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RESUMO

A obesidade materna tem preocupado cientistas devido aos impactos maternos e fetais da
inflamacdo cronica de baixo grau causada pelo excesso de tecido adiposo no organismo. Essa
inflamacdo cronica influencia diretamente na gestacdo atraves da passagem de mediadores
inflamatdrios via placenta, resultando em alteracfes no desenvolvimento embrionario e fetal,
e também no pds-parto, através da alteracdo dos componentes bioativos do colostro e do leite
materno, o que pode ter efeitos importantes na defesa para o recém-nascido para varios micro-
organismos patogénicos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a modulacdo pela
citocina TNF-a da atividade funcional de fagocitos do colostro humano de maes lactantes com
excesso de peso para a EPEC. Para isso, amostras de colostro foram coletadas de mées com
sobrepeso e obesidade pré-gestacional e sem nenhuma outra comorbidade ou infecgdo prévia.
Essas amostras foram centrifugadas para obtencao das células mononucleares isoladas. Estas
células foram incubadas com TNF-a e com EPEC para avaliar a analise de viabilidade celular,
indice de fagocitose, indice microbicida e liberacdo de calcio intracelular pelos fagécitos do
colostro. A andlise de viabilidade celular mostrou-se superior a 89% em todos os estados
nutricionais. As células mononucleares foram capazes de fagocitar a EPEC mesmo sem
estimulo, porém quando incubadas com o TNF-a, esse indice aumentou consideravelmente.
Quanto ao indice microbicida, o estimulo com TNF-a mostrou facilitar a morte da bactéria no
grupo obesidade. A analise de liberagcdo de célcio intracelular ndo apresentou diferengas
estatisticas entre os grupos e tratamento. Isso sugere que o processo de fagocitose nesse
modelo de estudo ndo é dependente de célcio intracelular, podendo depender de outros
mecanismos ou receptores de superficie. E possivel concluir que, o TNF-o apresenta-se como
um possivel modulador das células MN do colostro humano, facilitando a fagocitose no grupo
de mées com excesso de peso e melhorando a resposta microbicida no grupo com obesidade,
podendo se tornar um possivel tratamento alternativo no futuro, melhorando a resposta
imunoldgica e protegendo o recém-nascido através da amamentacao.

Palavras-chave: Leite Materno. Imunomodulacéo celular. Obesidade Materna. Componentes bioativos.



ABSTRACT

Maternal obesity has concerned scientists because of the maternal and fetal impacts of chronic low-
grade inflammation caused by excess adipose tissue in the body. This chronic inflammation directly
influences pregnancy through the passage of inflammatory mediators via the placenta, resulting in
alterations in embryonic and fetal development, and also in the postpartum period, through the alteration
of the bioactive components of colostrum and breast milk, which can have important effects on the
newborn's defense against various pathogenic microorganisms. Therefore, the aim of this work was to
evaluate the modulation by the cytokine TNF-a of the functional activity of human colostrum
phagocytes from overweight nursing mothers to EPEC. For this, colostrum samples were collected from
mothers who were overweight and obese pregestationally and without any other previous comorbidity
or infection. These samples were centrifuged to obtain the isolated mononuclear cells. These cells were
incubated with TNF-a and with EPEC to evaluate the analysis of cell viability, phagocytosis index,
microbicidal index and intracellular calcium release by colostrum phagocytes. The cell viability analysis
was higher than 89% in all nutritional states. The mononuclear cells were able to phagocytize EPEC
even without stimulus, but when incubated with TNF-a, this rate increased considerably. As for the
microbicidal index, stimulation with TNF-a was shown to facilitate the death of the bacteria in the
obesity group. The analysis of intracellular calcium release did not show statistical differences between
the groups and treatment. This suggests that the phagocytosis process in this study model is not
dependent on intracellular calcium, and may depend on other mechanisms or surface receptors. It is
possible to conclude that, TNF-a presents itself as a possible modulator of human colostrum MN cells,
facilitating phagocytosis in the overweight mothers group and improving the microbicidal response in
the obese group, and may become a possible alternative treatment in the future, improving the immune
response and protecting the newborn through breastfeeding.

Key words: Breast milk. Cellular Immunomodulation. Maternal Obesity. Bioactive Components.
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1 INTRODUCAO

1.1 Obesidade e Gestacéo

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a obesidade e o0 excesso de peso
sdo definidos como uma condicdo anormal de acimulo de gordura corporal que apresenta
risco para a saude do individuo. A OMS classifica a obesidade através do IMC (indice de
massa corporal), onde o peso da pessoa em quilogramas (kg) é dividido pelo quadrado da sua
altura em metros (m) sendo classificado como mostra a tabela 1.

Ela é causada fundamentalmente pelo excesso de consumo calérico, aumento de
consumo de alimentos altamente processados e ricos em agucar e gorduras, associados ao
sedentarismo e ao comodismo trazido com a urbanizacdo e evolugdo nos modos de
transportes. Além desses fatores, € importante destacar a falta de politicas pablicas e incentivo

aalimentacdo saudavel e a préatica de atividades fisicas (OMS, 2021).

Tabela 1 - Classificacdo do IMC. IMC: indice de Massa Corporal.

e Obesidade .
IMC (Kg/m2) Classificagéo Grau/Classe Risco de Doenga
<185 Magro ou baixo peso 0 Normal ou elevado
185-249 Normal ou eutrofico 0 Normal
25-299 Sobrepeso ou pre- 0 Pouco elevado
obeso
30-34,9 Obesidade | Elevado
35-39,9 Obesidade 1 Muito elevado
>40,0 Obesidade 1l Muitissimo elevado

Adaptado de NHS, 2019

Estima-se que mundialmente 13% dos adultos acima de 18 anos eram obesos em
2016, sendo que a maior prevaléncia estava em paises mais ricos de acordo com 0s
continentes e quando inclui-se os adultos com sobrepeso, essa estimativa sobe para 39%. No
Brasil, esses numeros sd@o mais alarmantes, quase 57% da populacdo, em 2016 apresentava
excesso de peso (RITCHIE; ROSER, 2017). Dados de 2019 mostram uma relativa melhora
nesse quadro, neste ano cerca de 55% dos adultos acima de 18 anos apresentavam excesso de
peso e desses, 20,3% apresentavam obesidade (GOVERNO DO BRASIL, 2020).

As altas estatisticas preocupam devido aos efeitos sistémicos e complicacfes que a

obesidade pode causar pois, os altos indices de massa corporea estdo diretamente associados
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a um aumento de casos de doencas cardiovasculares, diabetes, desordens
musculoesqueléticas, alguns canceres (OMS, 2021), pressdo alta, colesterol alto, asma,
apneia do sono e doencas hepaticas e renais (NHS, 2019), além de problemas psicolégicos,
de pele e infertilidade (WHO, 1999).

Como mostram as figuras 1 e 2, as comorbidades associadas & obesidade ocorrem
devido a inflamacdo cronica e de baixo grau (como é caracterizada a obesidade) e ao estresse
oxidativo continuo que o organismo esta exposto. Isto ocorre porque o tecido adiposo é capaz
de secretar um vasto numero de substancias bioativas (adipocinas), incluindo citocinas como
TNF-a, IL-6, IL-18 e também de hormbnios como Leptina, Resistina, Adipsina e
Adiponectina, que podem controlar vérias funcdes metabolicas e imunoldgicas, mediando
inclusive efeitos inflamatérios (TILG e MOSCHEN, 2006; GREENBERG; OBIN, 2006;
EMANUELA et al., 2012; MEYER et al., 2013; MARTINS et al., 2014).

Quando se trata da associagéo entre a obesidade, inflamacdo e o estresse oxidativo,
h& um ciclo vicioso, os fatores oxidativos ativam fatores de transcricdo que aumentam a
producdo e expressdo de citocinas pré inflamatdrias, e estas mesmas citocinas aumentam a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que, com o passar do tempo séo danosas
as células, proteinas, DNA, enzimas e outras moléculas do organismo (SAVINI; GASPERI;
CATANI, 2016).

Excesso de macronutrientes Obesidade

-Hipertrofia e Hiperplasia de
adipocitos;
- Hipdxia‘ecrose;
- Infiltracdo de macrdéfazsos

- Atvagdo de receptores tipo Toll-Like;
-Ativagdo de proteina quinase.

Macrofagos
Adipocitos

Alteragdo no metabolismo de
lipidecs e ghcose

f Estado pro inflamatorio
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A obesidade e a decorrente sindrome metabodlica afetam a integridade de todos os
tecidos e 6rgdos, o que inclui um impacto nos tecidos linfoides e consequentemente no sistema
imunoldgico do individuo (ANDERSEN; MURPHY; FERNANDEZ, 2016). Além disso, a
presenca da sindrome metabdlica aumenta em 2 vezes o risco de desenvolver doencas
cardiovasculares e diabetes tipo 2, sdo individuos intolerantes a glicose, possuem resisténcia
a insulina, menos HDL circulante, mais liberacdo do horménio cortisol, estresse e depressao
e outros (HAN; LEAN, 2015).

Essa alteracdo imunologica e o maior risco de desenvolver outras doencas cronicas e
infecciosas preocupam todo o sistema publico de salde dado que, quanto mais obesa a
populacao, maior os gastos com o sistema de salde (ANDERSEN; MURPHY; FERNANDEZ,
2016). Apesar de o proprio envelhecimento levar a uma sindrome metabolica, ha habitos que
podem reduzir os impactos dos fatores externos, melhorando a qualidade de vida e reduzindo
os riscos (HAN; LEAN, 2015).

Ganho de peso

Tecido adiposo magro Tecido adiposo obeso

N

\— Adipécito

\
L A )
— Veia —,\d
I \} Adipocito = /
Macrofago apoptdtico f
Fatores derivados de
macroéfagos
Adipécitos :gesllls;tma (humana)
*Adiponectina i

*Leptina
*Resistina

Citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias
*TNF-a

JIL-6

*CCL2

Figura 2 - Tecido adiposo e moléculas sintetizadas. CCL2: CC ligand 2 (ligante de quimiocinas 2); IL: interleucina;
TNF: factor tumor-necrose (fator de necrose tumoral). Imagem e legenda traduzida e adaptada de Tilg e Moschen
(2006).

A presenca de diversos mediadores inflamatdrios no organismo, em especial o TNF-a,
€ 0 que esta principalmente associado a sinalizacdo e inducéo do estresse oxidativo, além desta
citocina ser um grande indutor da producdo de EROs (MARSEGLIA et al., 2015). Esta € uma
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importante citocina quando se trata de uma resposta normal a agentes infecciosos, ela é capaz
de estimular fagécitos a liberarem novas células de defesa e auxiliam no tropismo dessas células
para chegarem aos sitios de infeccdo (BILLMEIER etal., 2016; MEHTA; GRACIAS; CROFT,
2018).

Apesar da obesidade induzir fortemente a producdo de compostos pr6 inflamatorios
como leptina, resistina e citocinas pré inflamatorias, hd também a producgdo de compostos anti-
inflamatdrios como a adiponectina, que por sua vez, tenta reestabelecer a homeostase ereduzir
0s processos patoldgicos que envolvem o estresse oxidativo (MARSEGLIA et al., 2015).

Alguns dos motivos pelo interesse de estudo nessa citocina, é a sua grande presenca
no sangue de maes obesas (FUJIMORI et al., 2016) além dos seus elevados niveis em
puérperas saudaveis que apresentavam mastite (PONTES et al., 2006).

Em 2014 a estimativa global era de que existiam 38,9 milhdes de mulheres gravidas
com sobrepeso e obesidade, sendo que dessas, 14,6 milhdes apresentavam obesidade (CHEN;
XU; YAN, 2018). No Brasil, neste mesmo ano, de 25 a 30% das gestantes eram obesas (SILVA
et al., 2014) mas, essa taxa apresentou uma melhora em 2019 pois, estimou-se que 20,7% das
mulheres apresentavam obesidade (FIOCRUZ, 2019).

Estes dados tém levantado diversos questionamentos sobre 0s riscos maternos e fetais
da obesidade na gestacao pois, maes com sobrepeso e obesidade apresentam maiores chances
de desenvolver complicacdes, além de exporem o feto ao ambiente inflamatorio durante seu
desenvolvimento (SEGOVIA; VICKERS; REYNOLDS, 2017).

Quanto trata-se dos riscos maternos, pode-se citar o aumento das chances de
desenvolver diabetes gestacional, pré-eclampsia (NHS, 2019), aumento da chance de ser
necessario o parto cesariana e de desenvolver apneia do sono, aumento do risco de desenvolver
diabetes gestacional e hipertensdo na gestacdo (ALVES et al., 2019). Além disso, 0s riscos
continuam no periodo poés-parto pois, a obesidade materna é fator de risco para o
tromboembolismo venoso (CATALANO; SHANKAR, 2017) e para depressao pos parto,
devido a dificuldade em amamentar o recém-nascido (COMMITTEE ON OBSTETRIC
PRACTICE, 2015).

Além dos riscos maternos, o feto também esta em risco ao se desenvolver exposto a
esse ambiente inflamatdrio podendo apresentar macrossomia e anomalias congénitas, sendo
que, os efeitos se estendem ao crescimento da crianca, que apresenta maiores riscos de
desenvolver obesidade, diabetes e doencas cardiovasculares no futuro (VASUDEVAN;
RENFREW; MCGUIRE, 2011) pois, ha passagem dos mediadores inflamatorios via
placentaria (HOWELL; POWELL, 2017; KIM et al., 2014).
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Considerando ainda os impactos da obesidade no periodo gestacional e no puerpério,
um ponto importante a ser destacado, € o efeito sobre o leite materno. O leite de mées com
sobrepeso e obesidade apresenta maiores niveis de glicose, gorduras, calorias, citocinas
inflamatorias como TNF-a e IL-6, leptina (FUJIMORI et al., 2015, 2016), lactoferrina,
neutrdfilos, IL-2, IL-10, IFN-y, Adiponectina, insulina, IgA e IgM (ERLIANA; FLY, 2019;
MORAIS et al., 2019a).

1.2 Componentes Bioativos do Leite Materno

O leite materno de acordo com os dias apds parto pode ser dividido em 3 momentos:
colostro (liberado até o 5° dia apds o parto), leite de transicdo (liberado entre 0 5° e 7° dia de
pos parto) e leite maduro (a partir do 7° dia pos parto) (BRASIL, 2015). Além desta diviséo,
em cada mamada ha o leite anterior, que é liberado no inicio e o leite posterior, que é liberado
no final da mamada e possui mais calorias e gorduras, 0 que sacia mais o beb&, mostrando a
importancia de esvaziar a mama sempre (BRASIL, 2015).

O colostro, objeto amostral deste estudo, possui particularidades que o fazem ser
interesse de estudo no mundo inteiro. Ele apresenta altos niveis de anticorpos, em especial
SIgA, hormobnios, fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas, neutrofilos, macrofagos,
celulas T CD4+, células T CD8+, células B, celulas epiteliais, células Natural Killer (NK),
enzimas, fatores de crescimento, antioxidantes e também uma microbiota riquissima de
bactérias probidticas que estdo associadas ao desenvolvimento da microbiota natural do recém-
nascido (CHRISTIAN et al., 2021; COLLADO et al., 2012; FIELD, 2005; FUJIMORI et al.,
2016; PALMEIRA; CARNEIRO-SAMPAIO, 2016).

Além disso, as taxas de componentes bioativos no colostro podem se alterar a
depender das condic@es clinicas da lactante. M&es com sobrepeso e obesidade apresentam
maiores niveis de melatonina no colostro, maiores niveis de liberacdo de célcio intracelular e
de apoptose celular (MORAIS et al., 2019b). A presenca da infeccdo materna por Zika virus
no periodo gestacional também tem sido reportada com capacidade de elevar os niveis de IL-
6 e reduzir os niveis de IL-10 no colostro (DE QUENTAL et al., 2019).

Essa alteracdo também pode ocorrer a depender do momento do dia, a presenca de
um perfil cronobiologico nas ac¢des celulares e soltveis do colostro e do leite maduro, nos traz
a ideia de que exista diversos mecanismos proprios para que haja uma protecdo mais eficiente
do recém-nascido para agente patogénicos, e também de que o leite humano é um completo e
complexo sistema bioldgico (figura 3) (MORAIS et al., 2015; CHRISTIAN et al., 2021).

Ele possui uma composicao rica, em que podemos incluir componentes genéticos,
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imunolégicos e nutricionais, responsaveis por nutrir e proteger a criangca amamentada durante
todo o periodo de lactacdo (CHRISTIAN et al., 2021). Essa rica composicao € essencial para
0 crescimento e composicdo corporal e neuroldgica da crianca, responsavel por inimeros
beneficios maternos e infantis que perduram durante toda a vida, influenciando em toda
nutricdo da crianca até sua vida adulta (INNIS, 2014; ERIKSEN et al., 2018).
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Figura 3 - Investigacdo sobre o Leite Humano: quadro conceitual. 1G: idade gestacional; HMOs: oligossacarideos
do leite humano; miRNA: microRNA (Adaptado de Christian et al., 2021).

Além de condigdes clinicas como a obesidade e infecges, a idade das maes também
pode alterar as caracteristicas do colostro, bem como 0 momento do dia, a presenca de anemia
e hipertensdo (FRANCA etal., 2010; FRANCA et al., 2013; MASSMANN et al., 2013; SILVA
et al.,, 2013; MORAIS et al., 2015). Mées acima de 35 anos apresentam em seu colostro
maiores niveis de melatonina e cortisol, e menores niveis de macrofagos e neutrofilos, o que
inclusive pode interferir na protecdo do recém-nascido para agentes infecciosos como a
Giardia lamblia (PEREIRA etal., 2018).

Quando se trata da protecdo para agentes infecciosos, um fator importante a ser
analisado é a taxa de fagocitose das ceélulas mononucleares e polimorfonucleares do colostro.

Os fagocitos sdo células cuja principal funcdo é destruir e ingerir microrganismos e
destruir tecidos danificados, mas suas funcdes ndo se limitam a isso, também sdo capazes de
recrutar novas células para o sitio de infeccdo, realizarem o processo de fagocitose (figura 4)

e se comunicar com outras células induzindo a producao de determinadas citocinas, o0 que pode
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mostrar uma capacidade de modular a resposta imune (TAYLOR et al., 2005; FAIRN;
GRINSTEIN, 2012).

Microrganismos se ligam
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Figura 4 - Fagocitose e destruigdo intracelular de microrganismos. iNOS, oxido nitrico sintase induzivel; NO,
oxido nitrico; ROS, espécies reativas de oxigénio (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Para a fagocitose acontecer de forma eficiente, ela depende de varios mecanismos e
conex&@o com receptores distintos, podendo ser, receptores do tipo Toll-like (TLRs), receptor
de desencadeamento expresso em células mieloides (TREM-2), receptores de Fc, receptor
pirimidinérgico (P2Y), complexo de antigeno macrofagico 2 (MAC-2), receptores de manose,
receptor de proteina de baixa densidade (LRP) e outros (FU etal., 2014; TAYLOR et al., 2005).

Os receptores que reconhecem carboidratos em sua superficie facilitam a fagocitose.
Esses receptores pertencem a familia de lectinas do tipo C e sdo dependentes de Ca?*, podendo
agir como opsoninas ou modulando a expressdo de outros receptores. Sabendo que o Calcio
pode ser o principal meio pelo qual a fagocitose ocorre, surge a necessidade da utilizacdo de
inibidores para a identificagdo do mecanismo intrinseco que esta ocorrendo (TAYLOR et al.,
2005; KERRIGAN; BROWN, 2009; LI; UNDERHILL, 2020).

Estudos anteriores relataram a importancia da analise de calcio intracelular na
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presenca do inibidor TMB-8 para entendimento do mecanismo de fagocitose que ocorre,
inclusive em células do colostro (MORCELI et al., 2013; MORES et al., 2015).

Além dessa atividade, o calcio é responsavel por controlar varios processos celulares
como ativacdo, proliferacdo e também morte celular através da inducdo do processo de
apoptose, da ativacdo de enzimas catabdlicas e producdo de radicais livres (FERRARI et al.,
2002; HARA et al., 2013). Além disso, as taxas de calcio intracelular s&o facilmente alteradas
de acordo com minimos estimulos externos como hormonios, citocinas e metais (FAGUNDES
etal., 2012, 2013; MORCELI et al., 2013; MORES et al., 2015).

A partir de todas as propriedades apresentadas com relacdo ao colostro e sua
capacidade prépria de responder a antigenos, bactérias e parasitos, reforca-se o estudo deste
pois, mostrou possuir um fator protetivo para a crianca ndo sé durante essa fase, mas também,
durante a vida adulta (KELISHADI; FARAJIAN, 2014).

A amamentacdo precoce e continuada por longos periodos é capaz de reduzir a
mortalidade e morbidade infantil, além de proteger a crianca de no futuro desenvolver
obesidade e diabetes. Somando-se a isso, essas criangas possuem maior inteligéncia do que
criangas amamentadas por pouco tempo ou ndo amamentadas (VICTORA et al., 2016).

Dados de 2006 mostram que no Brasil, cerca de 43% dos recém-nascidos eram
introduzidos na amamentacéo logo apos o parto, 47,5% tinham a amamentagédo continuada por
até 1 ano de vida e 26% até os 2 anos de vida. Outro dado importante, é que cerca de 6% apenas
das criancas em 2007, apresentavam sobrepeso (GLOBAL NUTRITION REPORT, 2020).
Dados mais recentes apresentam que as taxas de amamentacao estdo em crescimento no Brasil.
Cerca de 96,2% das criangas menores de 2 anos foram amamentadas alguma vez e 62,4% na
primeira hora de vida. Além disso, cerca de 45,8% foram amamentadas de forma exclusiva nos
primeiros 6 meses de vida. Apesar de serem indices expressivos, ainda estdo abaixo do
preconizado, sinalizando que o incentivo deve continuar (UNIVERSIDADE FEDERAL DO
RIO DE JANEIRO, 2021).

Essas taxas reforcam a importancia da amamentacdo como fator protetivo para
obesidade infantil e a necessidade do incentivo desde o pré-natal e também na primeira hora de
vida do bebé pois, a primeira hora de vida requer uma adaptacdo rapida de multiplos 6rgéaos e
sistemas da crianca, sendo que o contato pele a pele com a mde e a amamentacdo sédo
primordiais para auxiliar nessa adaptacdo ao ambiente, protege a crianca de hipotermia,
hipoglicemia, auxilia na formacéo do sistema respiratorio, reduz a mortalidade neonatal e tende
a aumentar o sucesso da amamentacdo continuada (BOCCOLINI et al., 2013; NECZYPOR;
HOLLEY, 2017; SHARMA; SHARMA,; SHASTRI, 2017).
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Os beneficios do aleitamento materno ndo estdo restritos apenas a crianca, ha relacao
positiva entre amamentacdo e menores indices de cancer de mama, canceres de ovario, fraturas
Osseas, atrite reumatoide, retorno ao peso pre-gestacional mais rapido e menor sangramento
uterino pds-parto nas maes (REA, 2004; FRANCA-BOTELHO et al., 2013; FRANCA et al.,
2015; VICTORA et al., 2016, HONORIO-FRANCA et al., 2016, HONORIO-FRANCA et al.,
2021). Além disso, a ligacdo mée e filho aumenta durante a amamentacdo, melhora os lagos
emocionais e cria um laco afetivo mais forte e duradouro, o que contribui para o
desenvolvimento emocional da crianca e reduz a possibilidade de depressdo pds-parto
(BRASIL, 2015; DIAS; FIGUEIREDO, 2015).

Muitas vezes, a atengdo no periodo pos-parto é voltada totalmente a crianca, e a mée
acaba ficando em papel secundario, o que também pode acarretar em problemas emocionais e
sentimento de incapacidade materna por parte da mae, portanto, € importante durante o pré-natal
um aconselhamento familiar para que isso ndo ocorra, pois, alteracbes emocionais e
psicossociais podem interferir para pior na disposicdo materna em iniciar ou continuar a
amamentacdo (DIAS; FIGUEIREDO, 2015).

1.3 Escherichia coli (E. coli)

A Escherichia coli (E. coli) é uma bactéria da familia Enterobacteriaceae, Gram-
negativa, anaerobia facultativa que habita o intestino grosso de humanos em condi¢Ges normais,
contribuindo inclusive na producdo de algumas vitaminas, digestao de alguns alimentos e ainda
pode inibir o crescimento de outras bactérias patogénicas como a Salmonella e a Shigella. Seu
ambiente natural é o intestino, portanto sua presenca em outras vias como o trato urinario pode
ser causadora de infeccbes (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; TORTORA, 2012;
CROXEN et al., 2013).

Apesar de seus beneficios ao intestino humano, ela possui certas linhagens que sao
patogénicas como a Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) e a E. coli enteropatogénica (EPEC) (KAPER;
NATARO; MOBLEY, 2004; CROXEN et al., 2013).

A infeccdo por EPEC possui como manifestacdo clinica a diarreia aguda mucoide
desprovida de sangue, podendo levar a ma-absorcao severa de nutrientes, inflamagéo local e
destruicdo do tecido (PEARSON et al., 2016). Ela é transmitida via fecal-oral entre os
hospedeiros principalmente através de superficies contaminadas, o que mostra a importancia

das condices sanitarias de qualidade bem como a lavagem adequada das mé&os e instrucéo da
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populacdo sobre higiene doméstica (CROXEN et al., 2013). Ap6s o0 nascimento,
microrganismos como a E. coli comegam a habitar o intestino do bebé e, quando em condicdes
anormais (excesso ou reducdo) pode contribuir para o surgimento de doencas (KAPER;
NATARO; MOBLEY, 2004). Em 2009 a diarreia era uma das maiores causas de morte de
criangas menores de 5 anos (UNICEF; WHO, 2009).

A E. coli enteropatogénica possui diversos mecanismos de escape, podendo inibir a
fagocitose através da secrecdo de proteinas, ela é capaz de inibir a resposta inflamatoria, inibe
células apoptdticas a sinalizarem a presenca de um patdgeno e inibe os inflamassomas de
ativarem cascatas de respostas (PEARSON et al., 2016).

Em um viés, a aderéncia de EPEC no intestino pode ser bloqueada por IgA e por alguns
componentes do leite materno, contribuindo para a imunidade do bebé, complementar a isso
células mononucleares do colostro apresentam receptor de membrana para SIgA, esta por sua
vez € uma excelente opsonina que contribui para 0 aumento das taxas de fagocitose e indice
microbicida, sendo capaz de matar a EPEC mesmo sem estimulo exdgeno (HONORIO-
FRANCA et al., 1997; FRANCA et al., 2011b; CROXEN et al., 2013).

Portanto, a amamentacdo exclusiva até o sexto més de vida, juntamente com a
vacinacdo, a lavagem de maos e a ingestdo de agua potavel é um método de intervengédo
essencial e primordial para combater a morte infantil causada pela infec¢do por microrganismos
causadores de diarreia, como a E. coli (QAZI et al., 2015).

Um estudo anterior constatou um comprometimento da atividade funcional de fagocitos
no colostro de mées com obesidade (MORAIS et al., 2019b) e atualmente ndo foram
encontrados na literatura, estudos que avaliassem o0s possiveis efeitos imunomodulatorios do
TNF-a nas células mononucleares do colostro de médes com excesso de peso. Assim, a hipotese
é de que 0 TNF-a module de forma benéfica a fagocitose e o indice microbicida de fagocitos
do colostro e possa vir a ser utilizado futuramente como uma alternativa terapéutica que

contribua com as propriedades imunologicas dessa secrec¢do para os recem-nascidos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Awvaliar in vitro a atividade funcional de fag6citos do colostro humano de mées com

excesso de peso tratados ou ndo com TNF-a para Escherichia coli enteropatogénica (EPEC).

2.2 Objetivos Especificos

e Analisar a viabilidade de células mononucleares do colostro humano de mées com
excesso de peso, na presenca ou auséncia de TNF-a;

¢ Avaliar o indice de fagocitose das células mononucleares do colostro humano de maes
com sobrepeso e obesidade para de Escherichia coli enteropatogénica, quando
tratadas ou ndo com o estimulo TNF-a e na presenga ou auséncia de TMB-8;

e Avaliar o indice microbicida dos fagocitos mononucleares do colostro humano de
mées com excesso de peso para Escherichia coli enteropatogénica (EPEC),
estimulados ou ndo com TNF-a e na presenga ou auséncia do TMB-8;

e Analisar se 0 TNF-a modula a liberagdo de calcio intracelular pelas células MN do
colostro entre os estados nutricionais e como essa liberacdo se comporta na presenca
do inibidor TMB-8.
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3 METODOLOGIA

3.1 Sujeitos

Estudo desenvolvido com amostras coletadas na cidade de Barra do Gargas-MT. As
amostras de colostro foram coletadas de todas as mées que apresentaram excesso de peso pré-
gestacional (IMC > 25,0 kg/m?), confirmados pela avaliacdo do IMC, atendidas no Hospital e
Pronto Socorro Municipal Milton Pessoa Morbeck de Barra do Garcgas, MT, no periodo de
desenvolvimento do estudo. O grupo controle de maes com peso pré-gestacional normal foi
constituido por gestantes que, apesar dos fatores de risco para a obesidade, tiveram resposta
normal (IMC entre 18,5 a 24,9 kg/m?) aos testes diagndsticos, ou seja, ndo apresentaram
excesso de peso pre-gestacional.

O tamanho amostral foi constituido de 60 gestantes, assim distribuidas: 24 no grupo
controle; 21 no grupo sobrepeso (IMC>25 kg/m? e < 29,9 kg/m?) e 15 no grupo obesidade pré-
gestacional (IMC > 30,0 kg/m?).

E importante ressaltar que esse estudo é um braco de um projeto maior que foi
previamente aprovado pelo comité de ética antes do inicio da pandemia em 2020. Inclusive, as
amostras foram coletadas em periodo anterior ao inicio de casos na referida cidade (as coletas
foram realizadas entre outubro de 2019 e inicio de marco de 2020, os primeiros casos foram
registrados em final de marco). Dessa forma, ndo houve exposicédo de risco tanto das maes e

criangas participantes do estudo, quanto da equipe do laboratdrio.

3.2 Desenho do Estudo

Foi realizado uma coorte histérica, considerando-se 0s estados nutricionais pré-
gestacional (normal, sobrepeso e obeso), e as avaliagcdes da viabilidade celular e atividades
funcionais de células. As méaes foram consultadas sobre a disponibilidade em doar uma amostra
de colostro, sendo que as amostras s6 foram coletadas mediante assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO A).

A coleta de colostro foi efetuada manualmente, com técnica adequada, no periodo
correspondente as primeiras 48 a 72 horas apds o parto.

3.3 Critérios de Inclusdo, Exclusdo e Descontinuidade
Foram elegiveis como possiveis doadoras todas as gestantes atendidas nos Servicos e

caracterizadas nos grupos experimentais: mdes com peso pré-gestacional normal (grupo
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controle) e com excesso de peso pré-gestacional ndo diabéticas, sendo estabelecidos o0s

seguintes critérios:

Critérios de inclusdo: a) idade gestacional maxima de entrada na pesquisa de 13
semanas; b) idade gestacional no parto entre 37 a 4157 semanas, reacdes soroldgicas negativas
para hepatite, HIV e sifilis; c) realizacdo da assisténcia pré-natal no Servigo e assinatura do

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Critérios de exclusdo: gravidez gemelar; malformacdes fetais e parto antes da 372

semana de gestacao.

Critérios de descontinuidade: abandono do pré-natal no Servico; malformagcéo fetal
diagnosticada no momento do parto e perda de dados relativos ao parto e ao periodo neonatal.

3.4 Variaveis de Controle
a) presenca (sim) ou auséncia (ndo) de tabagismo, anemia, consumo de alcool e
hipertensdo arterial; b) idade gestacional, em semanas completas, na entrada do grupo de
atendimento pré-natal da unidade de salde; ¢) manutencédo (sim) ou (ndo) da classificagdo do

IMC pré-gestacional (peso normal e excesso de peso) na Ultima consulta de pré-natal.

3.4.1 Variaveis Independentes
Grupos experimentais: peso normal (controle), grupo com excesso de peso (IMC>25

kg/m? e < 29,9 kg/m?) de acordo com o IMC pré-gestacional e grupo obeso (IMC > 30,0 kg/m?).

3.4.2 Variaveis Dependentes
a) Viabilidade celular de células mononucleares do colostro humano; b) Avaliacdo da
atividade funcional de fagdcitos na presenca do imunomodulador TNF-a; ¢) Liberacdo de célcio
intracelular pelas células MN do colostro humano na presenca e auséncia de TNF-alfa e TMB-
8.

3.5 Métodos de Coleta e Avaliacéo
3.5.1 Estado Nutricional Pré-Gestacional
Para determinar o estado nutricional pré-gestacional, foi utilizado como indicador o
indice de massa corporal pré-gestacional. A definicdo do IMC pré-gestacional foi obtida por
meio da formula: indice de massa corporea=peso pré-gestacional (kg)/ altura (m?). Foi utilizado
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0 peso pré-gestacional referido pela gestante durante a primeira consulta de pré-natal, ou, na
auséncia dessa informacdo, sera utilizado o peso obtido em consulta realizada até a 13 semana
de gestacdo — 0 peso aferido neste periodo tem sido utilizado como proximo do peso pré-
gestacional, possibilitando uma estimacédo do estado nutricional pré-gestacional (WHO, 1995).
A classificagdo do IMC foi definida de acordo com o Institute of Medicine dos Estados Unidos
(IOM, 2009). Os critérios empregados para cada categoria foram: baixo peso (IMC<18,5
kg/m?); eutrdfica (IMC entre 18,5 a 24,9 kg/m?) e obesidade (IMC>30 kg/m?).

Peso e altura foram mensurados em duplicata em balanca digital, marca Tanita®, com
carga maxima de 150 kg e precisdo de 100g, sendo utilizado o valor médio. A altura foi aferida
na primeira consulta de pré-natal com estadidmetro da marca Seca® com precisdo de 1mm e
capacidade de 205 cm; foi solicitado a paciente que ela retirasse os sapatos e ficasse com o
minimo de roupas, se posicionasse de costas para o estadidmetro e se mantivesse ereta com 0s
pés unidos, quando possivel encostasse o calcanhar, a panturrilha, as nadegas, os ombros e a
parte posterior da cabeca no estadidmetro.

3.5.2 Estado Nutricional Gestacional
Para avaliar o estado nutricional das gestantes em baixo peso, eutrofia, sobrepeso e
obesidade foram utilizados os pontos de corte de IMC (IMC=peso/altura?) para a idade

gestacional.

3.5.3 Obtencéo dos Fagocitos Mononucleares do Colostro

Foram coletadas amostras de colostro com volume aproximado de 8mL. O colostro foi
centrifugado por 10 minutos a 1500rpm sob refrigeracdo a 4°C. A centrifugacdo permite a
separacao do colostro em trés fases nitidas: o "botdo™ celular, uma porcao fluida intermediéria
e uma camada superior de gordura. A camada superior composta de gordura foi desprezada e o
sobrenadante (porgéo fluida) reservado, sendo conservado o "botdo" celular. As células foram
ressuspendidas em meio de cultura 199 (Gibco), e separadas em gradiente de densidade com
Ficoll-Paque (Pharmacia) por 40 minutos a 1500rpm, sob temperatura de 4°C. As células foram
contadas em camara de Newbauer, e as concentragdes celulares ajustadas para 2 x 10°
células/mL. As células foram utilizadas nos ensaios de viabilidade, de fagocitose e atividade

microbicida.

3.5.4 Modulacgao dos Fagocitos Mononucleares do Colostro por TNF-«
A modulagcdo dos fagocitos foi realizada de acordo com protocolo especifico,

desenvolvido em estudos anteriores do nosso grupo onde foram empregados diferentes agentes
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imunomoduladores, entre eles, hormdnios, plantas com potencial terapéutico e anticorpos
(FRANCA etal., 2011a, 2011b; HONORIO-FRANCA et al., 1997). Assim, de acordo com este
protocolo os fagdcitos (2 x10° cels/mL) foram pré-incubados com 10 uL de TNF-o. TM@ (100
ng/mL), por uma hora a 37°C. A seguir foram realizados os ensaios de viabilidade celular e de
fagocitose. As metodologias de cada um destes ensaios seguem detalhadas abaixo. As
concentracOes de fagdcitos e moduladores foram mantidas em todos os experimentos. Como
controle dos experimentos propostos, para cada ensaio, fagdcitos serdo incubados, isoladamente

(sem moduladores), por tempo similar ao empregado no ensaio de referéncia.

3.5.5 Tratamento dos Fagécitos Mononucleares do Colostro com TMB-8

Para investigar os efeitos do célcio Ca?* intracelular na agdo do TNF-a, os fagocitos
(2x10%cels/mL) foram incubados com 10uL de 8-(Diethylamino) octyl-3,4,5-
trimethoxybenzoate hydrochloride (TMB-8 inibidor de Ca?" intracelular — com concentragio
final de 0,1mM, Sigma, ST Louis, USA) por 1 hora a 37°C. Os fagécitos foram lavados com

PBS e imediatamente usados nos ensaios de viabilidade, fagocitose e atividade microbicida.

3.5.6 Linhagem e Cultura da Escherichia coli enteropatogénica (EPEC)

Cepa de E. coli — Escherichia coli enteropatogénica isolada das fezes de uma crianca

com diarreia aguda (sorotipo 0111: H- AL-, eae™, eaf*, bfp™) foi cultivado em meio BHI (Brain
Hearth Infusion) por 18 horas a 37°C. As bactérias foram lavadas duas vezes com tampao fosfato
salino (PBS) e ajustada em uma concentragdo aproximada de 1x107 bactérias/mL medida por
turbidimetria a 540nm, utilizando um espectrofotdmetro (T2000-Tekna). Esta concentracdo
bacteriana foi previamente determinada pela contagem de unidades de col6nia em Agar
Tripulado de Soja (TSA, Difco, Detroid).

3.5.7 Determinacéo da Viabilidade das Células Mononucleares do Colostro

Para verificar a viabilidade celular dos fagocitos MN na presenca do estimulo, 0s
fagocitos foram incubados com 250uL de células, mais 10uL da citocina TNF-a e 10pL de
TMB-8 por 30 minutos a 37°C sobre agitacdo continua. Na sequéncia, as células foram coradas
por 1 minuto com 200uL de alaranjado de acridina (concentracdo 14,4 mg/mL), ressuspensas
em PBS, centrifugadas e lavadas outras 2 vezes. Em seguida as laminas foram montadas e
contadas em quantidade de células vivas e mortas até um total de 100 em um microscépio de

fluorescéncia.
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3.5.8 Determinacéo da Fagocitose e do Indice Microbicida do Colostro

A atividade microbicida dos fagocitos MN do colostro foi avaliada pela técnica de
alaranjado de acridina, segundo o método de Bellinati-Pires e colaboradores (1989) e adaptado
por Honorio-Franca e colaboradores (1997). O protocolo dos procedimentos analisados também
foi modificado para o estudo.

Na determinag&o da fagocitose foram incubados volumes iguais de fagdcitos e bactérias
(250 pL de cada) para o grupo néo tratado e acrescidos de 10 pL de TNF-a ¢ 10 uL de TMB-8
para o grupo tratado.

O volume final, da mistura fagocitaria, foi dependente do rendimento celular das
amostras de colostro, ndo sendo inferior a 0,5 mL. A suspensdo de EPEC e células foi submetida
a incubacao prévia por 30 minutos, sob agitacdo a 37°C em banho maria.

Apbs esse periodo, a suspensdo de células e bactérias foram centrifugadas por 10
minutos a 1500 rpm sob refrigeracdo a 4°C. O sobrenadante descartado e o "pellet” formado foi
corado com 200 pL de alaranjado de acridina (concentracdo 14,4 mg/mL) por 1 minuto e a
seguir foi ressuspendida em meio 199, centrifugado e lavado com solucéo salina tamponada
(PBS) por duas vezes. A seguir foram montadas ldaminas e contadas as células em microscépio
de fluorescéncia em um aumento Optico de 400x e 1000x (Nikon Eclipse E200).

O indice microbicida foi realizado através do célculo:
FM X 100
IF
Onde FM é a quantidade de células que fagocitaram e mataram a bactéria, e IF é a
soma das células que fagocitaram a bactéria mais as células que fagocitaram e mataram a

bactéria. Todos os experimentos foram realizados em duplicata ou triplicata.

3.5.9 Liberagado de Calcio Intracelular (Ca?*) determinada por fluorescéncia e Citometria
de Fluxo

Foi realizado coloracgéo fluorescente no FACS Calibur (BD San Jose USA) para avaliar

a liberacéo de Ca?* intracelular em fagocitos do colostro (FAGUNDES et al., 2012). As células

foram coradas com indicador radiométrico fluorescente de calcio Fluo3-Acetoximetil (5L,

1pg/mL. Fluo3-AM- Sigma ST Louis, EUA). As suspensoes celulares, pré-tratadas ou ndo com

TNF-0 ¢ TMB-8 foram homogeneizadas e incubadas a 37°C por 30 minutos sob agitacdo

continua. As suspensdes celulares foram incubadas overnight e no dia seguinte lavadas com

PBS/BSA (5mg/mL; 1500rpm; 10 min), o sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em PBS/BSA.
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Ap0s isso, a leitura foi realizada por citometria de fluxo. A calibragdo e a sensibilidade
foram rotineiramente verificadas usando CaliBRITE 3 Beads (BD Cat. No 340486 USA). Fluo-
3 foi detectado com filtro de 530/30 nm para Ca?* intracelular. A taxa de liberacdo de Ca®
intracelular foi expressa em média geométrica de acordo com a intensidade de fluorescéncia do
Fluo-3.

3.6 Analise Estatistica
As analises estatisticas dos dados neste estudo nos diferentes estados nutricionais
foram realizadas através do software BioEstat® versdo 5.0. Foram utilizados o Teste de Analise
de Variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey para determinar as diferencas entre os
grupos. Considerou-se p<0,05 como limite de significancia estatistica.

3.7 Aspectos Eticos

As consideracOes éticas foram baseadas no uso do material bioldgico para fins
cientificos, com sigilo da identidade da nutriz, livre de coacdo ou conflito de interesses da
instituicdo ou de pessoas envolvidas no projeto. As coletas respeitaram os protocolos técnicos
dos servicos envolvidos. As nutrizes foram previamente informadas e o material somente foi
coletado ou utilizado sob expresso consentimento em formulério especifico (Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE), aprovado pelo Conselho Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP), CAAE: 87435318.2.0000.5587 (ANEXO B).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo avaliou os efeitos da citocina TNF-a utilizado em doses
nanomeétricas na atividade funcional de fagocitos do colostro humano de mées nos estados
nutricionais eutrdfico, sobrepeso e obesidade. Na figura 5 é apresentada uma comparacao da
viabilidade das células quando comparadas em relacdo aos diferentes estados nutricionais na
presenca e auséncia de TNF-a.
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Figura 5 - Comparagdo da viabilidade celular de células mononucleares do colostro humano de acordo com o
estado nutricional nos tratamentos espontaneo e estimulados com TNF-a. TNF-a.: Fator de Necrose Tumoral alfa.

*Diferenga significativa em relacdo a viabilidade espontanea dentro do mesmo estado nutricional (p<0,05).

A viabilidade celular apresentou indices superiores a 89% em todos os estados
nutricionais com ou sem o estimulo TNF-a. Estudos na literatura com outros tipos celulares,
relatam uma significativa toxicidade sobre a viabilidade das células apds o tratamento com
TNF-o ex6geno na mesma concentragao utilizada neste estudo (100pg/mL). No entanto, no
colostro humano e no bovino, estudos sugerem a capacidade protecdo de células, com aumento
dos indices de viabilidade, além de inibir mediadores inflamatérios (BUESCHER;
MCWILLIAMS-KOEPPEN, 1998; SCHUERWEGH et al., 2003; AN et al., 2009; CHAE et
al., 2017).

Ha poucos estudos que analisaram a acdo do TNF-a sobre a viabilidade celular, grande

parte dos estudos analisam formas de bloquear a citocina para tratar doengas de carater
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inflamatorio (SILVA; ORTIGOSA; BENARD, 2010) ou entdo, para eliminar células tumorais
em diferentes tipos de canceres (BERTAZZA; MOCELLIN, 2010).

A partir das informacgdes apresentadas com relacdo a importancia da resposta
imunoldgica no colostro, a figura 6 apresenta a comparagdo dos indices de fagocitose das
células mononucleares do colostro humano entre o espontaneo (meio 199) e o tratamento com

TNF-a na presenca e auséncia de TMB-8 nos trés estados nutricionais.
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Figura 6 - Comparac¢do do indice de fagocitose de células mononucleares do colostro humano para Escherichia
coli enteropatogénica de acordo com o estado nutricional no meio 199, tratados ou ndo com TNF-a e na presenca
e auséncia de TMB-8. TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa.

*Diferenca significativa em relacdo ao meio 199 dentro do mesmo estado nutricional e mesmo uso de TMB-8
gl):;(]ze?gga significativa entre 0 uso de TMB-8 considerando 0 mesmo tratamento e estado nutricional (p<0,05).

De forma independente, os fagdcitos do colostro humano séo capazes de fagocitar a E.
coli, mas em todos os estados nutricionais a presenca do TNF-a aumentou de forma positiva a
fagocitose em relacdo ao meio 199, independente da presenca ou auséncia do TMB-8. No
entanto, essa modulacao apresentou ser mais significativa na presenca do TMB-8 nos colostros
de méaes dos grupos eutrofico e sobrepeso. No colostro de méaes com obesidade ocorreu o
contrario. Houve reducéo do indice de fagocitose das células tratadas com TNF-a e na presenca
do TMB-8.

Quando se considera a agdo do TNF-a nos trés estados nutricionais, ¢ possivel observar
gue o colostro de maes com obesidade obteve os maiores indices de fagocitose, indicando que
as células MN desse grupo respondem fortemente ao estimulo do TNF-a. O TNF-a tem
mostrado ter efeitos estimuladores da fagocitose em celulas polimorfonucleares no infiltrado
peritoneal (PMN) e em concentracBes acima de 250pg/mL (KLEBANOFF et al., 1986; HESS
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et al., 2009).

De forma distinta ao verificado no presente estudo em que ndo houve diferengas
significativas no indice de fagocitose na auséncia da citocina entre os grupos eutrofico,
sobrepeso e obesidade, Nieman e colaboradores (1999) verificaram aumento de fagocitose de
mondcitos, granuldcitos, da explosao oxidativa (burst respiratorio) e contagem de leucocitos
no grupo de individuos com obesidade. Deve ser considerado que essas diferencas se justificam
devido ao tipo de amostras avaliado, dado que Nieman e colaboradores (1999) investigaram
efeitos da obesidade em células do sangue, e neste estudo foram analisados os efeitos do excesso
de peso sobre fagdcitos do colostro. Estudos prévios relataram que 0s componentes
imunolégicos do colostro podem apresentar comportamentos distintos aos verificados no sangue
(FUJIMORI et al., 2016). Sabe-se que os componentes bioldgicos do colostro séo facilmente
alterados a depender do carater patoldgico materno, no caso da obesidade, a inflamacdo cronica
pode prejudicar a capacidade de protecdo imunoldgica para o recém-nascido (FUJIMORI et al.,
2015).

De acordo com os possiveis mecanismos em que a fagocitose ocorre nas células MN
do colostro, o uso do blogueador de calcio intracelular (TMB-8) foi utilizado com o objetivo de
verificar se os efeitos do TNF-a sobre fagocitose sdo dependentes do célcio. Os resultados
revelaram que o TMB-8 ndo interferiu na capacidade das células mononucleares de realizarem a
fagocitose para EPEC, e quando associado ao TNF-a nos grupos eutrofico e sobrepeso, houve
um aumento consideravel deste indice, sugerindo que o possivel mecanismo de ativacdo da
atividade funcional dos fagdcitos do colostro ndo é dependente do célcio intracelular.

Além disso, o uso de bloqueadores de TNF-a. em pacientes com artrite reumatoide (AR)
ndo alterou a capacidade dos fagocitos do sangue de realizarem a fagocitose (HARTMANN et
al., 2005), mostrando que mesmo em uma condic¢do de inflamacdo crénica como a AR 0s
fagdcitos respondem bem, tanto bloqueando o TNF-o enddgeno, quanto usando-0 COmMO
estimulo exdgeno.

Contrariamente ao obtido neste ensaio, o estudo de Morceli e colaboradores mostraram
gue o TMB-8 reduziu os niveis de fagocitose no colostro de maes diabéticas (MORCELI et al.,
2013). Isso se da devido ao carater inflamatorio ser diferente quando tratamos da obesidade e
da diabetes, além de que os componentes bioativos também sdo expressos de maneiras
diferentes e podem influenciar na resposta imunologica (FAGUNDES et al., 2013).

Além da importancia em analisar a capacidade das células MN em fagocitar
microrganismos, € necessario ressaltar sobre a efetivacdo da resposta imune através da morte

do patogeno. Portanto, a figura 7 apresenta uma comparacéo entre os indices microbicidas (%)
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das células mononucleares do colostro humano de maes nos trés estados nutricionais tratados

ou ndo com TNF-a e na presenga ou auséncia de TMB-8.
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Figura 7 - Comparacéo do indice microbicida de células mononucleares do colostro humano para Escherichia
coli enteropatogénica de acordo com o estado nutricional nos tratamentos espontaneo (meio 199), tratados ou
ndo com TNF-a e na presenga e auséncia de TMB-8. TNF-a: Fator de Necrose Tumoral alfa.

*Diferenca significativa em relacdo ao indice de fagocitose espontdneo considerando o mesmo estado
nutricional (p<0,05).

#Diferenca significativa entre 0 uso de TMB-8 considerando 0 mesmo tratamento e estado nutricional (p<0,05).

Em células de mdes com peso pré-gestacional normal e sem nenhuma outra
comorbidade, 0 uso do TNF-o como modulador, reduziu a capacidade das células MN de
matarem a E. coli enteropatogénica, isso possivelmente ocorreu pelo fato de 0 TNF-a ser uma
citocina inflamatéria (MARSEGLIA et al., 2015), o que provavelmente alterou a resposta
imunoldgica natural.

Em contrapartida, em células do colostro de m&e com obesidade, a presenca do TNF-
o aumentou a capacidade microbicida, independente da do tratamento com TMB-8, mostrando
ser um 6timo modulador uma vez que células de médes com excesso apresentam maior
comprometimento devido a inflamac&o de baixo grau carateristica da obesidade (MORAIS et
al., 2019b). E importante ressaltar que o TMB-8 em células de maes eutroficas, reduziu a
atividade microbicida para a bactéria, sugerindo os fagécitos do colostro respondem por
mecanismos distintos em mées eutrdéficas e com excesso de peso. Mais estudos devem ser
realizados no sentido de elucidar o papel do célcio intracelular em células do colostro de méaes
eutréficas, bem como a possivel interferéncia da inflamag&o de baixo grau ocasionada pelo

excesso de peso pode alterar esse mecanismo de ativagao, uma vez que em maes com obesidade
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esse efeito ndo foi evidenciado

Um estudo com o uso de TNF-a exdgeno em células neuronais ndo se mostrou ser
diretamente toxico as células com metade da dose apresentada nesse estudo (50ng/mL), mesmo
em duas doses distintas com intervalo de 3 dias e além disso, induziu a fagocitose microglial
(NENISKYTE; VILALTA; BROWN, 2014). O uso de bloqueadores de TNF-a representou
uma reducdo da atividade microbicidade mondcitos em resposta a Micobacterium tuberculosis
(BRUNS et al., 2009). Além disso, o tempo de incubacdo também pode afetar a capacidade
microbicida das células MN e PMN do colostro (FRANCA-BOTELHO et al., 2007).

Outro ponto importante é de que um dos mecanismos de evasao da EPEC, é a inibicao
da resposta inflamatéria pelo organismo, inclusive blogueando 0 TNF-a. (PEARSON et al.,
2016), portanto, a propria bactéria em si é um fator relevante em uma possivel interferéncia nos
resultados obtidos neste estudo.

Para compreender qual o mecanismo intracelular é utilizado durante a fagocitose da
EPEC pelos fag6citos do colostro no presente estudo, foi realizada uma anélise da liberagéo de
calcio intracelular. O objetivo foi analisar se a citocina TNF-a também era capaz de aumentar
a liberacdo de calcio intracelular pelas células. Esse resultado elucida se o mecanismo de
ocorréncia da fagocitose neste grupo e analise era dependente ou ndo do célcio (Figura 8). N&o
foram encontradas diferencas significativas entre os grupos, mesmo na presenca de TNF-a e do

bloqueador de calcio TMB-8.
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Figura 8 - Liberacdo de calcio intracelular Ca?* pelas células MN do colostro humano de mées com peso normal,
sobrepeso e obesidade tratadas ou ndo com TNF-a. A liberagdo esta indicada como média geométrica da
intensidade de fluorescéncia liberada pelas células. As células foram incubadas com marcador fluorescente Fluo-
3 AM e analisadas por citometria de fluxo (FACS Calibur, Becton Dickinson, USA).
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Os niveis de célcio intracelular estdo muito relacionados com o controle de varios
processos celulares. Podemos citar a ativacao, proliferacdo e também morte celular através da
inducdo do processo de apoptose, da ativacdo de enzimas catabolicas e producdo de radicais
livres (FERRARI et al., 2002), e também o processo de fagocitose (NUNES; DEMAUREX,
2010; ZUMERLE et al., 2019).

O receptor do tipo Fc é o principal associado com a fagocitose e com a sinalizacéo do
calcio intracelular. No entanto, em alguns tipos celulares, como mondcitos e neutrofilos, esse
eixo de resposta nem sempre é sensivel ao céalcio (NUNES; DEMAUREX, 2010). Além disso,
as taxas de calcio intracelular sdo facilmente alteradas de acordo com minimos estimulos
externos como hormonios, citocinas e metais (FAGUNDES et al., 2012; 2013; MORCELI et
al., 2013; MORES et al., 2015), em especial em células do colostro humano.

Apesar de outros estudos apresentarem que a libracdo de célcio intracelular € maior no
grupo de maes com maior IMC (MORAIS et al., 2019b), nossos resultados ndo apresentaram
diferenca entre os estados nutricionais € nem na presenca ou auséncia de TNF-a. Outras
citocinas, como a IFN-y e TGF-B, também ndo mostraram efeitos modulatorios sobre a
liberacdo de célcio intracelular em células MN do colostro de mées diabéticas (FAGUNDES et
al., 2013).

Outro ponto importante € que, o uso de TMB-8 que é um inibidor de célcio intracelular,
em alguns casos é capaz de reduzir significativamente seus niveis mesmo sem nenhum tipo de
tratamento ou estimulo (MORCELI et al., 2013). As divergéncias com resultados encontrados
no presente trabalho podem estar relacionadas com o fato de que a fagocitose nesse caso nao
ser sensivel ao célcio e sim a outros tipos de comunicacdo, 0 que abre um leque para
investigacdes futuras objetivando elucidar o mecanismo intracelular dessa resposta.

Esses resultados reforcam a importancia dos verificados no presente trabalho uma vez
que o TNF-o mostrou potencializar o indice microbicida de forma mais intensa no grupo obeso,
que segundo a literatura é o que sofre maior comprometimento das fungdes imunologicas
celulares decorrentes da obesidade (MORAIS et al., 2019a). Além disso, o0 TMB-8 utilizado
com o objetivo de identificar o mecanismo pelo qual a fagocitose nesse grupo ocorre, nos
apresenta que, especificamente neste modelo de estudo o célcio ndo € fator determinante para
que a resposta imunoldgica ocorra.

Considerando que o TNF-a foi utilizado de maneira exdgena em doses nanométricas,
ele ndo interfere de modo sistémico no individuo, ndo exacerbando a resposta inflamatoria, mas
apenas de forma local com a funcdo de ativacdo de macrofagos. Assim, os resultados

apresentados sugerem que 0 TNF-a pode ser utilizada como potencial imunomodulador de
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fagdcitos do colostro humano em mées com obesidade.

Pelo exposto, 0 TNF-a apresentou-se como um possivel modulador da atividade
funcional de fagdcitos do colostro humano em méaes com obesidade. Considerando que a dose
nanométrica, sugere-se que esta citocina futuramente possa ser utilizada como uma alternativa
terapéutica. Além disso, 0 modelo de estudo aqui apresentado ndo mostrou ser dependente de
calcio intracelular, sugerindo que esse processo de fagocitose ocorre por outro mecanismo
intracelular, ja que mesmo apo6s o uso de TMB-8 a resposta imunoldgica continuou ativa e
eficiente.

Uma possibilidade é de que o proprio colostro esteja conferindo uma protecéo para 0s
efeitos do bloqueador de célcio, caso esta seja a hipdtese correta, uma analise de outros
mecanismos se apresenta necessaria. Reforca-se, portanto, que aamamentacao seja amplamente
promovida e apoiada visando uma protecdo tanto materna quanto do recém-nascido mesmo na

presenca de doengas cronicas como a obesidade.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel avaliar os efeitos do TNF-a e do TMB-8 sobre a viabilidade
celular de células mononucleares e atividade funcional de fagdcitos do colostro humano em

mées com excesso de peso, sendo possivel concluir que:

v As células mononucleares do colostro em todos os estados nutricionais apresentaram
altos indices de viabilidade celular ndo se alterando mesmo apds o tratamento com
TNF-q;

v Os indices de fagocitose pelas células do colostro dos grupos sobrepeso e obesidade
aumentaram apdés a modulacdo com o TNF-a, mostrando ser uma citocina com

potencial estimulatério. O uso de TMB-8 ndo interferiu na resposta celular;

v" Em especial, 0 TNF-a aumentou de maneira mais significativa o indice microbicida
em células do colostro do grupo de maes com obesidade, indicando que esse grupo
responde fortemente a modulacéo da citocina. Essa resposta também nao foi alterada
na presenca de TMB-8;

v O nivel de liberagdo de calcio intracelular pelas células do colostro, independente do
estado nutricional, ndo se alterou ap6s o tratamento com TNF-a e nem apos a presenga
do bloqueador de calcio TMB-8. Sugerindo que outros mecanismos possam estar

envolvidos nesse tipo de resposta especifica.
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ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

'\ - TITULO DA PESQUISA: AVALIACAO DE COMPONENTES SOLUVEIS E
CELULARES DE LEITE E SANGUE MATERNO.
l; Pesquisadores ¢ instituigoes envolvidas: Profa. Dra. Adenilda Cristina Honorio-Franga -

Ampus Universitirio do Araguaia - Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT).

+ Justificativa e objetivos: Avaliar componentes imunolégicos presentes no colostro e
Sangue materno de mies com excesso de peso e sorologia positiva para giardiase. Por este
Motivo, para o desenvolvimento deste projeto, serd necessdrio a coleta de leite materno
(Coloslro) e sangue para avaliarmos sc a parasitose e 0 excesso de peso podem influenciar na
atividade de determinados componentes do sistema de defesa materno.

3. Procedimentos: Coleta de sangue, em um volume aproximado de 8 ml, por pungdo venosa
e coleta de leite humano (colostro) excedente, cerca de 12 ml, por ordenha manual (retirada
manual do leite, através de massagem e expressio das mamas).

4. Possiveis riscos e desconforto: Os riscos e desconforto sio minimos, pois a coleta de
sangue e colostro ¢ feita com técnica adequada por profissionais devidamente habilitados e
com materiais descartaveis, mas poderd haver certo desconforto, resultante da expressdao
manual das mamas. Em caso de relato de qualquer incdmodo, a coleta serd interrompida
imediatamente.

5. Beneficios previstos: Para as atuais participantes do estudo: incentivo @ amamentagdo,
assisténcia e orientagdes sobre a amamentagdo, melhora nos conhecimentos sobre os
mecanismos de defesa imunoldgica presentes no leite, que sdo passados aos seus filhos
durante a amamentagdo. Acredita-se que o beneficio a ser obtido serd um melhor
conhecimento sobre a influéncia da giardiase e excesso de peso na qualidade do leite materno
e seus componentes imunolégicos, favorecendo o desenvolvimento de condutas futuras que
poderdo beneficiar as pacientes, evitando maiores riscos aos recém-nascidos.

o g e S S R VPR S PRI R e
fui informada dos objetivos, procedimentos, riscos e beneficios desta pesquisa, descritos
acima. Entendo que terei garantia de confidencialidade, ou seja, que apenas os resultados dos
exames realizados com o sangue e leite materno serdo divulgados e ninguém, além dos
pesquisadores, terd acesso aos nomes dos participantes desta pesquisa. Entendo também, que
tenho direito de receber, sempre que desejar, outras informagdes sobre o estudo, entrando em
contato com as alunas pesquisadoras. Fui informada ainda, que a minha participagdo €
voluntiria e que, s¢ eu preferir ndo participar ou deixar de participar deste estudo em qualquer
momento, isso NAO influenciard no meu atendimento junto ao Hospital. Compreendendo
tudo o que me foi explicado sobre o estudo e, estando de acordo em participar, assino
embaixo.

Assinatura do participante (ou do responsivel, se menor):

Assinatura do pesquisador principal:

. / 120

Profa. Dra. Adenilda Cristina Hon6rio-Franga. Rodovia BR-070, Km 5. Barra do Gargas -
Mato Grosso. CEP: 78600-000. E-mail: adrieleaqueiroz@hotmail.com

Alunas Pesquisadoras: Adriele Ataides de Queiroz — 66 99214-8601;
a l}orﬂggg Gadenz — 65 999095252
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ANEXO B

| UFMT - UNIVERSIDADE

| FEDERAL DE MATO GROSSO - CR8rasll 1|
L CAMPUS DO ARAGUAIA |
[T U BAREGER CONSUBSTANCIADO DO CEP ST

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EFEITOS DA OBESIDADE E DIABETE NA RELAGAO MATERNO-FETAL:
REPERCUSSOES NEUROIMUNOENDOCRINAS.
Pesquisador: Adenilda Cristina Honorio Franga

Area Tematica:
Versdo: 2

CAAE: 87435318.2.0000.5587

Instituigio Proponente: Universidade Federal de Mato Grosso
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.619.235

Apresentagdo do Projeto:

O projeto est4 bem apresentado e possui data de inicio para 01/06/2018.
Objetivo da Pesquisa:
O objetivo primario do presente projeto é

*Avaliar parametros imunolégicos e hormonais, bem como os
efeitos de colostrinina,

resistina e da melatonina sobre a atividade funcional de fagdcitos presentes em
sangue materno, sangue de cordio e colostro de maes obesas complicadas por diabete".

Também apresenta como Objetivo Secundério: “Avaliar no sangue e colostro de mées obesas e diabéticas a

concentragdo de: Resistina Colostrinina e melatonina; Citocinas (IL-1, IL-2, IL- 6,TNF, IFN-, TGF-);
Quimiocinas (MCP-1, IL-8) Superdxido dismutase (SOD)- Avaliar a atividade funcional de fagécitos do
sangue e do colostro de mées obesas e diabéticas na presenga de resistina, colostrinina e melatonina sobre

a: Viabilidade celular Liberagéo de &nion superoxido; Liberagao de calcio intracelular Apoptose e Necrose ™.

'_Endouqo: Rod. MT100 Km 3,5-ICBS ]
\ Balrro: Campus do Araguaia CEP: 78.698-000 [
| UF: MT Municiplo: PONTAL DO ARAGUAIA |

'Tolcfono: (66)3402-1121 E-mall: pmfemmmadyaugusla@gmll.eom ,
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Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
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Os riscos s&o definidos pelos pesquisadores como "minimos" e estdo apresentados no TCLE.
Quanto aos beneficios, sdo relatados que:"As principais contribuigdes cientificas da proposta é que visa

elucidar o entendimento dos fatores neuroimunoenddcrino presentes no sangue e leite materno de maes
obesas e diabéticas com vistas a melhoria da qualidade de vida de maes obesas e diabéticas".

Comentdrios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Verifico que a tematica estudada nesse projeto é de grande importancia, visto que a o

|

besidade e diabetes

constituem patologias de grande frequéncia nos dias atuais e a relagdo destas com a gestagao ainda
precisa ser estudada. Iniciativas que busquem a prevengéo de agravos durante 0 periodo da gestagdo

devem ser incentivadas para contribuir com o enfrentamento desses problemas de salide publica.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:
O projeto apresenta o Termo de consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), citando os objetivos, riscos e

beneficios da presente pesquisa.

Recomendagdes:

Sem recomendagdes.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sou favoravel a aprovagéo do presente projeto
e submeto meu parecer ao colegiado do Comité de Etica local.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Projeto aprovado.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P 20/04/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1070539.pdf _ 14:16:48
TCLE/ Termos de | TCLE_R.docx 20/04/2018 |Adenilda Cristina Aceito
Assentimento / 14:16:17__|Honorio Franga

| Enderego: Rod. MT100 Km 3,5-ICBS ‘.
Balrro: Campus do Araguaia CEP: 78.698-000 |
UF: MT Municipio: PONTAL DO ARAGUAIA }

l Telefone: (66)3402-112_1 E-mall; professoramarlyaugusta@gmail.com |
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UFMT - UNIVERSIDADE |
: Platafor
FEDERAL DE MATO GROSSO -G8rad |
e CAMPUS DO ARAGUAIA |
Continiagso do Parecer: 2.619.235 W == == '
Justificati
A“‘fs?'::"a de TCLE_R.docx 20/0412018 |Adenilda Cristina | Aceito
Projeto Detal - 14:16:17 | Honorio Franca
Brgjch etalhado /| ProjetoCEP_2018.doc 20/04/12018 | Adenilda Cristina Aceito
e 14:15:57 |Honorio Franga
Folha de Rosto Folha_rosto.pdf 11/04/2018 |Adenilda Cristina Aceito
09:27:22 | Honorio Franca
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao
PONTAL RAGUAIA, 25 de Abril de 2018
( 1, fn ~
JGrdinae s
' Assinado por:
Marly Augusta Lopes de Magalhaes
(Coordenador)
| Enderego: Rod. MT100 Km 3,5-ICBS
! Balrro: Campus do Araguaia CEP: 78.698-000
UF: MT Municipio: PONTAL DO ARAGUAIA w
Telefone: (66)3402-1121 E-mall: professoramarlyaugusta@gmail.com
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