ultra-

processed products should be considered, since studies involving food consumption and its
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association with maternal colostrum are scarce, even more so considering the outcome of how
it will be the behavior of these immune compounds in the baby's blood.

FINAL CONSIDERATIONS

Our findings confirm the hypothesis that a high consumption of ultra-processed foods
causes changes in the concentrations of cytokines, growth factors and chemokines in human
colostrum, unbalancing the homeostasis between inflammatory and anti-inflammatory
cytokines. Even with these changes observed, breast milk remains the most complete source of
nutrients that also provides protection for the newborn.

Thus, more studies are needed to continue the research with a larger sample number,
which makes it possible to stratify groups separated by nutritional status with different types of
weight gain, and which also makes it possible to carry out preventive nutritional interventions
in these women in order to to minimize the impacts of poor food quality and obesity. Further
studies are also needed for weight gain recommendations stratified by percentile for each
nutritional status, in order to prevent pregnant women in the upper quartile of eutrophy and
overweight, for example, from changing to the classification of overweight and obesity,
respectively.
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