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RESUMO

O colostro é uma secrecdo mamaria conhecida por sua importancia para 0
desenvolvimento do recém-nascido. Visando caracterizar o contetido de proteinas e gorduras
do colostro humano, uma andlise quantitativa das proteinas totais, triglicerideos e colesterol
foi realizada em trés grupos de mulheres classificadas de acordo com o indice de massa
corporal (IMC) e acompanhadas pelo Hospital Regional do Gama — DF, Brasil. O colostro foi
coletado de mulheres puérperas e armazenado a -20 °C. As amostras foram classificadas em
trés grupos de acordo com o IMC das puérperas (baixo, normal ou alto) e entdo alocadas
dentro de cada grupo. As proteinas totais foram quantificadas pelo método de Bradford e
entdo analisadas por SDS-PAGE. O teor de triglicerideos e colesterol foi estimando através de
ensaio enzimatico (Kit Doles Reag. Equip. para laboratorio Ltda). Os resultados mostraram
que quanto maior o IMC da puérpera, menor é o contetdo protéico do colostro. Enquanto o
teor de triglicerideos e colesterol dessa secrecdo aumenta em funcéo do IMC. Sendo assim, 0
indice de massa corporal da mulher parece afetar a composicao bioquimica do colostro. O
menor teor de proteinas no colostro de mulheres com alto IMC pode levar a deficiéncia nas

propriedades imunolégicas dessa secrecao.

Palavras-chave: Proteinas do colostro, Triglicerideos, Colesterol, Puérpera.
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ABSTRACT

The colostrum is a mammary secretion knowed by its importance to the newborn
development. Aiming to characterize the protein and fats content of colostrums, a quantitative
analysis of total proteins, triglycerides and cholesterol were performed in three groups of
women, classified according to the body mass index (BMI) and accompanied at Hospital
Regional do Gama — DF, Brazil. Colostrum was collected from puerperal women and then
stored at -20 °C. The samples were classified into three groups according to puerperal women
BMI (low; normal and high), and then combined and homogenized. Proteins were measured
according to the Bradford method, and then analyzed by electrophoresis. Triglycerides and
cholesterol content were estimated through enzymatic assay (Doles Reag. Equip. LTDA). The
results showed that as high is the women BMI, lower is the protein content in the colostrums,
while triglycerides and cholesterol content increase according to the increase of women BMI.
The women BMI is related to biochemical variations in the colostrum. As higher is the
women BMI, higher is the fats content in such secretion, in the other hand, lower is the
protein content. The lower protein content in high BMI women could lead to a deficient

immunological property of this mammary secretion.

Keywords: Colostrum’s proteins, Triglycerides, Choloesterol, Puerperal women.
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INTRODUCAO

O colostro é uma secrecdo mamaria produzida a partir dos estagios finais da gestacéo e
que persiste até as 40 primeiras horas ap0s o parto, quando entdo tem inicio a maturacéo dessa
secre¢do com grande producdo de lactose (Kulski & Hartmann, 1981). Neste primeiro periodo
0 recém-nascido chega a ingerir de 11 a 15 gramas de colostro em aproximadamente 10
mamadas, contudo parece ndo haver relacdo entre a ingestdo de colostro e 0 ganho de peso do
recém-nascido nos primeiros dias pos-parto (Santoro et al., 2010). Em algumas populactes
nativas de paises com baixo indice de desenvolvimento a ingestdo do colostro pelo neonato é
evitada, o que mobiliza campanhas internacionais para a mudanga desse habito visando a

salde dos recém-nascidos (Rogers et al., 2011).

Os principais componentes do leite materno também presentes no colostro sdo
proteinas, gorduras, carboidratos, vitaminas, imunoglobulinas, leucdcitos, linfécitos,
citocinas, lactoperoxidase, lactoferrina e lisozima, além de hormdnios e peptideos promotores
de crescimento (Silva et al., 2007). Devido a sua complexa composicdo o colostro
desempenha uma funcdo importante no desenvolvimento inicial do recém-nascido, desde o
amadurecimento do trato gastrointestinal (Xu, 1996), até o estabelecimento da imunidade
(Santoro et al., 2010). Contudo poucos séo 0s estudos que se concentram na caracterizacéo
bioquimica exclusiva do colostro humano (Smith & Hartmann, 1984; Lima et al., 2012).

O estado nutricional das gestantes e puérperas favorece o risco de varias complicacfes
como diabetes, pré-eclampsia, hipertensdo, insuficiéncia cardiaca, prematuridade, retardo de
crescimento uterino e morte neonatal. Estudos recentes mostram que entorno de 28% das
gestantes americanas encontram-se com excesso de peso, e 6% destas apresentam-se com
peso abaixo do recomendado (Institute of Medicine (US) and National Research Council
(US), 2009). Apesar de alguns estudos indicarem ndo haver relacdo entre o estado nutricional
da gestante e a composicdo bioquimica do colostro e do leite materno (Butte et al., 1984,
Dimenstein et al., 2006), mulheres com melhor estado nutricional tem melhor diagnédstico
gestacional e menores complicagdes pré e pos parto (Vitolo et al., 2011).

Tendo em vista a obesidade como um problema crénico de saude publica entre as
gestantes no Brasil e no mundo, esse estudo teve o objetivo de tracar um perfil entre o indice
de massa corporal (IMC) das gestantes e a influéncia do IMC na composi¢do de proteinas e

gorduras do colostro humano.
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MATERIAIS E METODOS

Tipo e local da pesquisa

O estudo foi realizado com puérperas da maternidade do Hospital Regional do Gama —
DF, situado na Area Especial, Setor Central, Gama — DF; durante o periodo de agosto de 2011
a dezembro de 2012.

Amostras

As amostras de colostro foram coletadas de 32 parturientes com faixa etaria entre 14 a
38 anos, com até 48 horas pdés—parto e classificadas em trés grupos de acordo com IMC
(calculado pela razdo entre o peso, em kg; e o quadrado da altura, em metros). Foram
consideradas de IMC baixo (IMC)) aquelas cujos valores foram abaixo de 18,5; IMC normal
(IMCn) os valores entre 18,5 e 25; e IMC alto (IMC") os valores acima de 25.

Aspectos éticos

Os dados somente foram coletados apds o projeto de pesquisa ter sido avaliado,
aprovado e autorizado pelo Comité de Etica da Fundacdo de Ensino e Pesquisa em Ciéncias
da Saude (FEPECS/SES), parecer n° 0251/2011, com consentimento da direcdo do Hospital
Regional do Gama — DF.

Em atencdo a resolucdo 196/6 do Conselho Nacional de Saude, que legisla sobre as
diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres humanos, os participantes
que concordaram em fazer parte da pesquisa assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Neste termo ficou assegurado o sigilo de sua identidade. As puérperas, cientes
dos propositos e da metodologia da pesquisa tiveram autonomia de escolher participar ou nao

da pesquisa.

Coleta do material biologico

O material biologico foi obtido de parturientes com até 48 horas pos-parto normal.
Apos a higienizacdo da mama com solucdo salina fisioldgica 0,9 %, foi coletada de cada
parturiente uma media de 5 a 10 mL de colostro. A substancia foi armazenada a -20 °C em
tubos de 15 mL, até o0 momento da dosagem das proteinas. Ao todo foram recuperadas 32
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amostras, divididas em 3 grupos de acordo com a classificagédo de IMC proposta. As amostras
classificadas em cada grupo foram somadas e homogeneizadas.

Dosagem e eletroforese de proteinas

O material bioldgico de cada grupo foi diluido em &gua destilada na proporcdo de
1:1.000. O teor de proteinas totais do colostro foi obtido pelo método de Bradford (Bradford,
1976). Todo o experimento foi feito em triplicata, desde a preparacdo da amostra até a leitura
das mesmas a 595 nm. A analise estatistica dos resultados foi realizada com o software
Microsoft Office Excel 2007°.

Ap0s a dosagem de proteinas totais, o material biolégico foi diluido em Tampéo de
Amostra (glicerol 40% v/v, Tris 240 mM, Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 8% m/v e azul de
bromofenol 0,04% m/v) de modo a conter 40 g de proteinas totais em 15 pL. O volume final
foi utilizado nos ensaios eletroforéticos.

Os ensaios eletroforéticos foram realizados em um sistema Mini-Protean (Bio-Rad)
com Gel de eletroforese desnaturante em poliacrilamida (SDS-PAGE) 4% gel de aplicacéo /
12,5% gel principal e Tampédo de Corrida Tris/Glicina (LAEMMLI, 1970). As condicdes
elétricas foram de 12 mA enquanto a amostra percorria o gel de aplicacdo e 15 mA durante a
corrida pelo gel principal. O tempo de corrida foi de 30 — 40 min. O gel foi corado com o
corante Commassie Blue-R (Laemmli, 1970).

Dosagem de triglicerideos e colesterol

Para a dosagem de triglicerideos e colesterol o colostro foi diluido em agua destilada
na proporcdo (1:10). Foram utilizados os Kits da farméacia Doles Reag. Equip. para
laboratério Ltda para a quantificacdo de triglicerideos e colesterol por meio de ensaios
enzimaticos. As reacdes enzimaticas foram submetidas a analise por espectrofotometria (505
nm) e os valores de absorbancia encontrados foram comparados aos valores de absorbéncia de
solugdes padrao de triglicerideos (200 mg/dL) e colesterol (200 mg/dL). Os procedimentos
seguiram as recomendacdes do fabricante. Todos os ensaios foram realizados em triplicata,
desde a preparacdo da amostra até a leitura das mesmas a 505 nm. A analise estatistica dos

resultados foi realizada com o software Microsoft Office Excel 2007%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise do teor de proteinas totais confirmou que o colostro é um fluido bioldgico
altamente rico em proteinas, contudo foi observada uma significativa divergéncia no teor de
proteinas entre os grupos avaliados, sendo de 49,6 pg/pL o teor de proteinas totais no colostro
do grupo IMC; de 50,1 pg/uL o teor destas moléculas no grupo IMCn; e de 21,1 pg/pL no
grupo IMCT, como mostra a figura 1. Destaca-se a acentuada diferenca na proporcéo protéica
do grupo IMC™ (21,1 pg/pL) em relacéo aos demais. O mesmo encontra-se muito abaixo dos
valores obtidos para os grupos IMCn (50,1 pg/uL) e IMC,; (49,6 pg/pL), ndo havendo

diferenca estatistica entre esses dois Ultimos grupos.
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Figura 1: Concentracdo de proteinas no colostro de puérperas classificadas segundo
IMC. IMC baixo (IMC)) 49,6 pg/uL, IMC normal (IMCn) 50,1 pg/uL e IMC alto (IMC")
21,1 pg/ pL. Para todas as anélises p < 0,05.

Os problemas fisioldgicos, e diminuicdo da qualidade de vida, advindos de um alto
indice de Massa Corporal, além de ja integrarem o conhecimento popular, s&o frequentemente
discutidos pela comunidade académica (Davis et al., 2013; Wu et al., 2013). Mais
recentemente, estudos tém mostrado os efeitos do elevado indice de Massa Corporal nas
gestantes e sua repercussao nos primeiros momentos pds-parto (Gallagher et al., 2013; Austin
et al., 2013). A quantificacdo de proteinas totais, aqui apresentada vem adicionar mais um
efeito indesejavel do alto IMC na gestacdo. Gestantes com IMC elevado apresentaram menor
teor de proteinas no colostro. Uma menor fracdo protéica nessa secrecdo pode,
potencialmente, comprometer sua qualidade imunoldgica para o recém-nascido, contudo nao
sdo conhecidos dados sobre variagcbes nas propriedades imunologicas do colostro quando
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considerado o IMC das gestantes. Estudos recentes mostraram uma relacdo entre a dieta e
fatores socios econdmicos na composicdo do colostro (Lima et al., 2012; Oliveira et al.,
2009), contudo, até onde nos consta, esse € o primeiro trabalho que relaciona o indice de
massa corporal das gestantes com propriedades bioquimicas do colostro.

Ap06s dosagem protéica, volumes das solucdes de proteinas especificos de cada grupo
analisado foram diluidos em tampdao de amostra de modo a obter-se uma solucdo contendo 2,6
pg/uL de proteinas, da qual 15 pL foram aplicados nas canaletas de um gel de eletroforese. O
ensaio eletroforético do material bioldgico indicou uma maior proporcao no volume da fracao
albuminica (~ 69 kDa) quando comparada as demais proteinas em todos os grupos estudados
(Figura 2). Segundo Thahms e colaboradores (2002), as proteinas do leite humano fornecem
cerca de 6 a 7% de energia ao recém-nascido sendo o restante obtido a partir dos lipideos
dessa secre¢do. Essas proteinas podem ser divididas em duas classes: as proteinas do soro ou
lactoalbuminas (60%), e as caseinas (40%), vistas na figura 2 na altura de 40 kDa. Em todos
0s grupos observou-se uma proporcdo inferior na fracdo imunoglobulinica (~ 150 kDa) em
relacdo as albuminas, contudo o experimento ndo permitiu mensurar diferencas quantitativas

consideraveis ao comparar esse grupo de biomoléculas entre as amostras.
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Figura 2: Eletroforese em SDS-PAGE 10% das proteinas totais do colostro. 1) IMCn; 2) IMC”; 3) IMC.. A
seta preta indica a fracdo albuminica (aprox. 69 kDa), e a seta branca indica a fracdo de imunoglobulinas (aprox.
150 kDa). A banda de aproximadamente 55 kDa corresponde a B-lactoglobulina (28 kDa), que tende a se
encontrar em forma dimérica.
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As concentrac@es de triglicerideos e colesterol foram determinadas através de ensaios
enzimaticos. Constatou-se que a concentracdo de triglicerideos (8,8 pg/uL) é
aproximadamente 4 vezes superior a concentracdo de colesterol (2,1 pg/uL) no colostro
humano, conforme mostra figura 3. Contudo esse lipideo mais abundante ainda se encontra
numa concentracdo muito aquém da concentracdo de proteinas totais do colostro (~ 40ug/uL),
sendo essa a fracdo mais abundante dentre as trés biomoléculas quantificadas (~ 80%),

seguida dos triglicerideos (~ 16%) e do colesterol (~ 4%).
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Figura 3: Média de concentracdo de colesterol e triglicerideos no colostro de lactentes com diferentes
IMCs. Colesterol: 2,1 pg/ uL; Triglicerideos: 8,8 pg/ uL. Para todas as analises p < 0,05.

A alta concentracéo de triglicerideos no colostro evidencia sua importancia energética
para o recém-nascido, enquanto o colesterol desempenhard, para este, funcdes na composicao
estrutural das membranas celulares e de substrato para a sintese de horménios e vitaminas
(Kamelska et al., 2012). E importante salientar que a concentracdo de lipideos das secrecdes
lacticas varia ao longo do periodo de transicdo entre o colostro e o leite maduro (Haddad et
al., 2012).

Os grupos de IMCT e IMCn apresentaram maior concentracdo de triglicerideos e
colesterol que o grupo de IMC|, conforme mostra figura 4 e 5. O que indica que gestantes
abaixo do peso ideal tendem a produzir um colostro com menor teor energeético para o recém-
nascido. Tanto a concentracdo de triglicerideos quanto a de colesterol ndo variaram
significativamente entre os grupos IMCT e IMCn, o que indica que estar acima do peso ideal
durante o periodo gestacional ndo acarretara em nenhuma vantagem para o recém-nascido no
que diz respeito ao teor energético do colostro. O aumento da concentracdo de colesterol de
acordo com o aumento do IMC da gestante ndo deve ser tomado como algo preocupante a
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primeira vista, uma vez que estudos tém demonstrado que a alta concentragéo de colesterol no
leite materno estad paradoxalmente relacionada a diminuigdo do colesterol sérico na vida
adulta (Reiser & Sidelman, 1972; Owen et al., 2008).
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Figura 4: Concentracdo de colesterol no colostro de puérperas classificadas segundo IMCs. Média de
concentragdo em cada grupo: IMC| 1,2 pg/uL, IMCn 2,4 pg/uL, IMCT 2,9 pg/uL. Para todas as anélises p <
0,05.
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Figura 5: Concentracéo de triglicerideos no colostro de puérperas classificadas segundo IMCs. Media de
concentragdo em cada grupo: IMC| 3,6 pg/uL, IMCn 10,8 pug/uL, IMCT 12,1pg/uL. Para todas as anélises p <
0,05.
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Esses resultados indicam que o aumento do IMC da gestante leva a um aumento da
deposicdo de lipideos no colostro em detrimento da deposicdo de proteinas. Estudos
posteriores serdo necessarios para avaliar as consequéncias da queda na razdo

proteinas/lipideos do colostro para o desenvolvimento do neonato.

CONCLUSAO

O teor de proteinas, colesterol e triglicerideos no colostro humano varia de acordo com
o IMC da gestante. Dentre as biomoléculas quantificadas, a fracdo protéica mostrou-se a mais
abundante no colostro (~ 80%), seguida dos triglicerideos (~ 16%) e do colesterol (~ 4%).
Observou-se que quanto maior o IMC da gestante, menor a concentracdo de proteinas totais, 0
que possivelmente pode gerar consequéncias imunoldgicas. Ao contrario, quanto maior o
IMC, maior a concentracdo de triglicerideos e colesterol no colostro, sendo os triglicerideos
em torno de 4 vezes mais abundantes que o colesterol. Tendo em vista a importancia dessas
classes de biomoléculas para o desenvolvimento do recém-nascido, os resultados aqui
apresentados reforcam a importancia da manutencdo do IMC normal durante o periodo

gestacional para a promoc¢do do bem-estar tanto da mae, quanto do bebé.
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