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RESUMO

Objetivo: Avaliar a influéncia de diferentes ambientes intrauterinos na concentragéo de
horménios no leite materno e sua relagdo com o0 peso da crianga nos primeiros seis meses

de vida.

Materiais e Métodos: Trata-se de um de estudo de coorte prospectivo de uma amostra de
recém-nascidos a termo da cidade de Porto Alegre. O recrutamento dos pares mae-bebé
ocorria 24 a 48 horas ap0s 0 parto e 0s sujeitos incluidos em um dos cinco grupos:
Diabetes, Hipertensdo, Tabagistas, Pequenos para Idade Gestacional (PIG) e Controle. O
colostro foi coletado no pos-parto e o leite maduro no 1° més. Foram quantificadas as
concentracdes de Leptina, Adiponectina e Insulina pelo método ELISA. O peso e a

estatura das méaes e das criancas foram obtidos em todas as entrevistas

Resultados: A concentragdo dos hormonios diminuiu com a maturagdo do leite materno
com diferenca estatistica do colostro para o leite maduro para leptina no PIG (p=0,05) e
Insulina nos grupos PIG (p=0,012) e Controle (p=0,041). O grupo PIG diferiu
estatisticamente do Controle na concentragcdo de leptina no 1M (p=0,045). O peso dos
recém-nascidos PIG foi inferior aos outros grupos no nascimento e na alta hospitalar,
mantendo-se diferente aos 15 dias do diabetes e controle, e, apenas do controle, no 1° més.
A partir dessa entrevista, a media de peso do PIG foi semelhante aos outros grupos

indicando um catch up precoce avaliado pela diferenca de escore-Z de peso para idade



(>0,67). Tanto a leptina (r=-0,295; p=0,03) quanto a insulina (r=0,262; p=0,047) do leite

maduro se correlacionaram com o ganho de peso da crianga no 1° més.

Conclusdes: A concentracdo dos horménios no leite materno dos cinco grupos é
semelhante ao nascimento, mas diminui do colostro para o leite maduro. A leptina e a
insulina tem reducéo estatisticamente significativa no grupo PIG. O estudo demonstra uma
antecipacdo metabdlica do leite materno sobre a condic¢do de PIG, relacionando-se com a

possibilidade de um catch up precoce no primeiro més de vida desses lactentes.

Palavras chave: Aleitamento materno, Leptina, Insulina, Adiponectina, IMC, PIG,

Coorte, Peso, Recém-nascido.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the influence of different intrauterine environments on breast milk

hormones concentration and its relationship with infant weight up to 6 months.

Material and Methods: This is a thematic, prospective and longitudinal term born cohort
from Porto Alegre, Brazil. Mother-infant pairs were recruited 24 to 48 hours after birth and
then included in one of five groups: diabetes, hypertension, smoking, mothers of Small for
Gestational Age (SGA) and controls. Colostrum was collected at 24h postpartum and
mature milk 1 month later. Breast milk leptin, adiponectin and insulin were determined by

ELISA. In all interviews mother and infant weight and height were obtained.

Results: Adipokines levels decreased according to milk maturation with statistical
difference in leptin from colostrum to mature milk in SGA group (p=0.05) and insulin in
SGA (p=0.012) and control (p=0.041) groups. SGA differed statistically from control at
colostrum in leptin concentration (p=0,045). SGA had low maternal BMI means values in
all measurements reflecting in lower leptin and insulin concentration. SGA infant weight
was statistically different from all groups at born and at discharge keeping different from
diabetes and control at 15 days postpartum and only from control at 1 month. After, the
weight mean of SGA was similar from others groups indicating an early catch up. Both,
leptin (r=-0.295; p=0.03) and insulin (r=0.262; p=0.047) at 1 month were correlated with

infant weight gain at 1 month.
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Conclusion: Breast milk hormones are similar at birth in all groups but the concentration
decreases from colostrum to mature milk. SGA had a significant reduction in leptin and
insulin concentration. This study demonstrates breast milk metabolic anticipation on SGA,

probably is related to early catch up at 1 month of life.

Key words: Breast milk, Leptin, Insulin, Adiponectin, BMI, SGA, Cohort, Weight,

Newborn.
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1. INTRODUCAO

A presenca de doengas como diabetes, hipertensdo e, também, o tabagismo estdo
cada vez mais presentes nas atuais gestacBes (2009). Além disso, outra situacdo clinica
amplamente estudada é a restricdo de crescimento intrauterino. Todas relacionadas a
alteracbes metabolicas nos recém-nascidos, nos lactentes e com consequéncias ao longo de
todo o ciclo vital (BARKER et al., 2002; ONG et al., 2002; PUTZKER et al., 2014;
SILVEIRA et al., 2007).

Os beneficios do aleitamento materno sdo amplamente divulgados e reconhecidos.
Para o lactente, é a principal fonte de nutrientes e, além das vantagens imunoldgicas, exerce
modulacdo metabdlica significativa devido a presenca de elementos bioativos como a
Leptina (LEP), Adiponectina (ADIPO) e Insulina, dentre outros (DUNDAR et al., 2010; F.
SAVINO et al., 2013; SAVINO; LIGUORI, 2008; SAVINO; LIGUORI; et al., 2009).
Estes compostos atuam na regulacdo do processo de nutricdo e gasto energético do
individuo, por consequéncia, determinando a composi¢do corporal (GUPTA et al., 2010;
ILCOL,; HIZLI; OZKAN, 2006; SAVINO; BENETTI; et al., 2013; SAVINO; FISSORE;
etal., 2009; SCHUELER etal., 2013; SCHUSTER et al., 2011).

A LEP e a Insulina sdo hormdnios proporcionalmente influenciados pela
quantidade de tecido adiposo presente (BUTTE; HOPKINSON; NICOLSON, 1997;
SHEHADEH; SUKHOTNIK; SHAMIR, 2006). Esta estimula a ingestdo alimentar e
diminui o gasto energético (KLUNDER-KLUNDER et al., 2013).

Estes horménios presentes no leite materno (LM), também podem sofrer as
consequéncias de adaptacfes do ambiente intrauterino de acordo com o tipo de fatores em
que sdo expostos, como condi¢Ges metabdlicas adversas (LEY et al., 2012; LEY et al.,

2010). Foi demonstrada a relacdo do IMC materno na concentragcdo dos hormdnios no leite
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(BUTTE et al., 1997; EILERS et al., 2011; MAPLE-BROWN et al., 2012; MIRALLES et
al., 2006).

Além disso, o tabagismo pode interferir na qualidade da amamentacéao
(ZANARDO et al., 2005). Foram descritas as alteragcdes na composi¢do do LM de mées de
criangas prematuras (BIELICKI; HUCH; VON MANDACH, 2004; EILERS et al., 2011) e
em maes de criangas com restricdo de crescimento intrauterino (DUNDAR et al., 2005). No
entanto, ao nosso conhecimento, ndo ha estudos observacionais prospectivos avaliando a
influéncia de ambientes intrauterinos diversos na concentracdo de multiplos horménios no
LM e a relacdo com o ganho de peso dos lactentes num periodo precoce do

desenvolvimento somaético.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Ambiente Intrauterino

Estudos que relacionam a influéncia de situacdes precoces da satde dos individuos
ao longo da vida tém sido amplamente divulgados. Trazem a temética Origens
Desenvolvimentistas da saude e doenga — DOHaD - e tentam explicar como a exposigao
precoce a diferentes fatores no inicio da vida podem desencadear um perfil de salde-
doenga caracteristico no decorrer do ciclo vital (SILVEIRA et al., 2007). Estes podem ser
ambientais, sociais, genéticos, eétnicos, demograficos, nutricionais ou até mesmo a presenga
de doenca dos progenitores (BARKER et al., 2002; BERGEN, 2006; ERIKSSON et al.,
2002; KOLETZKO et al., 2012; MONASTA etal., 2010; VUGUIN et al., 2013).

Dessa forma, ambientes intrauterinos assim como o periodo poés-natal sdo
importantes momentos para determinacdo do perfil de salde tanto da mulher (gestante/
puérpera) quanto do recém-nascido. Assim, a presenca de doencas crdnicas durante a
gestacdo podera desencadear adaptacdes estruturais e funcionais no feto que podem alterar
a programacao metabodlica, a qual tende a persistir no periodo pds-natal (SILVEIRA et al.,

2007).

2.2 Diabetes Mellitus

A prevaléncia de Diabetes cresce significativamente em todo o mundo,
constituindo-se em uma epidemia conforme a Organizacdo Mundial de Saude (OMS).
Possui grande impacto negativo para a sociedade e para a saude publica, e €, certamente,
uma das doencas de maior comprometimento do orcamento na area da sadde. E um dos

principais problemas da América Latina e Caribe, estimando-se uma prevaléncia de 19
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milhdes de pessoas com esta condicdo. Ha uma projecdo de que esse nUmero possa ser
aumentado para 40 milhdes em 2025, caso ndo sejam tomadas medidas de prevengéo
(WHO, 2014).

Os trés tipos mais frequentes de diabetes mellitus: tipo 1, tipo 2 e gestacional
(DMG) estdo relacionados com a saude fetal. Durante a gestacdo, a glicose elevada
ultrapassa a placenta, porém, o mesmo ndo acontece com a insulina. A exposicao fetal a
elevadas concentracdes de glicose pode causar alteragdes no metabolismo neuroendécrino
mediado por modificacdes na expressdo de certos genes (DODE; SANTOS; GONZALEZ,
2011).

As gestantes com diabetes podem gerar fetos macrossomicos com organomegalias
(MAYER; JOSEPH, 2013) associados com maior frequéncia de complicacdes perinatais
(BENER; SALEH; AL-HAMAQ, 2011). Somado a isso, hd um risco aumentado de
natimortos, morte perinatal (EIDEM et al., 2011) e maior prevaléncia de prematuridade
(BENER et al., 2011). A exposi¢do ao Diabetes no periodo intrauterino também provoca
alteragBes p6s-natais permanentes aumentando a suscetibilidade para o desenvolvimento de
obesidade (LAMB et al., 2010), excesso de peso na infancia (GAILLARD et al., 2013;
WROTNIAK et al., 2008) e diabetes (DABELEA et al., 2008; PETTITT et al., 2008).

O aleitamento materno tem sido utilizado como estratégia de prevencdo de
obesidade na mulher no periodo pds-natal (HATSU; MCDOUGALD; ANDERSON, 2008),
além de possiveis consequéncias benéficas futuras, pois diminui a prevaléncia de
hipertensdo, diabetes, dislipidemia e doenca cardiovascular em idades posteriores
(SCHWARZ et al., 2009). Para os filhos de mées diabéticas, o LM parece ndo sofrer
prejuizos na quantidade de insulina a ser recebida através do leite, mesmo no DM tipo 1. As

criancas cujas maes apresentam DM tipo 2 também ndo recebem quantidades superiores de
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insulina, quando comparadas a um grupo controle sem DM ou maes com DM tipo 1
(WHITMORE et al., 2012). Contudo, a agdo de outros hormonios presentes no LM precisa
ser elucidada, j& que, segundo Plagemann e colaboradores, a ingestdo de leite por filhos de
diabéticas pode aumentar o risco de obesidade com posterior desenvolvimento de
intolerancia a glicose na infancia (PLAGEMANN et al., 2002). Dessa forma, a presenca de
diabetes durante a gestacdo se apresenta como um fator que pode interferir na salde da

crianga.

2.3 Hipertenséo Arterial

A proporcdo de brasileiros diagnosticados com Hipertenséo Arterial Sistémica
(HAS) cresceu de 21,5%, em 2006, para 24,4%, em 2009 segundo levantamento anual do
Ministério da Saude (MS). De acordo com o Vigitel, a proporcdo de hipertensos € maior
entre mulheres (26,3%) do que entre homens (21,5%). Em relacdo a mortalidade por causas
obstétricas, calcula-se que 24,9% ocorra devido a transtornos hipertensivos (Brasil, 2014).

O aumento do risco de desenvolvimento de doengas hipertensivas na gravidez
aumenta na presenca de obesidade e anemia (BILANO et al., 2014). A HAS define um
ambiente especifico que pode levar a programacgéo do funcionamento de orgaos e sistemas
fetais com impacto sobre a satde da crianga. Os riscos da pressdo arterial elevada parecem
ser compartilhados entre a mée e seu filho, aumentando as chances de elevar a pressdo
arterial na crianga (LAWLOR et al., 2012). Desordens hipertensivas estdo associadas a
altos niveis de morbidades e intervengdes como cesariana, apesar da reducdo de
mortalidade perinatal nessas condi¢cdes (HEARD et al., 2004).

Além disso, pode provocar descolamento de placenta, placenta prévia,

prematuridade, maior indicacdo de parto cesareo e hemorragia pés-parto (TEDESCO et al.,
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2013; YE et al.,, 2014). Pode provocar um ambiente de restricio de crescimento
intrauterino ou o nascimento de criancas pequenas para idade gestacional (ANKUMAH et
al., 2014; FERRAZZANI et al., 2011; XAVERIUS, P. K. et al., 2014). Também tem sido
associado ao risco de redugdo das habilidades orais na crianca (WHITEHOUSE et al.,
2012) e piora nos resultados sobre cogni¢cdo (GRUSLIN; LEMYRE, 2011).

Em nosso conhecimento ndo h& estudos relacionando a hipertensdo durante a
gestacdo e as consequéncias no aleitamento materno. No entanto, algumas situagdes
presentes em portadoras dessa doenga, como é o caso do ganho excessivo de peso na
gestacdo ou até mesmo a obesidade, podem ser tomados como base para estimar algumas
alteracbes. O excesso de peso gestacional predispde a mulher a retencdo de peso e
obesidade no poés-parto (MAMUN et al., 2010; NOHR et al., 2008), diabetes (AL
MAMUN et al., 2013) e hipertensdo (KULIE et al., 2011; LI et al., 2013; NOHR et al.,
2008). Somado a isso, varios estudos demonstram a relagdo entre o IMC materno e as
concentra¢fes hormonais séricas da mde e da crianga e no LM (BRONSKY et al., 2006;
BUTTE et al.,, 1997; DONERAY; ORBAK; YILDIZ, 2009; EILERS et al., 2011;
FIELDS; DEMERATH, 2012; MAPLE-BROWN et al.,, 2012; MARTIN et al., 2006;
MIRALLES et al., 2006; SCHUELER et al., 2013; UYSAL etal., 2002; WEYERMANN;
BRENNER; ROTHENBACHER, 2007). Portanto, se faz necessario determinar a influéncia

dessa doenga também na concentragdo hormonal do LM.

2.4 Tabagismo
Segundo a OMS cerca de cinco milhdes de pessoas morrem por ano vitimas do uso
do tabaco, e o fumo ainda €, atualmente, uma das principais causas de morte evitavel.

Estima-se que um ter¢o da populacdo mundial adulta faca uso do tabaco (YACH, 2014).
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Nos paises em desenvolvimento, os fumantes somam 48% dos homens e 7% das mulheres,
enquanto nos desenvolvidos, a participacdo do sexo feminino mais do que triplica, num
total de 42% de homens e 24% de mulheres fumantes. No Brasil, pesquisa realizada
recentemente pelo MS, por meio do Instituto Nacional de Cancer (Inca), indica que 18,8%
da populacéo brasileira é fumante (22,7% dos homens e 16% das mulheres) (YACH, 2014).

Na gravidez, a nicotina presente no tabaco pode provocar constricdo dos vasos
uterinos e placentarios, e promove taquicardia tanto da mée quanto do feto (LEOPERCIO;
GIGLIOTTI, 2004). Além disso, provoca alteracfes na fungdo imune do feto e na funcéo
pulmonar no periodo neonatal (LIMA et al., 2010). Ainda, o tabagismo durante a gestacdo
pode ocasionar 0 nascimento de criancas pequenas para idade gestacional (ZAMBONATO
et al., 2004), com menor peso ao nascer (BEYERLEIN et al., 2011; MARTINEZ-MESA et
al., 2012) em funcéo da diminuicéo do transporte de oxigénio e da concentracdo de insulina
fetal INGVARSSON et al., 2007).

Posteriormente, no decorrer da vida destes individuos, existem vérias outras
associacOes desvantajosas aqueles que foram expostos ao tabagismo. Dentre elas podemos
destacar mudancas no crescimento linear (MATIJASEVICH et al., 2011), maior IMC na
infancia (BEYERLEIN et al., 2011; MARTINEZ-MESA et al., 2012), risco para doencas
cronicas futuras em decorréncia da maior preferéncia pelo doce (AYRES et al., 2011),
baixa estatura (KOSHY; DELPISHEH; BRABIN, 2011b), obesidade (OKEN; LEVITAN;
GILLMAN, 2008; WIDEROE et al., 2003), catch up nos primeiros anos de vida (ONG et
al., 2002) e sindrome metabolica (INO, 2010). Além disso, esta associado a hiperatividade
(KOSHY; DELPISHEH; BRABIN, 2011a), menores habilidades funcionais (PAVIC et al.,

2012) e cefaleia na infancia (FABRI et al., 2011; SILVA et al., 2011).
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O fumo parece modificar a qualidade de alguns fatores no LM, que ndo a Leptina.
H& uma variacdo quanto a concentracdo desta do colostro para o leite de transi¢do, todavia
parece ser semelhante entre fumantes e ndo fumantes (ZANARDO et al., 2005). Por outro
lado, apesar de ndo alterar os niveis séricos de LEP e do LM das fumantes, parece reduzir a
LEP sérica dos seus filhos, independente do peso de nascimento (OZKAN et al., 2005).
Logo, o tabagismo durante a gestacdo é outro evento que pode definir o perfil de saide da

crianga.

2.5 Pequeno para lIdade Gestacional (P1G)

O conceito de restricdo de crescimento intrauterino (RCIU) por vezes confunde-se
com o termo pequeno para idade gestacional (PIG) e ndo ha consenso e unanimidade na
definicdo conceitual, apesar de uma busca para tal determinacdo (MAYER; JOSEPH, 2013;
ZHANG et al., 2010). Acredita-se que a RCIU esteja relacionado com uma afeccdo durante
a gestacdo enquanto o PIG poderia decorrer da constitucionalidade biolgica normal do
crescimento somatico fetal. (IAMS, 2010). Além disso, ha variacdes em caracteristicas ndo
patolégicas maternas que podem influenciar no crescimento fetal (MONGELLLI;
GARDOSI, 1995). No entanto, as afecgdes relacionadas com RCIU nem sempre séo
possiveis de serem detectadas (LOHAUGEN et al., 2013; VERKAUSKIENE et al., 2007).

Para o presente estudo, utilizaremos o termo RCIU idiopatica como sindnimo de
PIG, ou pelo menos ndo ha a pretensdo de discutir ou conceituar esses termos, pois todas as
nossas criangas nasceram a termo e sem doenca aparente. Portanto, a classificagdo de RCIU
se dard segundo a curva de Alexander (GREG R. ALEXANDER et al., 1996). Ou seja,
iremos considerar a Restricdo de Crescimento Intrauterina de causa desconhecida pelo peso

abaixo do percentil 5 da curva de crescimento acima citada, de acordo com a idade
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gestacional, tentando aumentar a sensibilidade da busca dessas criangas consideradas
pequenas.

O nascimento de PIGs tem variacbes de acordo com a regido e 0 seu
desenvolvimento socioecondémico (DA SILVA et al., 2010; MORAES et al., 2012). No
Brasil, houve aumento nas taxas de baixo peso ao nascer até 2004 e estabilizou-se até 2010
com prevaléncia proxima de 10% dos nascimentos (MORAES et al., 2011; VELOSO et
al., 2013). No Rio Grande do Sul, a taxa de crescimento anual das propor¢oes de baixo peso
ao nascer foi de 1,2%, entre 1994 e 2004, sendo que as proporcOes diferem entre as
microrregifes e aumentam com o passar dos anos. Essa elevacdo da proporcdo do baixo
peso se deu com o aumento do percentual de prematuros, do percentual de cesarianas e da
reducéo do coeficiente de mortalidade infantil (MORAES et al., 2011) e pode acontecer por
diversos fatores como questfes sociais, culturais, baixo peso e altura materna, dentre outras,
ou em funcéo da restricdo calorica durante a gestacdo (HEAMAN et al., 2013; MORAES
et al., 2012; VAHDANINIA; TAVAFIAN; MONTAZERI, 2008; XAVERIUS, P. et al.,
2014).

O perfil de saude materno, entdo, pode gerar um ambiente desfavoravel ao
crescimento do feto e desencadear adaptacOes estruturais e funcionais e, possivelmente,
prejudicar a programacdo em 0Orgaos e tecidos fetais e persistir no periodo pés-natal
(SILVEIRA et al., 2007). Barker e colaboradores descreveram a hipotese da programacao
metabolica de criangas que passaram por desnutri¢do intrauterina confirmando essa teoria.
Eles correlacionaram o baixo peso ao nascer com doencas cardiovasculares na vida adulta
(BARKER et al., 2002).

Diversas outras consequéncias da RCIU ja foram descritas na literatura como

obesidade (ONG et al., 2002), hipertensdo (BARKER et al., 2002), resisténcia a leptina
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(COUPE et al., 2012; JAQUET et al., 1999), dislipidemia, diabetes (VEENING; VAN
WEISSENBRUCH; DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2002), resisténcia insulinica
(PUTZKER et al., 2014) entre outros desfechos desfavoraveis (KAIJSER et al., 2009;
VERKAUSKIENE et al., 2007). Assim, 0 baixo peso ao nascer pode predizer o risco para
desordens metabdlicas relacionadas nesses individuos (PUTZKER et al., 2014).

O periodo pos-natal também provoca adaptaces nas criangas nascidas com baixo
peso. Elas parecem tentar compensar o periodo de restricdo intrauterina e passam a ganhar
peso rapidamente (catch up) (COUPE et al., 2009). Dessa forma, a alimentacdo do neonato
se torna importante para a constituicdo desse crescimento. N&o s6 pelas diferencas nas taxas
de crescimento entre lactentes amamentados ao seio ou por férmula infantil (IKEDA et al.,
2014; KARATAS etal., 2011; KON et al., 2014; KRAMER et al., 2004; LONNERDAL,
2014), mas também pelo contraste que pode haver na composicdo interindividual no
préprio leite materno a ser recebido por essas criangas de forma a programar, inclusive o
apetite (GRUNEWALD et al.,, 2014; KARATAS et al.,, 2011; KON et al.,, 2014;
SAVINO; FISSORE; et al., 2009; SCHUELER et al., 2013).

Quando comparado o LM de maes de PIG com criangas nascidas adequadas e
grandes para idade gestacional pode se observar que os niveis de Leptina (LEP) foram
inferiores e, especialmente no 1° més, diferentes entre os trés grupos. Contudo ndo ha
diferenca no 2° e 3° més. Os PIGs apresentaram crescimento mais rapido nos 15 dias e
tiveram menor LEP no LM. Infere-se, entdo, que o LM parece ter uma regulacdo fisiologica

de acordo com as necessidades da crianca (DUNDAR et al., 2005).
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2.6 Leite Materno e hormonios

A nutricdo e o crescimento infantil tém sido muito estudados em funcdo da
possivel ligacdo com distarbios metabolicos ao longo da vida. O LM é um dos fatores que
potencialmente exerce efeito sobre esse desenvolvimento, especialmente, em fungéo da sua
composicao e da presenca de elementos bioativos, como hormonios. Estes, com importante
papel na regulacdo do balango energético controlando a ingestdo alimentar e, por
consequéncia, determinando a composicao corporal dos individuos (GUPTA et al., 2010;
SAVINO; BENETTI; et al., 2013; SAVINO; FISSORE; et al., 2009; SCHUELER et al.,
2013; SCHUSTER et al., 2011).

No entanto, a concentragdo desses compostos no LM varia amplamente de mulher
para mulher, independente de uma condi¢do patoldgica associada e ha uma correlagdo
direta na presenca nos diferentes 6rgdos e tecidos como sangue, corddo umbilical e leite
(WEYERMANN et al., 2006). A acdo destes hormonios tem sido muito estudada pelo
papel na regulacdo da homeostase energética (SAVINO et al., 2011). Pois, provocam
reflexos na salde da crianca, ndo apenas precocemente, mas também a longo prazo
(BRUNNER et al., 2014).

Assim como o crescimento intrautero provoca alteracdes pos-natais na crianga, 0S
horménios no LM também podem sofrer mudancas em consequéncias de adaptagcdes no
ambiente intrauterino de acordo com tipo de fatores a que sdo expostos. J& foram descritas
as consequéncias na composicdo do LM de maées de criancas nascidas pré-termo
(BIELICKI et al., 2004; EILERS et al., 2011), no tabagismo materno (ZANARDO et al.,
2005), em mées de criangcas com restricdo de crescimento intrauterino (DUNDAR et al.,
2005), diabetes de ambos os tipos (LEY et al.,, 2010; PLAGEMANN et al., 2002). No

entanto, ainda ndo se tem trabalhos, ao que se sabe, na concentragcdo de hormonios no LM
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acompanhando as influéncias no desenvolvimento da crianca num periodo tdo precoce, a

partir de diferentes ambientes intrauterinos.

2.7 Leptina

A leptina (LEP) é um dos horménios mais estudados quanto a presenga no LM. E
um hormonio derivado do gene ob, descoberto em 1994 e posteriormente avaliado no leite
materno a partir de 1997. E um horménio anorexigeno que atua em células neuronais do
hipotalamo no sistema nervoso central sendo produzido nos adipdcitos e, portanto,
proporcionalmente influenciado pela quantidade de tecido adiposo presente (SAVINO;
BENETTI; et al., 2013).

Pode ser encontrado na placenta humana, corddo umbilical e nas células mamarias
(DUNDAR et al., 2010; JAQUET et al., 1998; WEYERMANN et al., 2006). A LEP sérica
da mulher é transmitida do sangue para o LM além da producdo da propria mama. Entdo,
essas duas fracdes, do sangue e do LM, exercem um importante papel biol6gico sobre o
neonato (CASABIELL et al., 1997), ja que a LEP fornecida pela mée parece ser absorvida
pelas células intestinais e estomacais (PICO; SANCHEZ; et al., 2007; SANCHEZ et al.,
2005).

Quantidades insuficientes de LEP durante o periodo da lactacdo parecem gerar
menor protecdo contra a obesidade e processos metabdlicos (D'SOUZA A et al., 2014;
DONERAY et al., 2009; MIRALLES et al., 2006; PICO; OLIVER,; et al., 2007; PICO;
SANCHEZ; et al., 2007). Estudos tém comprovado a relacdo da LEP no peso das criangas
avaliadas (SAVINO; LIGUORI; et al., 2013; SAVINO et al., 2008): a menor exposicéo a
LEP durante o periodo de aleitamento parece estar associada ao peso da crianca, inclusive

com maior massa gorda (DONERAY et al.,, 2009; FIELDS; DEMERATH, 2012;
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MIRALLES et al., 2006; PICO; OLIVER,; et al., 2007). Além do mais, a RCIU parece
aumentar os niveis séricos de LEP (JAQUET et al., 1999) o que pode provocar uma

resisténcia na vida pés-natal (COUPE et al., 2009; COUPE et al., 2012).

2.8 Adiponectina

A ADIPO, também é uma adipocina e foi descoberta em 1995, mas s6 observada
no LM em 2006. Atua no metabolismo da glicose e dos lipideos, ao melhorar a
sensibilizacdo da insulina e a oxidagdo dos acidos graxos e ao inibir a producédo de glicose
hepatica (BRONSKY et al., 2006; NEWBURG; WOO; MORROW, 2010). Ao contrério
da leptina, ela estimula a ingestdo alimentar e diminui o gasto energético. Na presenca de

obesidade ha menor quantidade circulante (KLUNDER-KLUNDER et al., 2013).

2.9 Insulina

A insulina ¢ um dos hormonios mais estudados em funcdo da sua relacdo com o
Diabetes, porém com poucas avalia¢des a partir do LM. E ativado apds a ingest&o alimentar
fazendo a captacdo de glicose para diversos tecidos (DE GRAAF et al., 2004). Além disso,
parece interferir na acdo de hormonios enterais ao reduzir o esvaziamento gastrico e
promover sensacdo de saciedade (SHEHADEH et al., 2006).

A concentracdo sérica da insulina é proporcional a quantidade de tecido adiposo,
assim como a leptina. Ambos horménios parecem ter efeitos centrais semelhantes e
suscitam que haja modulacdo entre eles (BUTTE et al., 1997). Dessa forma, o
desenvolvimento infantil pode ser influenciado por fatores ambientais, pela genética dos
individuos e pela nutricdo. Estes, além de gerarem uma programacao metabolica que pode

ser estabelecida ja intraitero, exigem a necessidade de esclarecer os elementos para sua
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constituicdo no periodo poés-natal. Estudos de coorte, portanto, sdo substanciais para
determinar a causalidade das doencas também nessas situacBes. Na Tabela 1 estdo
descritos, resumidamente, estudos que avaliaram o0s mesmos hormonios no LM que

investigamos.



33

Tabela 1. Sintese das publicacdes referentes aos horménios Leptina, Adiponectina e Insulina no Leite Materno.

Autor/ Ano Hormonio Objetivo do estudo Numero Amostral (n) Resumo dos achados
avaliado no LM
Casabiell et al., Leptina Avaliar a presenca de LEP no colostro ou LEP esté presente no LM da mesma forma que no
1997 leite maduro. n=34 sangue, porém em quantidades inferiores. Ela
pode ser absorvida intacta pelas células intestinais
e estomacais de ratos, possivelmente como deve
acontecer nos humanos, jA que ha aumento nos
niveis séricos da crianga apos a amamentagao.
Ucar et al, Leptina Estudar as concentragbes de leptina no N&o houve diferenca na concentracdo de LEP no
2000 leite humano e suas relacbes com a leptina Amostras: Transversal — leite inicial ou final. LEP do LM foi
serica da mde e da crianca, além da criancas entre 3 e 120 diasde significativamente menor do que a sérica.
adiposidade, glicose, insulina, lipidios e vida. Log da LEP do LM se correlacionou
niveis de lipoproteinas.  Também positivamente com a LEP sérica da mde e da
comparar as concentracdes de leptina leite n=18 crianca e negativa com o perfil lipidico. Néao
inicial e final para investigar se a leptina houve correlagdo entre Log LEP do LM e
atua na saciedade. adiposidade materna e da crianca, concentracoes
de lipideos e lipoproteinas da crianca.
Uysal et al, Leptina Determinar se ha relacdo entre as  Amostras: ndo diz quando  N&o houve diferenca na concentracdo de LEP no
2002 concentracbes de leptina no LM e foram coletadas LM de mées de criancas obesas ou ndo obesas.

adiposidade em criangas amamentadas

exclusivamente.

n=50

LEP do LM se correlaciona com o IMC materno e

ndo se correlaciona com o IMC da crianca.
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Bielicki et al.,
2004

Dindar et al.,
2005

Ozkan et al.,
2005

Leptina

Leptina

Leptina

Comparar os niveis de leptina do leite
materno entre gestacbes a termo e pre-

termo.

Investigar se hd uma relacdo entre os
niveis de LEP no LM e o ganho de peso
pos-natal e comparar as variagdes nas
concentragbes de LEP em Pequenos
(P1G), Adequados (AGA) e Grandes para
Idade Gestacional (GIG).

Avaliar o efeito do tabagismo durante a
gravidez sobre as concentragdes de leptina
materna e neonatal, e também sobre os

niveis de leptina do leite materno.

Amostras: 2 - 3 dias (A), 4 —
5 dias (B) e 6 semanas (C)

apos 0 nascimento
A termo: n=24
Pré-termo: n=9
Amostras: 15D e 1M, 2M e
3M
PIG n=11
AGA n=22

GIG n=14

Amostra; 7 dias pds-parto

Concentracdo maior no LM pré-termo nos dois
primeiros momentos A (p<0,01) e B (p<0,05). No
LM a termo houve declinio significativo nos
niveis de A para B, enquanto que no LM pré-
termo ndo variou. Correlacdo moderada do LM
(A) com o peso ao nascer da crianca r> = 0.16; p<
0.05).

LEP no LM foi inferior nos PIGs e superior nos
GIG comparado com AGA. Os niveis de LEP no
LM sdo diferentes entre PIG, AGA e GIG,
especialmente no 1° més. N&o ha diferenca no 2° e
3° més. Os PIGs apresentaram crescimento mais
rapido nos 15D e tiveram menor LEP no LM. O
LM parece ter uma regulacdo fisiologica de
acordo com as necessidades da crianca.

N&o houve diferenca significativa entre 0s grupos
nos niveis maternos de leptina e no LM (p = 0,14
e p = 0,96, respectivamente). No entanto, os niveis
de leptina foram significativamente menor em
recém-nascidos de mées fumantes em comparagédo
com criancas nascidas de mées néo tabagistas (p =

0,02). Nossos resultados sugerem que o tabagismo
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Zanardo et al.,
2005

Bronsky et al.,
2006

licol et al., 2006

Leptina

Leptina
Adiponectina

Leptina

Testar, em mées fumantes, concentragdes
de interleucina (IL) la, B-endorfina e

Leptina no colostro e leite de transicéo.

Investigar proteinas presente no leite
materno, que sdo produzidas pelo tecido
adiposo e estdo relacionados com o

metabolismo dos lipideos.

Avaliar as concentragdes de leptina no
leite materno durante os primeiros 180
dias pos-parto, e determinar a relagdo
entre as concentracdes de leptina no leite

Amostras: 3 e 10 dias p6s-
parto
Fumantes: n = 42

Nao fumantes: n = 40

Amostras: 48h ap06s o inicio
da lactagéo

n=>59

Amostras: Colostro (até 3
dias), Transicao (4 a 14),
Maduro precoce (15 a 30),

Maduro (31 a 90) e Maduro

materno ndo tem um efeito sobre os niveis de LEP
sérica € do LM, mas diminui a concentragao
sérica neonatal independente do peso de
nascimento.

LEP no LM de transicdo foi significativamente
menor do que no colostro tanto das fumantes
como nédo fumantes.

Né&o houve diferenca na LEP do LM de transigdo

entre fumantes e ndo fumantes.

A LEP foi significativamente menor no LM pré-
termo vs a termo (0,30+0,09 vs 0,60+0,05ug/L;
P< 0,026). LEP se correlacionou com Peso pré-
gestacional e do parto, IMC pré-gestacional,
ganho de peso gestacional e idade gestacional.

ADIPO se correlacionou com o0 peso pré-

gestacional (r=0.288; p<0.027). Nao houve
correlagdo com o peso ao nascer (r=0.119;
p<0.371).

LEP no colostro foi mais elevada e diminuiu
durante os primeiros 180 dias de lactagdo,
mostrando uma relagdo inversa e significativa (r

=-0,694, p<0,001) com os dias de lactacdo e se
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Martin et al.,,
2006

Miralles et al.,
2006

Leptina

Adiponectina

Leptina

e os niveis circulantes de hormoénios em

mulheres que amamentam.

Determinar a presenca de adiponectina no
leite humano e caracterizar fatores
maternos associados com potenciais
variagbes em  concentragbes  de

adiponectina.

Determinar se a concentragdo de leptina Amostras: 1, 3, 6, € 9 meses

posterior (91 a 180)

Colostro: n= 37
Transicdo: n= 27
Maduro: n= 37

Amostras: 1 més.

LEP
Mexicanas: n=37
Brancas: n=30

ADIPO
Mexicanas: n=37

Brancas: n=19

do leite se correlaciona com a leptina de lactag&o.

circulante e o IMC materno e com 0

ganho de peso dos bebés.

n=28

relaciona  significativamente ~ com  outros
hormdnios séricos maternos (leptina, cortisol,

insulina e tiroxina).

As concentracdes medianas de ADIPO foram >40
vezes superiores as concentragfes de LEP (16,6 vs
0,4ng/ml;  p<0,0001).

gestacional foi positivamente associado com as

IMC materno  poés-

concentracdes de ADIPO no leite. Mexicanas
tiveram menores medianas de concentracdo de
ADIPO no 1M do que as brancas ndo hispanicas
(11,5 vs 19,8ng/ml; P=0,003). ADIPO esta
presente no leite humano e sua concentracdo esta
associada a duracdo do aleitamento materno,

adiposidade e etnia.

LEP do LM foi positivamente correlacionada com
a concentracdo no plasma e com IMC materno.
LEP 1M foi negativamente correlacionada com o
IMC da crianca aos 18 e 24 meses de idade.
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Weyermann et
al., 2006

Leptina
Adiponectina

Medir as concentracdes de adiponectina e
leptina e relacionar com a presenca destas
no sangue, corddo umbilical e no leite

materno.

Amostras: 6 semanas pos-
parto

n=766

ADIPO do corddo umbilical é superior a sérica e
do LM. ADIPO do LM ¢ superior em mdes de
criancas que nasceram grandes para idade
gestacional. LEP do corddo é significativamente
menor do que a sérica e do LM. LEP do LM de
maes de meninas é superior ao de meninos, mas

ndo se correlaciona com a antropometria do

nascimento.
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Doneray et al.,
2009

Woo et al,
2009

Bronsky et al.,
2011

Leptina

Adiponectina

Leptina

Adiponectina

Investigar se a mudanga no contetdo de
leptina no leite materno atua sobre ganho
de peso corporal neonatal.

Determinar a associagdo entre
adiponectina no leite materno e o peso da

crianga nos primeiros 6 meses de vida.

Determinar mudangas intraindividuais nos
niveis de proteinas no LM durante 12

meses de lactacdo.

Amostras: 1° dia (1D) e entre
21° e 30° (30D) dia pos-
parto.

(n=15)

Amostras: Ohio: mensal até 6
meses

Meéxico: 1 semanae 1, 3,5¢€
6 meses pds-parto.

(Ohio: n = 45 e LM = 305;
México: n = 277 e LM =
1074)

Amostras: pds-parto (DO) e
1, 3, 6, 12 meses.

n=72

Os niveis de LEP do
significativamente maiores do que no colostro. A
LEP no leite
correlacionada com o delta IMC (r = -0,53; p

leite maduro foram

maduro foi negativamente
<0,05), assim como o delta da concentracdo foi
inversamente correlacionada com o delta IMC (r =
-0,529; p <0,05).

N&o houve diferenca estatistica entre as duas
coortes quanto a concentragdo de ADIPO no LM.
Nos primeiros 6 meses, mais ADIPO no LM foi
associado com menor Z-score de peso-para-idade
(-0,20+0,04, p<0,0001) e Z-score peso-para-
comprimento (-0,29+0,08, p=0,0002), mas nédo Z-
score de comprimento para idade.

LEP e ADIPO foram detectaveis no LM até 12M
de lactacdo, com tendéncia decrescente até 3M e
subsequente aumento até 12M. LEP no PP maior
do que nas outras avalia¢des (p<0,0001). ADIPO
foi maior aos 12M do que nos 3M e 6M
(p=0.0026). N&o houve correlagdo com o peso das

criancas ao longo dos 12 meses de lactacao.
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Eilers et al,
2011

Karatas et al.,
2011

Leptina

Leptina

Comparar  diferentes  métodos de
preparacdo para a analise da leptina no
leite humano e investigar os niveis de
leptina no colostro e leite maduro de mées

de prematuros ou bebés a termo.

Avaliar as alteracdes nos niveis de
grelina, leptina e de gordura no LM
anterior e posterior e a possivel relacdo
entre estes niveis com a idade e
crescimento de recém-nascidos a termo

saudaveis.

Amostras: 3 dias (3D) e 28
dias (28D)

A termo: n=40

Pré-termo: n=37

Amostras: 30 a 90 dias (1 a
3M) e 127 e 171 dias (4 a
6M) em criangas
amamentadas ao seio (LM) e
amamentadas ao seio e com
férmula infantil (LM+FI)

n==62

O leite sem gordura foi a preparacdo mais estavel
para a andlise de LEP. O LM pré-termo e a termo
contém LEP em concentrages iguais. LEP do LM
depende de indice de massa corporal das mées.
Durante o primeiro més o0s niveis de leptina
diminuiram significativamente no leite a termo,

mas nao no prematuro.

N&o houve diferenca nas concentracdes de LEP
no LM anterior do posterior, apesar de a
concentracdo ser maior no leite posterior. Os
niveis de LEP nas criangas amamentadas ao seio
diminuiram da primeira para a segunda entrevista.
A LEP do leite posterior no LM+FI foi inferior
em ambas as entrevistas quando comparada ao
leite posterior LM. As criangas que consumiam
férmula infantil tiveram ganho de peso superior
aquelas que recebiam LM+FI e, que, por
conseguinte, ganharam mais peso do que aquelas

amamentadas apenas ao seio.
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Cesur et al.,
2012

Fields e

Demerath,
2012

Leyetal., 2012

Adiponectina

Leptina

Insulina

Adiponectina

Insulina

Determinar os niveis de ADIPO e grelina
no LM e soro das mées e seus bebés no
1M e 4M pos-parto, e investigar a relacéo
entre 0s seus niveis e antropometria dos
recém-nascidos durante a vida pds-natal
precoce.

Avaliar a associacdo entre horménios que
regulam o apetite e fatores de crescimento
(LEP,
inflamatérios (IL-6 e TNF-a) no LM com

a composicao corporal de criancas no 1°

insulina, glicose) e fatores

més de vida de recém-nascidos a termo

saudaveis.

Investigar as associagoes de
anormalidades metabolicas no pré-natal
com insulina e ADIPO no leite humano e
desses

comparar as  concentragdes

hormodnios no colostro e leite maduro.

Amostras: 1 més (1M) e 4
meses (4M)

n=25

Amostras: 1 més pos-parto

n=19

Amostras: Colostro (12
semana) e leite maduro (3

meses)

n=170

As fontes de ADIPO para a

provavelmente sejam tanto do LM quanto sérico.

crianca

ADIPO do LM ndo se correlacionou com as

medidas antropomeétricas da crianga.

IMC pré-gestacional foi associado positivamente
com a concentracdo de LEP LM (p=0,0027).
Maior concentracdo de LEP foi associada ao
IMC (r=-0,54; p=0,03).

maiores de

menor escore-Z de

Concentracgdes insulina  foram
associadas com menor peso da crianca, peso
relativo e massa magra (r=-0,49 - 0,58; p<0,06).
IMC materno se correlaciona com a LEP no LM.

ADIPO e

significativamente maiores do que no leite

Insulina do colostro foram
maduro. Anormalidades metabdlicas maternas no

pré-natal  estdo  associadas com  altas

concentracbes de insulina no leite maduro,
enquanto que apenas variaveis obstétricas séo
associadas com as concentracbes de ADIPO no

colostro.
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Savino et al.,
2012

Adiponectina

Determinar a concentracdo de
adiponectina no leite materno e investigar
sua relacdo com a concentracao sérica de
adiponectina das maes e seus bebés e,
também, avaliar a relagdo entre os niveis

séricos de adiponectina e parametros

antropomeétricos na crianga.

Amostras: até 6 meses

(n=60, mas 46 aceitaram
coletar LM)

Foi encontrada uma correlagdo negativa entre
ADIPO do LM e idade da crianca (r = -0.30; p =
0.043).
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Whitmore

al., 2012

Woo
2012

et

et

al.,

Insulina

Adiponectina

Identificar a origem da insulina presente
no leite das mées com Diabetes Mellitus
(DM) tipo 1, se enddgeno ou exdégeno por
determinagdo dos niveis de insulina total,
insulina endbgena e peptideo-C em
comparacdo com o leite de mées sem DM.
Este estudo também teve como objetivo
comparar 0s niveis de insulina no leite
materno de mdes com DM tipo 2 e, em
seguida, investigar qualquer relacdo entre
glicose no sangue, insulina no leite,
glicose, peptideo-C, e o contetido de sodio

no leite materno em cada um dos grupos.

Examinar o ganho de peso infantil no
segundo ano de vida de acordo com o
nivel de exposicdo de ADIPO no leite

materno.

Amostras: ao longo de 24h
de 5 maes sem diabetes, 4
mées com diabetes tipo1e 5

mées com diabetes tipo 2.

n=199

Amostras: 1 semana, 3, 6 e
12 meses.

n=192

Né&o houve diferenga significativa na concentragao
de insulina do leite anterior e posterior e nem ao
longo das 24h.

Ndo houve diferenca significativa na média de
insulina entre mées controle e mées com diabetes
tipo 1 (P = 0,74), mdes controle e maes com
diabetes tipo 2 (P = 0,93), e entre as mdes com
diabetes tipo 1 e tipo 2 (P = 0,62).

Criancas expostas a elevados niveis de ADIPO no
LM tem trajetéria de crescimento acelerado no
segundo ano de vida para escore-Z de Peso para
idade e Peso para estatura, mesmo com baixo
ganho de peso no primeiro ano de vida.

ADIPO sérica se correlaciona com a ADIPO do
LM e a ADIPO sérica da crianca.
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Schueler et al., Leptina
2013
Brunner et al., Leptina

2014 Adiponectina

Konetal., 2014 Leptina

Adiponectina

Avaliar se as concentracbes de GLP-1, Amostras: 5 a 6 semanas

PYY e LEP se alteram durante a pos-parto.
amamentacéo (leite anterior e posterior), e

estdo associados com medidas n=13
antropométricas materna e infantil.

Relacionar os niveis de leptina e Amostras: 6 semanas (6S) e

adiponectina no LM com o ganho de peso 4 meses (4M) pos-parto.
e composicdo corporal até a 2 anos de

idade. 6S: n =152

4M: n = 120

Estudar as possiveis relacBes entre a  Amostras: 1, 2 e 3 meses de

velocidade de crescimento em criangas acordo com o ganho de peso
amamentadas e 0s niveis de proteina,
IGF-1 dentre

homeostase energética, no LM.

(GP) da crianca.
outros, que regulam

n =103

As concentracGes de LEP ndo diferiram no leite
anterior do posterior.
LEP no LM se correlacionou com o IMC materno

e massa gorda.

LEP foi inversamente associada com o0 peso e
massa magra da crianga até 4M e diretamente
associada com as medidas antropométricas
maternas. ADIPO diminuiu significativamente aos
4M (p=0,03). ADIPO tende a ser inversamente
proporcional a antropometria até 4M e
positivamente associada com o ganho de peso e a
soma de dobras aos 2 anos. Elevados niveis de
ADIPO no LM pode estar associado ao maior

ganho de peso e massa gorda até 2 anos.

Ha uma tendéncia de que as criangas com elevado
ganho de peso recebam maiores concentragdes de
LEP do leite aos 2M e 3M. N&o houve diferenca

entre 0s grupos na concentracdo de ADIPO.
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3. JUSTIFICATIVA

O ambiente intrauterino traz consequéncias tanto para a saude fetal quanto para a
prépria gestante. O leite materno pode influenciar a capacidade adaptativa do recém-nascido
apos a acdo de um ambiente intrauterino adverso. Poucos estudos investigaram a relacéo entre
0 ambiente intrauterino e a influéncia na composi¢do hormonal do LM, bem como sua acao
sobre o crescimento poOs-natal. Este estudo explora esta relacdo por meio de abordagem
inédita, a qual permite a comparacédo de desfechos com diferentes determinantes de maneira
concomitante, possibilitando novos achados e esclarecimentos na area do crescimento e

desenvolvimento infantil.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral
O objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia de diferentes ambientes intrauterinos
na concentracdo de horménios no leite materno e a relacdo com o peso da crianga nos

primeiros seis meses de vida.

4.2 Objetivo especifico
- Avaliar a concentracdo de Leptina, Adiponectina e Insulina no colostro e leite

maduro nos diferentes ambientes intrauterinos.

4.3 Objetivos secundarios

- Analisar o Indice de Massa Corporal das mées antes da gestacdo e nos seis meses
pos-parto.

- Descrever a relacéo entre indice de Massa Corporal materno e a concentragdo dos

horménios no colostro e leite maduro.
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5. HIPOTESE DE TRABALHO
O ambiente intrauterino pode modificar a composicdo do LM e trazer

consequéncias a saude da crianca e refletir nas suas condi¢des no decorrer da vida.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1 Local de Estudo e Delineamento

O estudo foi realizado na cidade de Porto Alegre, capital do estado do Rio Grande do
Sul, localizada ao sul do Brasil. Atualmente, tem populacdo estimada em aproximadamente
1,5 milhdes de habitantes e indice de Desenvolvimento Humano (IDH) de 0,805.

Trata-se de uma Coorte prospectiva composta por uma amostra de mées e recém-
nascidos a termo. O recrutamento ocorre 24 as 48h ap0s o parto nos maiores hospitais de
atendimento pelo Sistema Unico de Salde (SUS) da cidade — Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA) e Grupo Hospitalar Conceicdo (GHC). Os pares maes-lactentes sdo
acompanhados até o 6° més de vida das criancas e a fase de recrutamento ainda ndo foi
finalizada, pois o nimero amostral de 520 pares ainda nao foi alcancado. A coorte IVAPSA —
Impacto das Variacbes do Ambiente Intrauterino sobre a Saude do Adulto — tem como
objetivo compreender efeitos de variacbes ambientais perinatais sobre o crescimento, 0
comportamento, 0 metabolismo e 0 neurodesenvolvimento, assim como a identificacdo

precoce de vulnerabilidade para efeitos deletérios destas variacoes.

6.2 Critérios de Incluséo e Exclusao

Foram incluidos na pesquisa todos os individuos que consentiram participar e que se
encaixaram em um dos cinco grupos tematicos:

- Diabetes (DM) — tipo 1, 2 ou gestacional diagnosticado pelo médico do pré-natal;

- Hipertensdo (HAS) - cronica, pré-eclampsia, ecldmpsia ou gestacional
diagnosticado pelo médico do pré-natal;

- Tabagismo (TBCO) — mulheres que responderam afirmativamente sobre o uso de

tabaco em qualquer fase da gestacdo, independente do nimero de cigarros fumados;
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- Pequeno para Idade Gestacional (PIG) — criancas nascidas abaixo do percentil 5 da
curva de peso para idade gestacional (GREG R. ALEXANDER et al., 1996) sem doenca
aparente que tenha causado a restricdo de crescimento - idiopatica;

- Controles (CONT) — que ndo possuem nenhuma das caracteristicas acima ou outra
doenca presente.

Os sujeitos recrutados apresentavam apenas caracteristicas de um dnico grupo.
Devido a dificuldade de obter individuos para atingir grupos puros nao houve distingdo entre
o0 tipos da doenca, como nos grupos DM e HAS. Foram considerados critérios de exclusdo:
prematuridade (<37 semanas), gestacdo gemelar, anomalias congénitas ou mas-formacoes,

mées HIV+ e recém-nascidos que necessitem de internacdo hospitalar.

6.3 Logistica

O estudo foi dividido em 6 entrevistas, sendo a primeira no pos-parto (PP) e,
posteriormente, aos 7 (7D) e aos 15 (15D) dias e 1 (1M), 3 (3M) e 6 (6M) meses de vida da
crianca. As entrevistas de 1M e 6M sdo realizadas no HCPA enquanto as restantes ocorrem no
domicilio das maes. Nelas, foram coletados dados sobre o nascimento, do pré-natal, maternos,
sociais, econémicos, familiares, de salude, além da antropometria e material bioldgico. As
informacBes foram colhidas a partir de questionarios semiestruturados, elaborados pela
prépria equipe de pesquisa. Dentre os materiais bioldgicos coletados esta o leite materno (no
PP e 1M). Maiores informacdes sobre o protocolo desta pesquisa ja foram anteriormente
publicadas (BERNARDI et al., 2012). Abaixo, na Figura 1, estd descrito o numero de
entrevistas, o local de realizacdo destas e quais as informacdes coletadas para a realizagcdo

deste trabalho.
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Informacdes do pré-natal (Carteira gestanie)

Informacdes do pario (Prontuario)

Pos-parto (PP) Hospital Dados antropometricos mae (Frontuario)

Dados antropomeéetricos crianca (Prontuario)

Socioecondmicos (Equipe de pesguisal

Leite Materno (Eguipe de pesguisal

Peso e Estatura da mae

7 Dias {7D) " Peso e Comprimento da crianca

Domicilio

~— Peso materno
15 Dias (15D)

Peso e Comprimento da crianca

Peso e Estatura da mae

1 Més | 101) Hospizal Peso e Comprimento da crianca

Leite Materno

3 Meses (3M) Domicilio

\ Peso materno

/f’ Peso e Comprimento da crianca

B Meses (BM) Hospital

Figura 1. Organograma logistico das entrevistas realizadas e as informagfes coletadas.
Coorte IVAPSA, Porto Alegre, 2015.

6.4 Variaveis Coletadas

Cor: questionado sobre a percep¢do da mée quanto a sua cor, ou seja, dado

relatado e posteriormente codificado como branco/ ndo branco.

Situacdo Conjugal: obtida a partir da declaracdo da mée quanto a sua situacao e

codificada como com companheiro/ sem companheiro.
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Escolaridade: dado coletado em anos completos de estudo, sem contar a
repeténcia escolar, caso ocorresse. Posteriormente, essa variavel foi codificada em duas
categorias (< 8 anos; > 8 anos).

Classe Social: avaliada através de um questionario pré-codificado, segundo
Critério de Classificacdo Econdmica Brasil (ABIPEME, 2010), o qual identifica a classe
socioeconémica da familia a partir da existéncia de determinados itens na residéncia,
como eletrodomesticos, por exemplo, aléem do grau de instrucdo do chefe da familia.
Com base na soma da pontuacéo dos itens presentes, que pode variar de 0 a 46 pontos,
determina-se um escore que define em qual classe social a familia pertence. As classes
sociais possiveis sdo: Classe Al: 42 a 46 pontos, Classe A2: 35 a 41 pontos, Classe B1:
29 a 34 pontos, Classe B2: 23 a 28 pontos, Classe C1: 18 a 22 pontos, Classe C2: 14 a
17 pontos, Classe D: 8 a 13 pontos e Classe E: 0 a 7 pontos. Para o presente estudo ndo
subdividimos as classes A, B e C.

Idade: foi calculada considerando-se a data do recrutamento (PP) em relacdo a
data de nascimento da mée.

Peso pré-gestacional: foi retirado da carteira da gestante, em quilogramas (Kg),

e, quando ausente, relatado pela mae.

Ganho de peso gestacional: calculado pela subtracdo do peso antes do parto

pelo peso pré-gestacional (Kg). O peso antes do parto foi retirado do prontuério médico.

Peso materno atual: aferido pelos pesquisadores nas entrevistas posteriores ao

pos-parto, em quilogramas (Kg).

Altura materna: aferido pelos pesquisadores, em metros.

IMC pré-gestacional: obtido pela divisdo do peso em Kg pela altura ao

quadrado em metros (Kg/m?) e posteriormente classificado de acordo com as categorias
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da OMS (Magreza: <18,5Kg/m? Adequado: >18,5 <24,9 Kg/m?* Sobrepeso: >24,9
<29,9 Kg/m? e Obesidade: >29,9 Kg/m?).
Tipo de parto: obtido do prontuario medico e codificado em vaginal/ cesarea.

Sexo da crianga: retirado do prontuario meédico e codificado em feminino/

masculino.
Apgar: extraido do prontuario médico de uma pontuacdo que varia de zero a
dez.

Peso ao Nascer: colhido do prontuario médico, em gramas (g).

Peso e estatura da crianca: medidos pelos pesquisadores em todas as

entrevistas, em centimetros (cm) e em quilogramas (Kg), respectivamente.

6.5 Procedimentos

6.5.1 Antropometria

Em todas as entrevistas foi realizada a antropometria, na qual foram aferidos o peso e
estatura, exceto na entrevista do PP em que as medidas foram obtidas do prontuario médico.
A altura da mée foi medida pelos pesquisadores. As medidas antropométricas do nascimento,
como, peso, comprimento e perimetro cefalico foram retiradas do prontuario médico.

As criancas eram pesadas, duas vezes, sem roupas e no colo da mae que, também,
usava 0 minimo possivel de vestimentas, em balanca portétil (Marte®). Depois a mae subia
individualmente na balanca e o peso da crianga obtido a partir da subtracdo do peso mée +
crianca do peso da mde. Ainda sem roupas as criangas tinham seu comprimento medido em
superficie lisa e dura com antropdmetro infantil (AlturaExata®), sem aderecos na cabecga. A

estatura das maes foi medida em estadiémetro portatil (AlturaExata®) em pé, sem aderecos



52

na cabeca e com os cabelos soltos. Os mesmos instrumentos foram utilizados tanto nos

domicilios quanto no HCPA.

6.5.2 Leite Materno

A coleta do LM foi realizada pela mée a partir da ordenha manual e, quando
necessario, auxiliada pelo entrevistador. Foi previsto um volume inicial de LM de 5mL, no
entanto, se apenas uma quantidade inferior fosse obtida, ndo era descartada. As amostras do
colostro eram colhidas logo apds o término dos questionamentos do recrutamento, mantidas
em isopor térmico preenchido com gelo até a chegada ao Laboratério de Pediatria
Translacional (LPT) localizado no HCPA. As amostras de leite maduro foram colhidas na
entrevista de 1M, que acontecia no HCPA, e mantidas da mesma forma até a armazenagem no
LPT.

O colostro (PP) e o leite maduro (1M) eram, entdo, depositados em um recipiente
estéril, posteriormente dividido em aliquotas identificadas em eppendorfes de 1,5ml e
armazenado em freezer -80°C até sua analise. Para a quantificacdo dos horménios, LEP,
ADIPO e Insulina, foram utilizados kits comerciais de ELISA (Millipore®), conforme
indicacdo do fabricante. Para tal, selecionou-se 0 maximo possivel de amostras que tivessem
sido coletadas tanto no recrutamento quanto na entrevista de 1M, ja que nem todas as maes
puderam ter seu LM coletado devido a perda de uma entrevista ou em funcéo de o leite ndo
estar disponivel ainda.

Antes da analise laboratorial, as amostras foram descongeladas, centrifugadas a
15.000rpm a 4°C para isolar a gordura. Entdo, foram separadas trés subamostras, uma para
cada hormonio. Neste momento, foram armazenadas em freezer -20°C até quantificagdo em

duplicata de um horménio por dia (KARATAS et al, 2011; EILERS et al, 2011).
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6.6 Processamento e Analise dos Dados

Os dados foram analisados no programa Statistical Package for Social Sciences
(SPSS 18, IBM®). Estatisticas descritivas foram realizadas e apresentadas conforme sua
distribuicdo, paramétrica ou ndo, identificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.

O teste Qui-quadrado foi utilizado para verificar a homogeneidade da amostra nas
varidveis categoricas (Cor da mée, Situacdo conjugal, Escolaridade, Classe social, IMC pré-
gestacional, Tipo de parto e Sexo da crianca), assim como Kruskal-Wallis para as variaveis
ndo parametricas continuas (Idade materna e Apgar 5 minutos). Wilcoxon foi empregado para
os testes ndo paramétricos pareados (Leptina, Adiponectina e Insulina) e para a variavel
paramétrica IMC materno foi empregado o teste T pareado.

Para comparar as médias de peso da crianca e IMC materno ao longo das entrevistas
utilizou-se ANOVA com post hoc de Tukey. Games-Howell foi o teste post hoc para avaliar
as diferencas entre 0s grupos na concentracdo dos horménios. Para verificar a correlacdo dos
horménios com o peso da crianca e 0 IMC materno foi aplicada a correlacdo de Spearman.
Para todos os casos foi considerado nivel de significancia <0,05.

O ganho de peso gestacional, obtido pela diminuicdo do peso do parto do peso pré-
gestacional, foi classificado de acordo com o IMC pré-gestacional. A partir deste, define-se o
minimo e o maximo de peso a ser adquirido durante a gestacdo, segundo a recomendacéo do

IOM (2009), conforme descrito abaixo.
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Tabela 2. Recomendacdes basicas para o ganho de peso durante a gestacdo de feto Unico.
IOM, 2009.

indice de Massa Classificacéo de Obesidade Ganho total de peso
Corporal (IMC) antesda | em relacdo ao IMC (OMYS) durante a gestacdo
gravidez (kg/m?) (gramas)
Magreza Abaixo de 18,5 kg/m2 12.700g — 18.143¢g
Adequado 18,5 — 24,9 kg/m? 11.339g — 15.875¢g
Sobrepeso 25,0 — 29,9 kg/m? 6.803g — 11.339¢g

Obesidade (incluindo

. , )
todas as classes) Acima de 30 kg/m 4.989¢g - 9.071g

Os dados de peso e estatura das criangas foram importados para o programa Anthro
versdo 3.2.2 da Organizacdo Mundial de Satude (OMS) para o calculo de escore-Z de acordo
com a idade e com base nas curvas de crescimento da OMS de 2006. A anélise do escore-Z
foi utilizada para classificar o catch up nas criancas, ou seja, crescimento acelerado, o qual é
caracterizado pela diferenca superior ou igual a 0,67 de escore-Z em relagdo ao nascimento,

segundo Ong e colaboradores, 2000 (ONG et al., 2000).

6.7 Célculo da Amostra

O célculo do tamanho amostral foi baseado no numero de amostras necessarias para
a realizacdo dos testes bioguimicos (Leptina, Adiponectina e Insulina) para detectar uma
diferenca entre as médias de 1,5 de desvio padrdo, considerando nivel de significancia de 5%
e poder de 90%, que exige no minimo 10 amostras por grupo. Este calculo foi estimado por
nos, ja que ndo ha uma referéncia na literatura devido a ampla variacdo na concentracdo de
horménios no leite materno e por ndo haver um padrdo de adequacdo da quantidade aceitavel

ou recomendavel destes.
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6.8 Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa do HCPA sob o nimero
11009-7 e do GHC sob o numero 11-027. Todos os participantes assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e seus nomes incluidos no estudo somente apds a

anuéncia.
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7. RESULTADOS

No total foram incluidos 74 pares mée-bebé, dos quais 12 pertenciam ao grupo DM,
10 HAS, 19 TBCO, 12 PIG e 21 CONT. No grupo DM todas as mulheres eram classificadas
como diabetes gestacional (DMG) com diagnoéstico a partir do final do segundo trimestre.
Apenas uma delas ja teve DMG em uma gestacao anterior e todas elas receberam indicacéo de
tratamento apenas com dieta. Do grupo HAS, 2 eram hipertensas crénicas, 3 pré-eclampsia e
5 HAS gestacional.

Os dados socioecondmicos, relativos a assisténcia pré-natal e ao parto e a
antropometria materna demonstraram que 0s grupos sdao homogéneos. As mdes estudadas
eram, na maioria, casadas (82,4%) com ensino medio (56,3%), pertencentes principalmente a
Classe Social C (60,2%) e de idades médias entre 20 e 30 anos (media de 26,41 anos). A
maioria delas tinha IMC adequado (52,2%), no entanto houve também, um percentual elevado
de mulheres que apresentaram excesso de peso (sobrepeso e obesidade — 41,8%) como pode
ser observado na Tabela 3.

Em relacdo a valores missing, a escolaridade de uma mae do grupo TBCO e duas do
grupo CONT foi Ignorado (IGN). A classe social de um sujeito do grupo DM foi IGN, pois a
mée ndo sabia a escolaridade do chefe de familia. Apenas uma mae, do grupo PIG, era da
classe social E, e foi incluida na classe D. N&o havia familias classificadas como classe social
A. Uma mée dos grupos DM, TBCO e PIG e 4 do grupo CONT néo puderam ter seu IMC
pré-gestacional calculado devido inexisténcia de um dos dados nos seus registros médicos ou
por ndo saber 0 peso antes de engravidar. Uma mée dos grupos TBCO, PIG e CONT néo
tiveram LEP detectada no PP. Uma mée do grupo CONT extrapolou a curva de concentracdo

de ADIPO no 1M e foi excluida das analises.



Tabela 3. Caracteristicas socioecondmicas, dados pré-natais e do parto de acordo com os grupos. Coorte

IVAPSA, Porto Alegre, 2015.

DM HAS TBCO PIG CONT
(12) (10) (19) (12) (21)
Cor mée, n (%)
Branca 6 (50,0) 7 (70,0) 11 (57,9) 3(25,0) 12 (57,1)
Situacdo conjugal, n (%)
Com companheiro 11 (91,7) 8 (80,0) 16 (84,2) 10 (83,3) 16 (76,2)
Escolaridade materna, n (%)
<8anos 2 (16,7) 4 (40,0) 8 (44,4) 4 (33,3) 10 (52,6)
> 8 anos 10 (83,3) 6 (60,0) 10 (55,6) 8 (66,7) 9 (47,4)
Classe Social, n (%)
B 2 (18,2) 5 (50,0) 4 (21,1) 3(25,0) 7 (33,3)
C 9 (81,8) 4 (40,0) 14 (73,7) 7 (58,3) 10 (47,6)
D 0 (0) 1(10,0) 1(5.3) 2 (16,7) 4 (19,0)
Idade mae, x+DP 26,64 (5,75) 29,11 (9,02) 26,28 (5,96) 22,48 (542) 27,54 (7,49)
IMC pré-gestacional, n (%0)
Magreza (<18,5 Kg/m?) 0(0) 0(0) 2 (11,1) 2 (18,2) 0(0)
Adequado (>18,5< 24,9 Kg/m®) 4 (36,4) 3(30,0) 10 (55,6) 8(72,7) 10 (58,8)
Sobrepeso (>24,9< 29,9 Kg/m?) 4 (36,4) 5 (50,0) 3(16,7) 1(9,1) 6 (35,3)
Obesidade (>29,9 Kg/m?) 3(27,3) 2 (20,0) 3(16,7) 0 (0) 1(5,9)
Tipo de parto, n (%)
Vaginal 7 (58,3) 3(30,0) 14 (73,7) 10 (83,3) 16 (76,2)
Sexo crianga, n (%)
Feminino 9 (75,0) 6 (60,0) 10 (52,6) 6 (50,0) 10 (47,6)
Apgar 5 min, x (+DP) 9,42 (0,51) 9,5 (0,53) 9,72 (0,46) 9,67 (0,49) 9,52 (0,68)

Todas as variaveis acima ndo diferiram estatisticamente entre os grupos (p>0,05 no teste Qui-quadrado para
variaveis categdricas e Kruskall-Wallis para variaveis continuas ndo paramétricas). Classe social de acordo com
os critérios ABIPEME, 2010. DM: Diabetes Mellitus; HAS: Hipertensdo Arterial Sistémica; TBCO: Tabagismo;
PIG: Pequeno Para Idade Gestacional; CONT: controle.
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A concentracdo dos hormoénios no LM no PP € muito semelhante e ndo ha diferenca
entre os grupos (Tabela 4). Apenas a LEP 1M teve diferenca estatistica entre os grupos, sendo
esta encontrada entre o PIG e CONT. A variacdo da LEP nas duas ocasifes mantém-se
semelhante em cada grupo enquanto que no PIG reduz praticamente a metade. E a menor
concentracdo encontrada além de ser proxima de 50% do observado para 0 CONT. A
concentracdo de insulina no 1M também diminui e, novamente, a menor concentracdo &
verificada no PIG com diferenca estatistica entre as afericbes. No CONT também houve
qgueda com diferenca estatistica. A concentracdo desse hormoénio no 1M € semelhante aos
outros grupos. Os resultados se mantiveram os mesmos quando se dividiu a concentracao dos
horménios pelo IMC materno, ou seja, unidade de horménios por Kg/m?.

O tipo de alimentacdo ou estar amamentando ndo influenciaram na concentracao dos
horménios em ambas as entrevistas. Poucas maes ndo amamentaram seus filhos, apesar de
poucas delas o fazerem de forma exclusiva. Aos 6M apenas 11 (14,86%) crianc¢as estavam em
aleitamento materno exclusivo sendo o cha o alimento mais precocemente introduzido (dados
ndo apresentados). Na Tabela 5 sdo apresentadas as criancas que puderam ser avaliadas em
cada entrevista e o percentual de criancas que ainda estavam sendo amamentadas ao seio.
Excetuando-se as criancas que ndo foram avaliadas, praticamente 100% das criancas

continuavam a receber leite materno até os seis meses de idade.



Tabela 4. Concentrac6es medianas de horménios no Leite Materno entre os grupos. Coorte IVAPSA, Porto Alegre, 2015.

DM HAS TBCO PIG CONT p
ng/ml md (n) md (n) md (n) md (n) md (n)
Leptina PP (colostro) 0,668 (7) 0,603 (7) 0,599 (15) 0,641 (10) 0,813 (17) 0,715
Leptina 1M (maduro) 0,460 (7) 0,503 (7) 0,544 (15) 0,377 (10)*** 0,715 (16)***  0,026**
p 1,000 0,465 0,753 0,050* 0,234
Adiponectina PP (colostro) 10,230 (7) 18,260 (7) 13,110 (17) 14,370 (10) 8,790 (18) 0,105
Adiponectina 1M (maduro) 12,430 (7) 14,710 (7) 10,190 (17) 9,990 (10) 9,870 (17) 0,754
p 0,109 0,465 0,112 0,123 0,959
Insulina PP (colostro) 49,370 (7) 58,580 (7) 46,300 (17) 60,485 (10) 55,035 (18) 1,000
Insulina 1M (maduro) 22,830 (7) 25,620 (7) 22,800 (17) 16,665 (10) 22,030 (18) 0,330
p 0,273 0,144 0,084 0,012* 0,041*

*p<0,05 para o teste Wilcoxon de amostras pareadas; **p<0,05 para o teste Kruskal-Wallis entre os grupos; ***p=0,045
para o teste post hoc Games Howell. md: mediana; DM: Diabetes Mellitus; HAS: Hipertensdo Arterial Sistémica; TBCO:
Tabagismo; PIG: Pequeno Para Idade Gestacional; CONT: controle; PP: p6s-parto; 1M: 1 més.
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Tabela 5. Frequéncia de criangas avaliadas em aleitamento materno de acordo com 0s
grupos. Coorte IVAPSA, Porto Alegre, 2015.

DM HAS TBCO PIG CONT

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
7 dias 9 (100) 9 (100) 13 (100) 8 (100) 14 (100)
15 dias 10 (100) 10 (100) 15 (100) 9 (90) 14 (100)
1 més 9 (100) 6 (85,7) 19 (100) 10 (100) 18 (100)
3 meses 8 (100) 7 (100) 17 (100) 9 (100) 15 (88,2)
6 meses 3 (50) 7(77.8) 10 (83,3) 7 (87,5) 10 (76,9)

O numero amostral difere do basal, pois aqui constam apenas as criangas visitadas nas
respectivas entrevistas, sem as perdas. DM: Diabetes Mellitus; HAS: Hipertensdo Arterial
Sistémica; TBCO: Tabagismo; PIG: Pequeno Para Idade Gestacional; CONT: controle.
A classificagdo do ganho de peso gestacional foi diferente entre os grupos (p=0,027).
Pouco mais de 20% ganhou peso abaixo do adequado, sendo em grande parte do grupo PIG.
Aproximadamente metade das mées ganhou peso acima da recomendacdo, com maior
percentual no grupo HAS. Tanto no Grupo DM quanto TBCO aproximadamente 60% das

mdes ganharam peso além da recomendagdo, assim como aproximadamente metade daquelas

do grupo CONT, apesar de a maioria ser saudavel quanto ao IMCpg (Tabela 6).

Tabela 6. Frequéncia e percentual de adequacdo do ganho de peso gestacional de
acordo com o IOM, 2009. Coorte IVAPSA, Porto Alegre, 2015.

DM HAS TBCO PIG CONT

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Abaixo 1(10) 0 (0) 3(15,8) 7 (58,3) 4(21,1)
Adequado 3(30,0) 2 (20,0) 5(26,3) 4 (33,3) 5 (26,3)
Acima 6 (60,0) 8(80,0) 11 (57,9) 1(8,3) 10 (52,6)

*p=0,027 para o teste Qui-quadrado. DM: Diabetes Mellitus; HAS: Hipertensdo
Arterial Sistémica; TBCO: Tabagismo; PIG: Pequeno Para ldade Gestacional;
CONT: controle.

A Tabela 7 apresenta a tendéncia das médias de IMC materno. Houve diferenga entre

0S grupos em todas as aferi¢fes tendo o grupo PIG os menores valores medios sempre. Além

disso, quando comparado o IMCpg pareado ao IMC 1M, apenas o grupo DM (p=0,079) e o
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PIG (p=0,265) ndo tiveram diferenca estatisticamente significativa indicando valores medios
semelhantes no IMCpg e ap6s o primeiro més pos-parto (HAS: p=0,019, TBCO: p<0,001 e
CONT: p<0,001).

O Ganho de Peso gestacional apenas se correlacionou com a ADIPO do PP fraca e
inversamente (r=-0,268; p=0,046). A menor concentracdo de ADIPO PP foi encontrada no
grupo CONT. O IMCpg e IMC 1M se correlacionaram positivamente com a LEP das duas
afericdes e com a Insulina 1M, enquanto que para a ADIPO ndo houve correlacéo (p>0,05)

como pode ser visto na Tabela 8.

Tabela 7. Tendéncia do indice de Massa Corporal (IMC) materno de acordo com o grupo. Coorte
IVAPSA, Porto Alegre, 2015.

DM HAS TBCO PIG CONT
Kg/m? n (DP) n (xtDP) n  (xtDP) n (xtDP) n  (xtDP) p
IMCpg 11 27,38 10 26,58 19 23,90 12 21,09 19 25,07 0,026*
(5,72)** (3,59) (4.83) (3,46)** (5.73)

IMC parto 11 31,86 10 32,80 19 30,24 12 24,66 21 30,95  0,001*

(6,14)** (3,72)** (5,30)** (2,77)** (5,05)*

IMC 1M 9 2826 7 3047 19 2662 10 2232 18 2970  0,006*
(6,42) (2,79)** (4,61) (2,30)** (5,57)*

IMC 6M 6 2606 9 2947 12 25098 8 21,81 13 2848  0,048*
(6,12) (4,28)** (5,68) (1,93)%* (6,81)

*p<0,05 para ANOVA **p<0,05 para o teste post hoc Tukey. IMCpg: Indice de Massa Corporal pré-
gestacional; DM: Diabetes Mellitus; HAS: Hipertensdo Arterial Sistémica; TBCO: Tabagismo; PIG:
Pequeno Para lIdade Gestacional; CONT: controle.
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Tabela 8. Correlagio dos horménios no leite materno com o indice de Massa Corporal
materno. IVAPSA Coorte, Porto Alegre, Brasil, 2015.

n Coeficiente de p
correlagdo
IMCpg
LEPTINA PP 54 0.344 0.011*
LEPTINA 1M 52 0.737 <0.001*
ADIPONECTINA PP 57 -0.063 0.644
ADIPONECTINA 1M 55 0.046 0.740
INSULINA PP 57 0.107 0.428
INSULINA 1M 56 0.362 0.006*
IMC 1M
LEPTINA PP 47 0.348 0.017*
LEPTINA 1M 54 0.782 <0.001*
ADIPONECTINA PP 50 -0.222 0.121
ADIPONECTINA 1M 57 -0.016 0.908
INSULINA PP 49 0.070 0.634
INSULINA 1M 58 0.432 0.001*

*p<0.05 para correlacdo de Spearman. IMCpg: Indice de Massa Corporal pré-

gestacional; IMC 1M: indice de Massa Corporal no 1° més; PP: pos-parto; 1M: 1 més.

Na Tabela 9 € possivel verificar as afericdes do peso das criancas desde o nascimento
até os 6 meses de idade. Nela observa-se que ha diferenca entre os grupos, de forma geral até
os 15 dias, depois essa diferenca desapareceu sendo mantida em alguns grupos especificos
como o PIG X CONT. No entanto, ndo € mais encontrada nos 3M e 6M. Entre 0s grupos, o
PIG teve menor Peso ao Nascer entre 0s grupos mantendo-se inferior na alta hospitalar. Aos
7D essa diferenca foi encontrada apenas quando comparado ao grupo DM (p=0,010) e ao
CONT (p=0,015); com 1M é manteve-se apenas quando comparado ao grupo CONT

(p=0,048) desaparecendo nas entrevistas de 3M e 6M.



Tabela 9. Peso da crianca ao longo de seis meses de acordo com o grupo. Coorte IVAPSA, Porto Alegre, 2015.
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n DM n HAS n TBCO n PIG n CONT P
g (x+DP) g (x+DP) g (x+DP) g (x+DP) g (x+DP)
Peso ao Nascer 12 3410,42 10 3251,50 18 3154,72 12 2540,83 21 3375,24 <0,001*
(409,06)** (455,18)** (349,22)** (171,16)** (435,54)**
Peso na alta 11 3170,0 10 3023,5 19 3054,21 12 2415,0 21 3239,52 <0,001*
hospitalar (428,09)** (354,35)** (262,37)** (200,24)** (423,47)**
Perda de peso atéa 11 229,09 10 228,0 18 112,78 12 100,0 21 135,71 0,201
alta hospitalar (127,24) (153,12) (216,48) (110,82) (193, 46)
Peso aos 7D 9 3491,11 9 3295,0 13 3200,0 8 2710,51 14 3387,5 0,011*
(542,18)** (409,85) (489,36) (310,80)** (486,61)**
Peso aos 15D 10 3745,0 10 3537,0 17 3487,35 10 3125,0 13 3582,69 0,107
(461,1) (498,46) (492,31) (586,66) (529,29)
Peso com 1M 9 4261,11 7 4345,71 19 4175,0 10 3775,0 18 4413,61 0,085
(685,81) (542,95) (630,78) (456,43)** (506,06)**
Peso com 3M 8 6119,37 7 5967,86 17 5744,41 9 5616,67 17 6279,41 0,217
(487,27) (634,05) (848,17) (637,87) (959,27)
Peso com 6M 6 7795,0 9 7747,78 12 7578,75 8 7650,62 13 7788,08 0,958
(467,28) (612,64) (962,28) (941,93) (618,14)

*p<0,05 para ANOVA; **p<0,05 para o teste post hoc de Tukey. DM: Diabetes Mellitus; HAS: Hipertensdo Arterial Sistémica; TBCO:

Tabagismo; PIG: Pequeno Para Idade Gestacional; CONT: controle.
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A Figura 2 apresenta o Grafico com os dados da diferenca de escore — Z de Peso para
Idade (P/I) das entrevistas em relacdo ao nascimento para caracterizacdo do catch up.
Observa-se no grupo PIG um crescimento acelerado precocemente, ja nos primeiros dias de

vida. Foi o Unico grupo a ter diferenca de escore — Z superior a 0,67.

2,0
1,5 Al

1’0 /—V
- g/
0,0

0,5 w

A de escore-Z de P/I

-1,0

7 Dias 15 Dias 1 Més 3 Meses 6 Meses
=——DM -0,142 -0,485 -0,610 -0,293 -0,025
HAS -0,157 -0,228 0,223 0,040 0,321
TBCO -0,239 -0,162 -0,381 -0,321 0,142
== P|G 0,093 1,330 1,307 0,965 1,565
== CONT -0,342 -0,522 -0,383 -0,166 -0,162

Figura 2. Gréfico da diferenca do escore — Z de Peso para Idade (P/I) em relagdo ao
nascimento de acordo com os grupos. Coorte IVAPSA, Porto Alegre, 2015.

A Tabela 10 apresenta a correlacdo dos horménios com o peso da crianga. Observa-
se que tanto a LEP quanto a Insulina no 1M foram modestamente associadas ao ganho de
peso das criangas no 1M. Além disso, como mostra a Figura 3, tanto no PP quanto no 1M, a
LEP e a Insulina se correlacionaram entre si (r=0,549, p<0,001; r=0,469, p<0,001,
respectivamente), enquanto a ADIPO do PP apenas foi correlacionada a Insulina no PP

(r=0,377, p=0,004).
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Tabela 10. Correlacdo dos hormonios do leite materno com o peso da crianca. Coorte
IVAPSA, Porto Alegre, 2015.

n Coeficiente de p
Correlacéo
Peso ao Nascer
LEPTINA PP 55 0,304 0,024*
LEPTINA 1M 54 0,266 0,052
ADIPONECTINA PP 58 -0,222 0,094
ADIPONECTINA 1M 57 -0,266 0,045*
INSULINA PP 58 0,149 0,265
INSULINA 1M 58 0,083 0,534
Ganho de peso 1M
LEPTINA PP 47 0,012 0,936
LEPTINA 1M 54 -0,295 0,030*
ADIPONECTINA PP 50 -0,100 0,488
ADIPONECTINA 1M 57 -0,192 0,153
INSULINA PP 49 -0,091 0,534
INSULINA 1M 58 -0,262 0,047*

*p<0,05 para a Correlacdo de Spearman. DM: Diabetes Mellitus; HAS: Hipertensao
Arterial Sistémica; TBCO: Tabagismo; PIG: Pequeno Para Idade Gestacional; CONT:

controle; PP: pds-parto; 1M: 1 més.
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Figura 3. Gréafico da correlacdo entre os hormonios no Pds Parto (PP) e no 1° Més (1M). Coorte IVAPSA, Porto Alegre, 2015. *p<0,05 para
Correlacéo de Spearman.
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8. DISCUSSAO

8.1 Caracteristica da amostra

Os grupos demonstraram ser homogéneos entre si, apesar dos diferentes
quadros clinicos gestacionais. As médes tém médias de idade semelhantes, assim como
sua cor/ raca, renda, classe social e situacdo conjugal. O diagnostico quanto ao IMC pré-
gestacional e o tipo de parto também ndo diferiram entre os grupos. O tipo de
alimentacdo e estar ou ndo amamentando foi semelhante entre os grupos. Praticamente
todas as mées avaliadas seguiam amamentando seus filhos até o0 6M. Em outro estudo
realizado por nosso grupo, também nao houve diferenca estatistica no consumo de
calorias, macronutrientes e 4&cidos graxos durante a gestacdo, avaliado
retrospectivamente, através de um questionario de frequéncia alimentar (BERNARDI,

2013).

8.2 Meétodo utilizado para avaliar os hormonios

O método utilizado para detectar a LEP no LM parece ser o melhor, conforme
comprovado por Karatas e colaboradores (KARATAS et al., 2011). A quantidade de
gordura presente no LM interfere na quantificacdo do horménio, por isso deve ser
realizada a sua separacdo. Ha outras formas de avaliar a concentracdo no LM, mas a
exclusdo da gordura anteriormente a analise parece ser a melhor opcdo (EILERS et al.,

2011).

8.3 Indice de Massa Corporal materno
Metade da amostra ganhou peso acima do recomendado, especialmente no

grupo HAS que também apresenta as maiores médias de idade. A media de IMC do
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parto das maes do grupo PIG ficam no limiar ou abaixo do adequado nas idades
gestacionais de 37 a 40 semanas (ATALAH et al., 1997). As mées tabagistas, apesar de
a literatura descrevé-las como tendo baixo ganho de peso gestacional ou serem mais
magras, neste estudo, ndo se apresentaram desta forma. Sado maes que, mais da metade,
apresentam IMC adequado antes da gravidez, no entanto acima de 50% delas ganham
peso acima do recomendado, sem gerar um ambiente de restricdo para o feto.

No entanto, devemos ressaltar que durante o periodo gestacional a LEP
aumenta de acordo com a idade materna e ganho de peso gestacional e decai ap6s o
parto (BUTTE et al., 1997; FRANCO-SENA et al., 2010; VAHAMIKO; ISOLAURI;
LAITINEN, 2013). Existe, também, uma relacdo entre os baixos niveis de LEP na
gestacdo e maior chance de desenvolvimento de criancas pequenas para idade
gestacional, demonstrando que ha uma correspondéncia na concentracdo sérica da mée e
0 ganho de peso do feto (BIELICKI et al., 2004). Além disso, nas criangas nascidas pre-
termo observa-se menor concentracdo de LEP, inclusive no LM, indicando do mesmo
modo essa associacdo (BRONSKY et al., 2006).

Entretanto, as criancas PIG do presente estudo, sdo todas nascidas a termo e
nos ndo avaliamos as concentracfes séricas dos horménios. Contudo, o ganho de peso
durante a gestacdo apresentou-se inadequadamente num percentual elevado nesse grupo.
E, apesar disso, ndo encontramos diferengca em nenhum dos horménios no leite do PP
demonstrando que, mesmo as maes do grupo PIG, se mostraram semelhantes as outras,
nesse aspecto, independente de serem diferentes quanto ao IMC em todas as entrevistas.
Todavia, a media de IMC 1M € muito semelhante ao IMCpg no grupo PIG. O grupo
DM também tem medias de IMC 1M semelhante ao IMCpg, no entanto, sdo medias
consideradas com diagnostico de excesso de peso, diferentemente do PIG. Como a

concentracdo sérica de LEP e de Insulina é proporcional ao tecido adiposo presente,



69

esse IMC similar das duas afericOes pode ter ocasionado esse declinio acentuado na
concentracdo do LM no grupo PIG.

Dessa forma, ao haver correlacdo da concentracdo dos hormonios no leite com
o IMC materno, sendo o ganho de peso gestacional importante na determinacdo do
IMC, e tendo o LM um papel importante na satde pds-natal devido a funcdo bioldgica
que esses hormdnios desempenham, a concentracdo destes se torna relevante. Infere-se
entdo, que, no caso das gestacdes de PIG, o ambiente intrauterino promove de alguma
forma, em uma gestacdo a termo, quantidades suficientes de hormdnios no colostro
importantes para o crescimento precoce, possivelmente pelo aumento de peso e, por

consequéncia, acréscimo do IMC.

8.4 Concentracdo dos hormdnios no Leite Materno

A concentracdo dos horménios diminuiu conforme a maturacdo do LM,
principalmente no grupo PIG. NOs observamos que, assim como outros estudos, a
concentracdo dos horménios diminui ao longo do aleitamento materno (EILERS et al.,
2011; ILCOL et al., 2006; LEY et al., 2012; MARTIN et al., 2006), diferente do
observado por Doneray et al (DONERAY et al., 2009), e pode ser detectado ap6s um
ano de lactacdo (BRONSKY et al., 2011). A presenca destes no leite materno é
importante, pois eles tém atividade, ou podem ser absorvidos pela mucosa intestinal por
receptores, sem serem clivados, nesse periodo de aleitamento (SANCHEZ et al., 2005).
Ou seja, a fonte desses horménios a partir da oferta pela méae através do LM ativam as
vias de sinalizagdo envolvidas no desenvolvimento do sistema gastrointestinal da
crianca (ATTIG et al., 2013). Sdo importantes, também, para a regulacdo do

metabolismo, pois participam da sinalizacdo do nucleo arqueado do hipotalamo
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passando a atuar sobre o controle da saciedade e do apetite (DE GRAAF et al., 2004;
SAVINO; FISSORE; et al., 2009).

A ADIPO ndo diferiu nem entre os grupos e nem do PP para 1M. Observou-se
aumento na concentracdo desse hormonio para o grupo DM, engquanto no PP a maior
concentracdo foi encontrada no grupo HAS, apesar de ndo haver diferenca estatistica.
Diindar e colaboradores mostraram que a ADIPO do colostro ndo se correlacionou com
0 peso da criancga, assim como outros autores (BRONSKY et al., 2006; CESUR et al.,
2012; DUNDAR et al., 2010; WEYERMANN et al., 2006). Outros relatos corroboram
nossos achados quanto a concentracdo desse hormonio durante o periodo de lactacdo
(BRONSKY et al., 2011; LEY et al.,, 2012; MARTIN et al., 2006). Somado a isso,
parece ser 0 hormoénio em maior concentracdo quando comparado aos demais (SAVINO
etal., 2012).

A Insulina € o horménio menos estudado atualmente no LM. Ela é
sensibilizada tanto pela LEP quanto pela ADIPO. No presente estudo, a Insulina se
correlacionou a LEP em ambas as entrevistas, enquanto a ADIPO apenas no PP. Assim,
como 0s outros hormonios estudados a insulina também é transmitida para a crianca
através do LM (NEWBURG et al., 2010; SANCHEZ et al., 2005), independente da
presenca e do tipo de Diabetes (WHITMORE et al., 2012). Assim como verificado por
Ley e colaboradores, nosso estudo também observou que a concentracdo de insulina
diminui ao longo da lactacdo (LEY et al., 2012). Fields e colaboradores constataram que
maiores concentragdes de insulina no LM foram associadas com menor peso do bebé e

massa magra (FIELDS; DEMERATH, 2012).
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8.5 Peso dos lactentes

O peso das criangas foi diferente entre os grupos, especialmente ao nascimento
com diferencas especificas ao longo do primeiro més, particularmente no grupo PIG.
Vaérios estudos tém comprovado a relacdo de hormonios, em especial a LEP, com o
ganho de peso das criangas avaliadas (SAVINO et al., 2008). Nesse estudo, a LEP e a
Insulina do 1M parecem se correlacionar com o ganho de peso no 1° més. Estudo
recente mostrou que a frequéncia e a duragdo do aleitamento materno se
correlacionaram positivamente com a concentracdo de proteinas (KHAN et al., 2013).
Assim, supde-se que as concentracbes hormonais também possam ser influenciadas
pelos mesmos fatores externos.

A menor exposi¢do tanto a LEP quanto a Insulina durante o periodo de
aleitamento parecem estar associadas ao peso da criancga, inclusive com maior massa
gorda (DONERAY et al., 2009; FIELDS; DEMERATH, 2012; MIRALLES et al.,
2006; PICO; OLIVER,; et al., 2007). Butte et al, explicaram a diminuicdo da LEP pela
reducdo da Insulina em 20% demonstrando a relacdo entre estes hormonios e que
parecem ter efeitos centrais semelhantes suscitando que haja modulacdo entre eles
(BUTTE et al., 1997). Além disso, estes horménios tém reflexos importantes na satde
dos recém-nascidos, principalmente no que diz respeito a composi¢édo corporal e 0 peso
desses individuos (DONERAY et al., 2009; FIELDS; DEMERATH, 2012;
MIRALLES et al., 2006; PICO; OLIVER,; et al., 2007; PICO; SANCHEZ; et al.,
2007). Quantidades insuficientes de LEP durante o periodo da lactacdo parecem gerar
menor protecdo contra a obesidade e processos metabdlicos (DONERAY et al., 2009;
MIRALLES et al., 2006; PICO; OLIVER,; et al., 2007).

NOs ndo encontramos diferenga nem entre 0s grupos e nem entre as entrevistas

nos niveis de ADIPO. Entretanto, a sua concentracdo no LM aparenta ter influéncia



72

maior no ganho de peso no segundo ano de vida, sendo a exposi¢do a altas doses na
lactacdo a responsavel nesse periodo posterior (BRUNNER et al., 2014; WOO et al.,
2012), o que vai de encontro ao observado por Woo et al (WOO et al., 2009).
Weyermann e colaboradores constataram que a exposicao a elevados niveis de ADIPO
no LM pode ser um fator de risco para obesidade em criancas maiores (WEYERMANN
et al., 2007). Klunder-Klinder e colaboradores, também mencionaram uma relacdo
inversamente proporcional entre a ADIPO e componentes da Sindrome Metabdlica,
indicando-o como um biomarcador (WOO et al., 2009) para o risco de desenvolvimento
desta (KLUNDER-KLUNDER et al., 2013), também utilizado e considerado na vida
adulta (VON FRANKENBERG et al., 2014).

O rapido ganho de peso, tanto precoce como na infancia pode ser um fator de
risco para a obesidade na vida adulta (EKELUND et al., 2006). Além disso, tem sido
associado ao aumento do risco de sobrepeso aos 4 anos de idade, independente de
possiveis fatores de confusdo (DENNISON et al.,, 2006) e outros desfechos
desfavoraveis (BARKER et al., 2002; COUPE et al., 2012; KAIJSER et al., 2009;
ONG et al., 2002; PUTZKER et al., 2014). Embora o catch-up precoce pareca ser
benéfico, o Consenso Latino-Americano para criancas nascidas PIG recomenda que
essas criancas ndo devam ser estimuladas a ganhar peso réapido demais ou
excessivamente, em um esforco para contornar o desenvolvimento de distlrbios
metabolicos (BOGUSZEWSKI et al., 2011).

Nossa hipOtese é baseada nessas alteragdes hormonais acima descritas
(BIELICKI et al., 2004; SCHUELER et al., 2013). Com a presenca de menor
quantidade de LEP pelo LM a saciedade da crianca PIG fica prejudicada. Além disso,
menos quantidade de insulina pode reduzir a captacdo de glicose para as células

permitindo maior quantidade circulante, o que pode interferir no armazenamento desta
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(LIMESAND et al., 2007; PUTZKER et al., 2014; WALLACE et al., 2007). Entdo,
essas gquantidades inferiores de LEP e insulina pelo LM faria com que as criangas do
grupo PIG ascendessem quanto ao peso a ponto de se assemelhar aos outros grupos a

partir do primeiro més de vida.

8.6 Pontos Fortes

Esse estudo é uma coorte tematica que acompanha varias caracteristicas
maternas que hoje sdo prevalentes na populacdo. Nela, verifica-se a influéncia do
ambiente intrauterino na salde da crianca e de questfes que permeiam a vida pds-natal
precoce. Ao que se sabe € a primeira a fazer esse tipo de abordagem. Além disso, parece
ser o primeiro estudo, a nosso conhecimento, a quantificar horménios no leite materno
logo ap6s o nascimento e de varios grupos a0 mesmo tempo para tentar buscar uma
explicacdo da interferéncia desses ambientes intrauterinos nos niveis hormonais. Estes
podem repercutir na salde pos-natal da crianca em um periodo tdo importante para o
desenvolvimento infantil e com reflexos no decorrer da vida, em especial as alteracdes
no leite de mées de criancgas PIG.

Assim, o maior achado ¢é a identificacdo precoce de alteracdes no LM, de mais
de um horménio que, porventura, afetem o metabolismo de criancas PIG. Para
comprovar essa hipdtese outros estudos, incluindo outros horménios, se fazem

necessarios.

8.7 LimitacOes
Algumas limitagBes incluem o horario de coleta do LM, ja que ndo foi
controlado, ou estar ou ndo em jejum. Na medida em que havia pesquisadores

disponiveis e maes que se encaixassem nos critérios de inclusdo procedia-se a coleta do
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LM no PP, assim como a entrevista de 1M era marcada de acordo com a disponibilidade
da mée.

No entanto, acredita-se que isso ndo tenha interferido na concentracdo dos
horménios no LM ou, pelo menos, ndo alterariam os resultados, pois um estudo de
Whitmore e colaboradores, (WHITMORE et al., 2012), que comparou amostras de LM
coletadas durante 24h de maes com DM tipo 1, 2 e controles, ndo encontrou diferenca
nos niveis de insulina independente da hora da coleta. Para a LEP o que se sabe é que
ndo ha diferenca na concentracdo desse hormdnio antes ou depois da crianca ter
mamado (SCHUELER et al., 2013; UCAR et al., 2000). Possivelmente, para ADIPO
possa ser da mesma forma, mas ndo ha estudos que comprovem essa ndo alteracéo.

O numero amostral pequeno de alguns grupos pode ter dissolvido os resultados
a ponto de ndo encontrarmos diferenca nesses grupos em especifico. Com o
prosseguimento da pesquisa havera possibilidade de analisar mais amostras e, assim,
reestuda-las. Além disso, 0s grupos sdo homogéneos entre si, independentemente de

uma condic¢éo patologica pré-existente.



75

9. CONCLUSOES
A queda na concentracdo de LEP e Insulina do LM de mdes de PIG, mediada
pela reducdo do seu IMC, resultou em catch up precoce nas criangas desse grupo, o que

demonstra uma adaptacéo para sua sobrevivéncia.
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10. CONSIDERACOES FINAIS

O LM tem importancia na vida precoce dos recém-nascidos ao oferecer
elementos bioativos a crianca. O ganho de peso inadequado durante a gestacdo ndo gera
um ambiente adverso apenas para o feto como também na vida po6s-natal. O baixo peso
adquirido durante a gestacdo faz com que as mulheres reduzam mais seu peso depois do
parto e, também, os hormoénios importantes para a saciedade da crianca, presentes no
leite materno, sofrem com essas alteracGes. Assim, enfatiza-se a importancia de um pre-
natal adequado a gestante abordando essas questdes e posteriormente no puerpério para
a saude de ambos, mae e crianca.

Nossos resultados levam a crer que haja uma alteracdo importante no leite de
mées de criancas PIG provocando modificagdes nos mecanismo de controle e na
composicao corporal desses individuos que repercutem ao longo da vida. Dessa forma,
sugere-se a relevante importancia dessas adipocinas num periodo precoce do
desenvolvimento, ja que a concentracdo de LEP e Insulina no LM de maes de criancgas
com PIG ¢ inferior e pode explicar o catch up no primeiro més de vida. No entanto, o
pequeno nimero amostral de alguns grupos como, DM e HAS, pode ter dissolvido os
resultados.

As familias aqui estudadas sdo de baixa classe social, com escolaridade
parecida e vivendo num ambiente semelhante, demonstrando que o fato de passar por
determinadas circunstancia durante o periodo fetal iré refletir na evolucéo extra utero. O
baixo peso ao nascer, com diversas consequéncias ja relatadas, também aparece aqui
como fator que ird repercutir no perfil de saide da crianga. Assim, nossos achados
reiteram a teoria de que ambientes intrauterinos adversos podem gerar consequéncias

pos-natais, inclusive afetando a qualidade hormonal do leite materno.
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Title: Influence of intrauterine environment on hormone patterns in breast milk:

the IVAPSA cohort study.

ABSTRACT

Purpose: Breast milk (BM) can influence the pattern of somatic development
throughout bioactive components. To evaluate the influence of different intrauterine
environments on hormone concentrations in colostrum and mature BM and its relation
to infant weight up to age 6 months.

Methods: Prospective controlled study of term mother—neonate pairs from Porto Alegre,
Brazil. A convenience sample was recruited 24 to 48 h after birth and split across five
groups according to maternal clinical background: diabetes (DM), hypertension (HTN),
smoking (SMS), mothers of small-for-gestational-age (SGA) infants, and controls
(CTL). Colostrum was collected at 24 h postpartum (PP), and mature milk, 1 month
(1M) later. BM leptin (LEP), adiponectin (ADIPO), and insulin levels were measured
by ELISA. Interviews were conducted at PP, 7 and 15 days, and 1, 3, and 6 months, and
mother and infant weight and height measured at all-time points.

Results: Hormone levels decreased during milk maturation. In the SGA group, LEP and
insulin levels exhibited the greatest reduction from colostrum (p=0.050) to mature BM
(p<0.01), reaching the lowest LEP levels of the sample (p<0.05). Birth weight from
SGA infants was statistically different from that of all other groups. At age 3 months,
the mean weight of SGA infants was similar to that of other groups, indicating early
catch-up. LEP (r=-0.295; p=0.03) and insulin (r=0.262; p=0.047) levels at 1M were
correlated with infant weight gain at 1M.

Conclusions: This study demonstrates that early changes in BM hormone levels are
related to catch-up growth at 1 month of life in SGA newborns.

Keywords: Breast milk, leptin, insulin, adiponectin, SGA, infant weight.
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INTRODUCTION

Breast milk (BM) can influence the pattern of somatic development throughout
bioactive components [1,2]. Leptin (LEP), adiponectin (ADIPO), and insulin play
important roles in energy balance regulation, food intake, and body composition
[3,2,4,5,1]. Hormone concentrations in BM vary widely. A correlation exists between
hormone levels in various organs and tissues, including blood, umbilical cord, and milk
[6,7]. The action of these hormones has been studied for their role in the regulation of
energy homeostasis [8], reflecting on long-term child health [9]. BM composition can
be influenced by maternal clinical background [10,11]. Relationships have been
demonstrated between maternal body mass index (BMI) and BM hormone
concentrations [12,11,13-16] and between maternal BMI and serum leptin
concentrations in breastfed infants [17].

In mothers with diabetes, insulin concentrations in BM were described by
Whitmore et al (30), who found no differences over 24 h or by type of diabetes.
Breastfeeding quality can also be modified by smoking, which induces variations in the
concentration of some cytokines in BM [18-20]; however, no such changes were
observed for leptin or other hormones [18,21]. No studies have assessed the
concentration of these hormones in the BM of hypertensive mothers.

Studies have also described changes in BM composition according to
gestational age [22,14] and birth weight [23]. However, to our knowledge, no
observational studies have sought to verify the influence of different intrauterine
environments on BM hormone concentrations and their potential relationship with
infant weight in early life. Therefore, the present investigation was designed to evaluate

the impact of different intrauterine environments on hormone concentrations in BM and
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whether these concentrations are associated with weight gain from birth to age 6

months.

SUBJECTS and METHODS

This is a prospective controlled study of full-term singleton neonates and their
mothers from Porto Alegre, Brazil. Mother—child pairs were recruited 24 to 48 h
postpartum and followed until 6 months of age. The sample was split into five groups
according to pregnancy outcome and maternal clinical background: (1) diabetes (DM) —
type 1, type 2, or gestational; (II) hypertension (HTN) — chronic, pre-eclampsia, or
eclampsia; (I111) smoking (SMS) — mothers who smoked at any time during pregnancy;
(1V) small for gestational age (SGA) — birth weight below 5th percentile [24]; and (V)
control (CTL) — none of the above characteristics. Exclusion criteria for all groups were
preterm delivery (< 37 gestational weeks), HIV-positive status, and neonates from twin
gestations, presenting with malformations at birth, or requiring hospitalization.

Follow-up consisted of six waves: on the first day of life (PP), at 7 (7D) and 15
(15D) days, and at 1 (1M), 3 (3M), and 6 months (6M). During interviews, birth,
prenatal, social, economic, family, and health data were investigated, using a structured
questionnaire developed by the investigators. Anthropometric measurements were
obtained and biological materials (BM and saliva containing oral cells) were collected.
Additional information about the study protocol has been published elsewhere [25].

Weight and height (length for infants) were measured during all interviews.
Maternal and child measurements were obtained using a portable stadiometer
(AlturaExata®) and scale (Marte®). Infant weight data was imported into the Anthro
3.2.2 software (WHO) for calculation of z-scores according to age and based on the

2006 WHO growth standards.
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BM samples were collected into sterile flasks by manual milking at PP and 1M
and then fractionated into labeled 1.5-mL tubes for storage at -80°C until analysis. LEP,
ADIPO, and insulin were quantified in duplicate using commercially available ELISA
kits (Millipore®), according to the manufacturer’s instructions. Before analysis, milk
samples were thawed and centrifuged at 15,000 rpm at 4°C to isolate fat, divided into
three aliquots, and stored at -20°C until hormone quantification.

Statistical analyses were performed in PASW Statistics 18.0 (SPSS Inc.).
Descriptive analyses were performed according to the parametric or nonparametric
distribution of data, as identified by the Kolmogorov-Smirnov test. The chi-square test
was used to verify sample homogeneity, as was the Kruskal-Wallis test for continuous
data. The Wilcoxon test was used for paired nonparametric data (BM hormone
concentrations), and difference between groups assessed by means of the Kruskal-
Wallis test with the Games—Howell post-hoc test. Analysis of variance (ANOVA) with
Tukey’s post-hoc test was used to compare maternal BMI between groups. Spearman
coefficients were used to assess potential correlations between BM hormone levels and
child weight gain. A significance level of 5% (p < 0.05) and 95% confidence intervals
were considered. Catch-up was characterized by a difference of > 0.67 in weight z-
scores in relation to the birth weight [26].

The procedures followed were in accordance with the ethical standards of
Hospital de Clinicas de Porto Alegre Research Ethics Committee with judgment number
11-0097 and by the Grupo Hospitalar Concei¢do Ethics Committee with judgment
number 11-027. All participants gave their informed consent prior to their inclusion in
the study. Details that might disclose the identity of the subjects under study has been

omiftted.
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RESULTS

Overall, 74 mother—child pairs were distributed across the five groups (12 DM,
10 HTN, 19 SMS, 12 SGA, and 21 CTL). There were no significant differences in
socioeconomic, maternal, or neonatal variables among the groups, as shown in Table 1.
Mothers of SGA infants exhibited lower BMI values at all three time points of
measurement.

LEP and insulin concentrations in BM from mothers of SGA infants declined
significantly from PP to 1M (p=0.05 and p<0.012), leading to the lowest LEP
concentration among all groups at 1M (p<0.01). There was no difference in ADIPO
concentration among groups during the period of analysis (Table 2). Catch-up growth
was observed only in the SGA group, as shown in Figure 1. Both LEP and insulin

correlated modestly with infant weight gain at 1M (Table 3).

DISCUSSION

To the best of our knowledge, this was the first study to investigate the
adipokine content of BM in mothers with different intrauterine environments. We were
able to demonstrate that, at birth, BM hormones were similar in all groups and their
concentrations decreased as colostrum transitioned to mature milk. This led to a
rebound in postnatal child health at a crucial moment for development, which can have
repercussions throughout the life course.

Lower pre-gestational BMI and caloric restriction during pregnancy have been
associated with intrauterine growth restriction [27]. Furthermore, other studies have
shown a negative correlation between maternal BMI and serum and BM hormone

concentrations [13-16]. In our cohort, mothers of SGA infants exhibited lower BMI
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values before pregnancy and 1 month after delivery than mothers in other groups;
however, changes in hormone concentrations only were detected at 1M.

Changes in BM hormone composition vary widely [28,29]. In accordance with
other studies [11,22,30], we detected a significant reduction in LEP and insulin levels
during the first month of breastfeeding. A recent study showed frequency and duration
of breastfeeding to correlate positively with protein concentration [31]; thus, we
hypothesize that hormonal concentrations can also be influenced by the same external
factors. Leptin levels in BM do not seem to change before or after suckling [32,1].

In this sample, we demonstrated correlations of LEP and insulin with weight
gain at 1M, independently of socioeconomic covariates. Low exposure to LEP and
insulin during the lactation period may be associated with infant weight, including
higher fat mass [12,33,29,16]; just as higher insulin concentrations have been associated
with lower infant weight and lean mass [12]. BM hormone signaling pathways are
involved in the development of the child’s gastrointestinal system [34,35] and can act in
the arcuate nucleus of the hypothalamus, affecting satiety and appetite control [36,5]
and thus influencing postnatal growth. Rapid weight gain in both infancy and early
childhood is a risk factor for adult adiposity and obesity [37]. In addition, rapid infant
weight gain has been associated with increased risk of being overweight at 4 years of
age, independently of potential confounders [38] and other unfavorable outcomes [39-
43]. Although early catch-up appears to be beneficial to the child, the Latin American
SGA Consensus Guidelines recommend that children born SGA should not be allowed
to gain weight too rapidly or excessively, in an effort to circumvent the development of
metabolic disturbances [44]. Low circulating insulin concentrations may reduce glucose

uptake into cells and allow higher amounts of circulating glucose, which can interfere
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with glucose storage [45,46,39]. This hormonal derangement may have led SGA
children to experience weight gain.

The strengths of our study are twofold: 1) the completeness of maternal and
neonatal data collected; and 2) its comparison of the impact of different intrauterine
environments on hormone concentrations in BM in a homogeneous sample and using
the same methodology.

Some limitations also warrant mention. We did not control for time of
collection of BM samples or for fasting status. Furthermore, BM samples at the PP time
point were collected according to the availability of investigators and subjects that met
the inclusion criteria.

In conclusion, our results suggest that significant changes occur in hormone
concentrations in BM from mothers of SGA newborns after birth. These changes can

lead to a peculiar metabolic pattern in infants and facilitate early catch-up growth.
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Table 1. Socioeconomic characteristic, birth-related variables and maternal BMI in each group. IVAPSA Cohort, Porto
Alegre, Brazil, 2014.

DM HTN SMS SGA CTL p
(12) (10) (19) (12) (21)
Skin color, n (%) 0.258
White 6 (50.0) 7 (70.0) 11 (57.9) 3(25.0) 12 (57.1)
Marital status, n (%) 0.851
With partner 11 (91.7) 8 (80.0) 16 (84.2) 10 (83.3) 16 (76.2)
Educational attainment, n (%o) 0.276
< 8 years 2 (16.7) 4 (40.0) 8 (44.4) 4 (33.3) 10 (52.6)
9-11 years 10 (83.3) 5 (50.0) 8 (44.4) 8 (66.7) 9 (47.4)
> 12 years 0 (0) 1(10.0) 2 (11.1) 0 (0) 0 (0)
Socioeconomic class, n (%)* 0.373
B 2(18.2) 5 (50.0) 4 (21.1) 3(25.0) 7 (33.3)
C 9(81.8) 4 (40.0) 14 (73.7) 7 (58.3) 10 (47.6)
D 0 (0) 1(10.0) 1(5.3) 2 (16.7) 4 (19.0)
Age, years (SD) 26.64 (5.75) 29.11 26.28 (5.96) 22.48 27.54 (7.49) 0.170
(9.02) (5.42)
Mode of delivery, n (%) 0.054
Cesarean 5(41.7) 7 (70.0) 5 (26.3) 2 (16.7) 5(23.8)

Infant sex, n (%0) 0.615
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Female 9 (75.0) 6 (60.0) 10 (52.6) 6 (50.0) 10 (47.6)

Apgar, 5-min (SD) 9.42 (0.51) 9.5(0.53) 9.72(0.46)  9.67(0.49) 9.52(0.68) 0.529

Maternal BMI (SD)
Pre-gestational 27.38 26.58 23.90 (4.83) 21.09 25.07 (5.73) 0.026
(5.72)** (3.59) (3.46)**

At delivery 31.86 32.80 30.24 24.66 30.95 0.001
(6.14)** (3.72)** (5.30)** (2.77)** (5.05)**

1 month postpartum 28.26 (6.42) 30.47 26.62 (4.61) 22.32 29.70 0.006
(2.79)** (2.30)** (5.57)**

There were no statistically significant differences across groups In SOCIoeconomic characteristics or birth-related variables (p>0.05 for chi-square test [categorical data] and Kruskal-Wallis
test [continuous data]). *Socioeconomic class assigned as per the Brazilian Economic Classification Criterion. **Maternal BMI data: p<0.05 (ANOVA with Tukey’s post-hoc). DM:
Diabetes Mellitus; HTN: Hypertension; SMS: Smoking; SGA: Small for gestational age; CTL: Control
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Table 2. Leptin, adiponectin, and insulin concentrations in colostrum (PP) and mature breast milk (1M) in each group. IVAPSA

Cohort, Porto Alegre, Brazil, 2014

DM HTN SMS SGA CTL P
Median (n) Median (n) Median (n) Median (n) Median (n)
Leptin, PP (ng/mL) 0.668 (7) 0.603 (7) 0.599 (15) 0.641 (10) 0.813 (17) 0.715
Leptin, 1M (ng/mL) 0.460 (7) 0.503 (7) 0.544 (15) 0.377 (10)***  0.715 (16)*** 0.026**
p 1.000 0.465 0.753 0.050* 0.234
Adiponectin, PP (ng/mL)  10.230 (7) 18.260 (7) 13.110 (17) 14.370 (10) 8.790 (18) 0.105
Adiponectin, 1M (ng/mL)  12.430 (7) 14.710 (7) 10.190 (17) 9.990 (10) 9.870 (17) 0.754
P 0.109 0.465 0.112 0.123 0.959
Insulin, PP (uU/mL) 49.370 (7) 58.580 (7) 46.300 (17) 60.485 (10) 55.035 (18) 1.000
Insulin, 1M (uU/mL) 22.830 (7) 25.620 (7) 22.800 (17) 16.665 (10) 22.030 (18) 0.330
P 0.273 0.144 0.084 0.012* 0.041*

*p<0.05, Wilcoxon test for paired data; ~*p<0.05, Kruskal-Wallis test between groups;
Smoking; SGA: Small for gestational age; CTL: Control

***p=0.045, Games—Howell post-hoc test. DM: Diabetes Mellitus; HTN: Hypertension; SMS:
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Table 3. Correlation of breast milk hormone concentrations with infant weight gain.
IVAPSA Cohort, Porto Alegre, Brazil, 2014.

n Correlation p
coefficient
Weight gain at 1 month
Leptin, PP 47 0.012 0.936
Leptin, 1M 54 -0.295 0.030*
Adiponectin, PP 50 -0.100 0.488
Adiponectin, 1M 57 -0.192 0.153
Insulin, PP 49 -0.091 0.534
Insulin, 1M 58 0.262 0.047*

*p<0.05, Spearman’s test. PP: colostrum; TM: mature breast milk.

N
S /
1 0.5
0
Sy
0.5 —
-1
7 Days 15 Days 1 Month 3 Months 6 Months
=——DM -0.142 -0.485 -0.61 -0.293 -0.025
—li—HTN -0.157 -0.228 0.223 0.04 0.321
SMS -0.239 -0.162 -0.381 -0.321 0.142
—li—SGA 0.093 133 1.307 0.965 1.565
== CTL -0.342 -0.522 -0.383 -0.166 -0.162

Fig 1 Differences in Weight-for-Age Z-scores in relation to birth weight in each
group. IVAPSA Cohort, Porto Alegre, Brazil, 2014
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11.2 Breast milk Leptin, Adiponectin and Insulin of Diabetics, Hypertensive,

Smokers and mothers of SGA child — IVAPSA cohort

Background: Breast milk is known to contain many bioactive hormones and peptides
which could be influenced by maternal Body Mass Index (BMI).

Objective: To evaluate the influence of different intrauterine environments on
hormones concentration in colostrum and mature breast milk and its relation to maternal
BMI.

Design: Prospective controlled study of term mother—neonate pairs from Porto Alegre,
Brazil. A convenience sample was recruited 24 to 48 h after birth and split across five
groups according to maternal clinical background: diabetes (DM), hypertension (HTN),
smoking (SMS), mothers of small-for-gestational-age (SGA) infants, and controls
(CTL). Colostrum was collected at 24 h postpartum (PP), and mature milk, 1 month
(IM) later. BM leptin (LEP), adiponectin (ADIPO), and insulin levels were measured
by ELISA. Interviews were conducted at PP, 7 and 15 days, and 1, 3, and 6 months, and
mother and infant weight and height measured at all-time points.

Results: Hormone levels decreased during milk maturation. In the SGA group, LEP and
insulin levels exhibited the greatest reduction from colostrum (p=0.050) to mature BM
(p<0.01), reaching the lowest LEP levels of the sample (p<0.05). SGA had low BMI
means values in all measurements reflecting in lower LEP and Insulin concentration.
Maternal BMI was correlated to LEP and insulin but no with ADIPO.

Conclusions: This study demonstrates early changes in breast milk concentration related
to maternal BMI.

Key words: Breast milk, leptin, insulin, adiponectin, SGA, cohort, maternal BMI.
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Introduction

Breast milk (BM) contains bioactive components that act as mainly biological
role to newborn like Leptin (LEP), Adiponectin (ADIPQO) and Insulin. These hormones
play important roles in energy balance regulation, food intake, and child body
composition [1-3]. LEP can be found in human placenta, umbilical cord and in
mammary cells [4-6]. ADIPO acts on glucose and lipids metabolism improving insulin
sensitization and fatty acids oxidation beyond inhibit hepatic glucose production [7, 8].
Insulin is enable up taking glucose for several tissues after food intake [9]. It seems to
interfere on enteral hormones to slowing gastric emptying and promoting satiety
sensation [10].

They are proportionally influenced by the body fat depots. ADIPO is down-
regulated in obesity resulting in less circulating amounts [11]. It stimulates the food
intake and decreases the energy expenditure, an inverse action of LEP and Insulin. BM
composition can be influenced by maternal clinical background [12, 13]. Relationships
have been demonstrated between maternal body mass index (BMI) and BM hormone
concentrations [13-18] and between maternal BMI and serum leptin concentrations in
breastfed infants [19].

In mothers with diabetes, insulin concentrations in BM were described by
Whitmore et al [20], who found no differences over 24 h or by type of diabetes.
Breastfeeding quality can also be modified by smoking, which induces variations in the
concentration of some cytokines in BM [21-23]; however, no such changes were
observed for leptin or other hormones [21, 24]. No studies have assessed the
concentration of these hormones in the BM of hypertensive mothers. Thus, we aimed to
evaluate the influence of different intrauterine environments on BM hormones

concentration and the relations with maternal BMI.
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Methods

This is a prospective study of full-term singleton neonates and their mothers
from Porto Alegre, Brazil. Mother—child pairs were recruited 24 to 48 h postpartum and
followed until 6 months of age. The sample was split into five groups according to
pregnancy outcome and maternal clinical background: (I) diabetes (DM) — type 1, type
2, or gestational; (I1) hypertension (HTN) — chronic, pre-eclampsia, or eclampsia; (I11)
smoking (SMS) — mothers who smoked at any time during pregnancy; (IV) small for
gestational age (SGA) — birth weight below 5th percentile [25]; and (V) control (CTL) —
none of the above characteristics. Exclusion criteria for all groups were preterm delivery
(< 37 gestational weeks), HIV-positive status, and neonates from twin gestations,
presenting with malformations at birth, or requiring hospitalization.

Follow-up consisted of six waves: on the first day of life (PP), at 7 (7D) and 15
(15D) days, and at 1 (1M), 3 (3M), and 6 months (6M). During interviews, birth,
prenatal, social, economic, family, and health data were investigated, using a structured
questionnaire developed by the investigators. Anthropometric measurements were
obtained and biological materials (BM and saliva containing oral cells) were collected.
Additional information about the study protocol has been published elsewhere [26].

Maternal measurements (weight and height) were obtained using a portable
scale (Marte®) and stadiometer (AlturaExata®). BMI was calculated using formula:
Weight / Height? (Kg/m?) and classified by 10M, 2009 [27].

BM samples were collected into sterile flasks by manual milking at PP and 1M
and then fractionated into labeled 1.5-mL tubes for storage at -80°C until analysis. LEP,
ADIPO, and insulin were quantified in duplicate using commercially available ELISA

kits (Millipore®), according to the manufacturer’s instructions. Before analysis, milk
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samples were thawed and centrifuged at 15,000 rpm at 4°C to isolate fat, divided into

three aliquots, and stored at -20°C until hormone quantification.

Ethics

The procedures followed were in accordance with the ethical standards of
Hospital de Clinicas de Porto Alegre Research Ethics Committee with judgment number
11-0097 and by the Grupo Hospitalar Conceicdo Ethics Committee with judgment

number 11-027. All participants gave written informed consent.

Statistics

Statistical analyses were performed in PASW Statistics 18.0 (SPSS Inc.).
Descriptive analyses were performed according to the parametric or nonparametric
distribution of data, as identified by the Kolmogorov—-Smirnov test. The chi-square test
was used to verify sample homogeneity, as was the Kruskal-Wallis test for continuous
data. The Wilcoxon test was used for paired nonparametric data (BM hormone
concentrations), and difference between groups assessed by means of the Kruskal-
Wallis test with the Games—Howell post-hoc test. Analysis of variance (ANOVA) with
Tukey’s post-hoc test was used to compare maternal BMI between groups. Spearman
coefficients were used to assess potential correlations between BM hormone levels and
maternal BMI. A significance level of 5% (p < 0.05) and 95% confidence intervals were

considered.

Results
Overall, 74 mother—child pairs were distributed across the five groups (12 DM,

10 HTN, 19 SMS, 12 SGA, and 21 CTL). There were no significant differences in
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socioeconomic or birth variables among the groups, as shown in Table 1. All mothers
from DM group were gestational diabetes diagnosed and were treated only with diet.
From HTN group, 2 had chronic hypertension, 3 pre-eclampsia and 5 gestational
hypertension. Mothers of SGA infants exhibited lower BMI values at all three time
points of measurement.

LEP and insulin concentrations in BM from mothers of SGA infants declined
significantly from PP to 1M (p=0.05 and p<0.012), leading to the lowest LEP
concentration among all groups at 1M (p<0.01). There was no difference in ADIPO
concentration among groups during the period of analysis (Table 2). Gestational weight
gain was different among groups (p=0,027) shown in Table 3. Considering maternal
BMI, SGA mothers presented lower values at all measurements (Table 4). ADIPO had

no correlation with maternal BMI while LEP and insulin had it (Table 5).

Discussion

To the best of our knowledge, this was the first study to investigate the
adipokine content of BM in mothers with different intrauterine environments. We were
able to demonstrate that, at birth, BM hormones were similar in all groups and their
concentrations decreased as colostrum transitioned to mature milk. SGA has lower BMI
mean ever reflecting on post natal hormones concentration, especially in LEP and
Insulin.

Some studies have shown correlation between maternal BMI and serum
concentration and BM milk satiety hormones [15-18]. This serum hormones
concentration increases with weight gain during gestation and decreases post-partum
[15, 28]. About breast milk, these hormone concentrations varies greater and always are

correlated with maternal BMI, excepted when described by Uysal, et al [29]. We note,
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as another studies, hormones concentration decreases over breastfeeding [13, 16, 30,
31], different from Doneray, et al [32], and could be detected up to 1 year [33]. In our
cohort, mothers of SGA infants exhibited lower BMI values before pregnancy and 1
month after delivery than mothers in other groups; however, changes in hormone
concentrations only were detected at 1M. As well in this group, mothers gained weight
at or below the appropriate threshold at 37-40 gestational ages [34] could had cause
marked decline in SGA group.

Changes in BM hormone composition vary widely [32, 35]. In accordance with
other studies [13, 30, 36], we detected a significant reduction in LEP and insulin levels
during the first month of breastfeeding. A recent study showed frequency and duration
of breastfeeding to correlate positively with protein concentration [37]; thus, we
hypothesize that hormonal concentrations can also be influenced by the same external
factors. Leptin levels in BM do not seem to change before or after suckling [1, 38].

Thus, maternal BMI which is determined also by gestational weight gain is
relevant because they had correlation with BM hormone concentration. Low weight
acquired during pregnancy makes to woman reduces more weight after delivery, and,
consequently, could affect BM hormones. Thereby, our findings reaffirm the theory that
adverse intrauterine environment could generate postnatal consequences, including

affecting BM hormone quality.

Strengths and limitations

The strengths of our study are twofold: 1) the completeness of maternal and
neonatal data collected; and 2) its comparison of the impact of different intrauterine
environments on hormone concentrations in BM in a homogeneous sample and using

the same methodology.
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Some limitations also warrant mention. We did not control for time of
collection of BM samples or for fasting status. Furthermore, BM samples at the PP time
point were collected according to the availability of investigators and subjects that met
the inclusion criteria.

In conclusion, our results suggest significant changes occur in hormone
concentrations in BM from mothers of SGA newborns after birth. Maternal BMI is

related to these changes.
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Table 1. Socioeconomic characteristic, prenatal and birth data according to groups. IVAPSA Cohort, Porto

Alegre, Brazil, 2015.

HTN SMS SGA CTL
(10) (19) (12) (21)

DM
(12)
Race, n (%)
White 6 (50.0)
Marital situation, n (%)
With a partner 11 (91.7)
Level Education, n (%o)
< 8 years 2 (16.7)
9 <11 years 10 (83.3)
Brazilian Social Class, n (%)
B 2(18.2)
C 9(81.8)
D 0 (0)
Age, x+SD 26.64 (5.75)
Pre-pregnancy BMI, n (%)
Low BMI (<18.5Kg/m?) 0(0)
Adequate (>18.5 < 24.9 Kg/m?) 4 (36.4)
Overweight (>24.9< 29.9 Kg/m?) 4 (36.4)
Obesity (>29.9 Kg/m?) 3(27.3)
Mode of delivery, n (%)
Vaginal 7 (58.3)

7 (70.0) 11 (57.9) 3 (25.0) 12 (57.1)

8 (80.0) 16(84.2)  10(83.3)  16(76.2)

4 (40.0) 8 (44.4) 4 (33.3) 10 (52.6)
6 (60.0) 10 (65.6) 8 (66.7) 9 (47.4)

5 (50.0) 4 (21.1) 3 (25.0) 7 (33.3)

4 (40.0) 14 (73.7) 7 (58.3) 10 (47.6)

1 (10.0) 1(5.3) 2 (16.7) 4 (19.0)
29.11 (9.02) 26.28 (5.96) 22.48 (5.42) 27.54 (7.49)

0 (0) 2 (11.1) 2 (18.2) 0 (0)
3 (30.0) 10 (55.6) 8 (72.7) 10 (58.8)
5 (50.0) 3(16.7) 1(9.1) 6 (35.3)
2 (20.0) 3 (16.7) 0 (0) 1(5.9)

3(30.0) 14(737)  10(83.3)  16(76.2)

There were no statistically significant differences across groups in socioeconomic characteristics or birth-
related variables (p>0.05 for chi-square test [categorical data] and Kruskal-Wallis test [continuous data]).
*Socioeconomic class assigned as per the Brazilian Economic Classification Criterion. DM: Diabetes Mellitus;
HTN: Hypertension; SMS: Smoking; SGA: Small for gestational age; CTL: Control



Table 2. Breast Milk leptin, adiponectin and insulin concentration at colostrum (PP) and mature milk (1M) according to groups.
IVAPSA Cohort, Porto Alegre, Brazil, 2015.

DM

HTN

SMS SGA CTL p
md (n) md (n) md (n) md (n) md (n)
Leptin PP, ng/mL 0.668 (7) 0.603 (7) 0.599 (15) 0.641 (10) 0.813 (17) 0.715
Leptin 1M, ng/mL 0.460 (7) 0.503 (7) 0.544 (15) 0.377 (10)***  0.715 (16)***  0.026**
p 1.000 0.465 0.753 0.050* 0.234
Adiponectin PP, ng/mL 10.230 (7) 18.260 (7) 13.110 (17) 14.370 (10) 8.790 (18) 0.105
Adiponectin 1M, ng/mL 12.430 (7) 14.710 (7) 10.190 (17) 9.990 (10) 9.870 (17) 0.754
p 0.109 0.465 0.112 0.123 0.959
Insulin PP, pU/mL 49.370 (7) 58.580 (7) 46.300 (17) 60.485 (10) 55.035 (18) 1.000
Insulin 1M, pU/mL 22.830 (7) 25.620 (7) 22.800 (17) 16.665 (10) 22.030 (18) 0.330
p 0.273 0.144 0.084 0.012* 0.041*

*p<0.05, Wilcoxon test for paired data; **p<0.05, Kruskal-Wallis test between groups; ***p=0.045, Games—Howell post-hoc
test. md: median; DM: Diabetes Mellitus; HTN: Hypertension; SMS: Smoking; SGA: Small for gestational age; CTL: Control
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Table 3. Adequacy of gestational weight gain according to IOM, 2009. IVAPSA Cohort, Porto
Alegre, Brazil, 2015.

DM HTN SMS SGA CTL

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Low 1 (10.0) 0 (0) 3(15.8) 7 (58.3) 4 (21.1)
Adequate 3(30.0) 2 (20.0) 5 (26.3) 4 (33.3) 5 (26.3)
Over 6 (60.0) 8 (80.0) 11 (57.9) 1(8.3) 10 (52.6)

*p=0.027 Qui-square test

Table 4. Pre-pregnancy BMI and BMI up to 6 months postpartum according to group. IVAPSA Cohort, Porto Alegre, Brazil, 2015.

DM HTN SMS SGA CTL
BMI Kg/m? n (x+SD) n (x+SD) n (x+SD) n (x+SD) n (x+SD) p
Pre Gestational 11 27.38 (5.72)*** 10 26.58 (3.59) 19 2390(4.83) 12 21.09 (3.46)*** 19  25.07(5.73)  0.026**
1 Month 9 28.26 (6.42) 7 3047 (2.79)*** 19 26.62(4.61) 10 22.32(2.30)*** 18 29.70 (5.57)*  0.006**
p 0.079 0.019* <0.001* 0.265 <0.001*

*p<0.05, T test for paired data; **p<0.05, ANOVA test between groups; ***p=0.045, Tukey post-hoc test. DM: Diabetes Mellitus; HTN:
Hypertension; SMS: Smoking; SGA: Small for gestational age; CTL: Control.
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Table 5. Correlation of breast milk hormones with maternal BMI. IVAPSA Cohort,
Porto Alegre, Brazil, 2015.

n Correlation Coefficient p
PG BMI
LEPTIN PP 54 0.344 0.011*
LEPTIN 1M 52 0.737 <0.001*
ADIPONECTIN PP 57 -0.063 0.644
ADIPONECTIN 1M 55 0.046 0.740
INSULIN PP 57 0.107 0.428
INSULIN 1M 56 0.362 0.006*
BMI 1M
LEPTIN PP 47 0.348 0.017*
LEPTIN 1M 54 0.782 <0.001*
ADIPONECTIN PP 50 -0.222 0.121
ADIPONECTIN 1M 57 -0.016 0.908
INSULIN PP 49 0.070 0.634
INSULIN 1M 58 0.432 0.001*

*p<0.05, Spearman’s test. PP: colostrum; 1M: mature breast milk.
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12. APENDICES
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Linha de Smibus:
E-mail:
ODADDS FARA CONHECIMERTO OOF GRUFDS OE ESTUDO:
[ T ] NsEsies [ £ JHipedensas | 2§ labagemo | J ) RGO Qepaice | 2 ) Coniroe
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AL Juantos Irmans voCe Tem ou teve? FIRMA
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¥ 7 EE NAD PULE FARA GUESTAD 38,
L= E-:-;r?-lija T:l?;;mnu ANTEE o] 4] SFILHOS
5E 51
TATZ) Humero de filhos [incluir o atualf? 58] WSAT PANFIL
[ATZ) Humero e gestagoes? 58] oA | PANGES
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[ATo) Algum filho & doente?  [J) Mao 1) Sam 58] NS [ PAND
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ATT) 5exXo? [0F Femming [ 1) Masculing FSEX1
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BIn) Oatade nascimento? 1 T 58] NoA | FHASCE T 1




120

A0 FESD 30 Nascimento ? Qramas (B2} MR | FAPNEZ g
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AlZ] Oatade nascimentos ____ 1 T o8y NoA | FHASES 71
[F22) FESD 30 Nascimento 7 Qramas B2 A FAPNS g
AT CoOmprimento 30 nasCIMmEento ¢ T 158} NGA | FACHS cm
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Cernie? Girau? PESCOLZ
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TOTAL: (77) Nao sabe| TOTAL: (77) N3o sabe
A50] WOCE Tecebed Indicagao para tomar algum SUPLEMERTT de vitamina ou
mineral durante a gestagio? (exemplos: sulfato ferrosa, acido folico)
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AT0) G& parou de fumar, quanto [Empo antes de engravidar? MESES |o8) oA | TABP mAaBaE
AZT) 53 OU US0U Na Qestagan medICag0es ESpECICas para parar de fumary
{:.} N3c (1) Sim e
BEI] Euali||5F f||:u:-i|5f de tratamento[s]?
{0) Medicagao via oral {1} Goma de mascar TABME
{Z) Adesivo {3} Ourtro {8} N5A
AEI] Be InicioU durante a gestagan, com quanias Semanas?___ Semanas [55) o5 | TAEMI BEMAnN3A
ot TEVE QUTHUS FLHGS:
AEA] Fumou na gestagao anterior? (0] Mac (1) Sam (B8] HGA] TABGEA
AZo] Ha alguem que TUma na 503 Casa |EXCETD 3 mae)?
(0} N&c (1) Sim SE NAQ FULE PARA GUESTAD A8T. TABC
E3LE
AE5o] Juantas pesS0as em SU3 Casa aiualmente TUmam |EXCETD a MaE)?
Mumero de pessoas {E8) NSA| TABCP
FET] GU3 mae fumou na 503 gestaqan ¢
(0)N3c (1)Sim (7) Niosabe TABMG
DADOS DA ALIMENTACAD DA MAE
ATE) Voce |3 recebeU alguma orientagan de como 5 alImEentar ? -
(0} N30 (1) Sim SENAQ FULE FARA A GUESTAC AB.
5E SIM:
AZZ] ES53 Orientagan ocormel:
(1) Antes de engravidar  (2) Durante s gestag3o  (3jopedes 122 (B) NSA PORM
EZ0) O quem recebed 3 orientagan ¢ B =R PORIZ
DADDS GERAIS OA TRIANCA
A0 A {:rlan{;-aja Tem nomes C NALFULE FARA A WUESTAL AR CRNOME
{0} N3o (1) Sim
SE SIM-
FoZ) Gual o mome 03 criania? 58 oA [ HOMECR
22§ GexXO? [Of Femmne | 1) Mascming CEEX
Oata de nascimento? { T CROH __ 117
l@‘lumem da Declaragao de Hascido Viva [N} HODH
@F‘em a0 Nascer? gramas PESOCH g
@anpnmenm 30 MasCery m COMPCR om
|E:§ Ferimetro cefalico ¢ m PCCR &m
Apgar1? APGAR1
HpQara? LPGARS
e
fSTULYTipo de parto? (1] CEsarEs 2] Vaginal |3) Forceps CTPART
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E-.:'_-.:'g Teve meconIo [prontuanio)? [0 Wag (1) 5im  [&) N30 12m e pronfuans | MECO
UihHora que a crianga nasceu? HRHASC
A Criania mamou no primeiro dia de vida? (0] Mao 1) Sm MEAMODT
roe
AT0o) F que receben?
{0) Solugao glicosada via oral {1} Soro glicosado endovencso MAMD
{2} Formula 1° Semestre (23} Outro, qual? MAMOE
{7) N3o sabe {B) NSA
AT0o] FUantos minUtos 3p0S NasCer a Criania mamolU no pelto pela primeira vez? T
minutos {5555} mamou apos 1° dis {BEEE) NSA
ATOT] Feso e nasCIMento 03 mae?
Qramas [TTTT) N30 sabe| PHM g
A1) Wual era seu peso antes de engravidar? kg {701y Nao sabe| PESDAG kg
ATUSUuaTTor seu peso no final do T tnmestre? kg 10717 W30 5302 PESOAT kg
ATTJYGual fol seu peso no final do 27 timestre? kg (/14i) Naosabe| PESOIT kg
yJual era o peso antes 4o parto? T [TTT7] M50 5302 PESDAF kg
ATTZJIFual era a altura antes do parto 7 Cm [TTT7] Hao 530 ASLTAF &m
ATT3) Data da uThima menstruagan ¢ T T [o68] WSC 1EM ha carsninn | oM T
A Ecoprafias: peso € comprimento Tetal aproximado [prontuario] ECOF ﬂ
=t gramas Z° Pesor 3° Peso: ECOC1
1" Comprimento: cim 2 Compr.; cm I Compr. _  om 535;1—"—"—
DataEco 1°TRI: _ 7 7 DataEco 2°TRI: _J_/  DataEco *TRI _J_J e I]
17 IGE 211G 3 1G: ECOC2
ECoOD2 T T
E-E'I]HS.E_
ECOP3
BECOC3 [Fii]
{8} N5A {8) N5A {8) N5A ggl}ﬁ i1
Feso da placenta [prontuanaof? Qramas  |oo) a0 1Em 8558 0800 | PES0PL g
Oata d3 primeira consulta do pre-natal ¢ T T LE PCPN T
(66) N30 tem na carteirinha PCPNE
& -'i Oafa da uthma consulta do pre-natal? T T [E UCPN ¢ 4
(66) Nao tem na carteirinha UCPNIG_
[ETENUmero de conEultas pre-natals ? GBS0 TEM ha cansnnng _—
ETTZ| Primeiro nivel e PAS € PAD Sferndo em consulta pre-natal? PPA 5PH
mmHg x mmHg [66) N30 tem na carteirinha | PPADPN _______
Data: I I 1G: oPPa .'_
e —_— . H;H:'l!'
AT Utime nivel de FAS e FAL aferido em consulta pre-natal? UFPA 5PN
mmHg x mmHg (66} N30 tem na carteirinha|UPADPN
D3tz I I 1G: DuPs
2. SR S L - H;IJFA
EXAMES LABORATORIAIS DA MAE
Ultimos exames laboratonais (prontuano e carteira da gestante)”
Colocar 66 se nao tem dado SAE0
Tipo sanguineo da mas Fator Rh FRH
H='|'|"|-\:|.1':ICTI1{I * Hemoglobina gidl HEMT
Eritrocito milhdesul Lewcocitos Totais HEMG
Flaguetas ul ERIT
Tempo de Trom boplastina Parcial 5 ;EEL
Tempo de Protrombina 5 TP
RNI TP
WDRL (0} W30 reagente (1) Reagente (Z) Inconclusivo RHI
HESAg {0} N30 reagente { ] Haa"=-r1a {2} Inconclusivo mg‘-

Toxoplasmose Ighl :" MNao reagente | Ha;;—‘-ﬂa (2} Inconciesivo

TOXOH
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[4) Pré-eclampsiz supsrposta 3 HC (5) Hipenens3o gestacional  (B) NSA

Tomoplasmoss Igiz  (U) Mao reagente (1) Reagente |2} Inconclusmo TS
Rubsols {0} N30 reagente (1) Reagente (Z) Inconclusivo EHE‘
Citomegakoviross {0y N30 reagente (1) Reagente (2} Inconclusivo GLH
Glicose am jgjum mgidl do primeirg trimastre GLI?
Glicose em jejum mg/dl do segundo trimestre LIS
Glicose em jejum mg'dl do terceiro trimestre mEl
TTG 757 {jejum) mig/d s
TTG {Zh apos) mgid LDOL
Colestercl HOL mgSdl
Caolestensl LOL mgFd
Triglicendeos mgfdi TRz
Colesterol Total mg/dl $§ET
Aspantato-aminotransferass (TGO LL TGP
Transaminase glutamica pirtvica (TGF) UL BILIT
Bilirrubina Total mg/dl FERR
Ferriting ngfml #f FO
Acido Folico ng'd TEA
T4 g 1 0Eml CREA
T5H micrel 1 fiml LRELA
Creatining mgSdl ey
Ursis mgSdl EEF‘]
Exame guslitstive de wrina (0% N3o realizou  {1) Realzou CP
Lircculiura {0y Megativa {1} Positive HBELE
Farasitologico de fezes {0} Megativo {1} Positive
Citopatolagico - Colo do Utero {0y Megativo {1} Positive
Hemoglobina glicada
QUESTIONARIOS ESPECIFICOS — GRUPOS
! HEERTENGINE
|%Iual a CIassIficagan de SUa hipertensan [prontuariof?
(1) Pré-eclampsia (2} Hipertensao cronica (3} Eclampsia | HIP

T T
s AN U LU L FER TE
L TN e o T R T

R

— — .
A L T e R D B Paﬂzﬁiﬁﬂﬁh“

i ER AL GESEAGHAN AL, FIRE-ECE ARSI LU ECLAME LS
T
; 2

o
125 Senlafa s JEeta O Rd s 3 HH- 1o EH a2 O STHEED 3

SENAD PULE PARA GUESTAC B10.

(0} N3o

i1y Gi
{1} Bim

([ =4} Maior mivel de PAS na internagao 7 mmHg Daia: 7 T FELE

Pasl ! !
l S0)JMaior nivel de PAD na internagao 7 mmHg Data: T 7 FED

PaDl — ! /
@Umu medicagoes especificas para a hipertensao na gestagaon’? HIFM

= '..:'_:- | eve |1I|1E'I'EE'I'I a0 na ﬂ-E'E-t-i.{“—i.-D ANTernor: > NACFULE FARA LUESTAL BT
(0} N3 (1) Sim (B} NSA

HIF&AN

A

TR T TTT TSk
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ETZ] Possul historico familiar de Riperfensan? St NA D FULE PARA GUES 1AL B4,
{0y Nao (1) Sim (7) N30 sabe

HIPHF

ETS] SUa mae teve NIPertensan Na 5Ua gestagan ¢
{0} N3o (1) Sim (7} N3o sabe

HIFM M

DMCL

{3) Disbetes Gestacional (DMG)

%ﬂ@ i

OUTRON FILAOS:

O3 Em gesiagoes anteriores alguma vezZ vOCGE apresentol diabetes?

N3 (1) Sim (BYNSA

7 s
i

s

Ue Tipo de tra TINdIc3d0 para 0 diabetes nesta gestagan 7
{0} nenhum tratamento (1) dista {2} atividade fisica DMTRAT
{3} insuling {4} hipeglicemiants oral DMTRATO
5 Outros:
S R

{0 N3o  {1)Sim

OCE SeguIl O tratamento recomendado 7
{0} Nao (2} As vezes DMTRATR
T2 FUantas vezZes, Nesta gestatan, vOoe o1 INternada para Controle glicemics 7 MG
Numero de veres:
PO TER A
TIPS auantat 57 AR
0TS Durante a gestagao vOce fazia controle da sua glicemia? OMCE

o e
sl
YETUATE Wea0 e qUE UBTIZaVA 1D CONTGIE 03 502 ghoen:
Etsissts ) Bt i A %W
@ﬁﬂ&MﬁiﬂﬂﬂﬁL&#&;/ i
B F'F ey _='iT B e RN 8 TIOMIter3va S 3 BT HEEmL a3+

cow

L”IH-} Yooe possUI historico familiar de diabetes s
{0 MNi (1)Sim (7) Niosabe

DMHF

[T o DETeNIEStn 7

| .-J:-.i 3 Parem

el
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FTTE] e qual material 2@ maloria das paredes de sua moradia e consutuday
{0} Tijodo {1} Tabws {madsirs) ou taips {Z) Concreto ou cimento
{3} Owtro Quesl?

MATPAR

AT1T=) Ue qual material @ maiona 4o piso de 5ua moradia e consutuido ?
(0} Cerdamica ou cimente {1} Tabua {madsiral) {2} Tema ou barmo {2} Carpste

[4) Outro Cusl? MATRIZO_____
= .d'..:'_:- Ma sua casa tem manchas d& umidade na FI-E.F-E'UE' ou mo tetoy

{0y N3c (1) Sim MOFD____
Al _: Lie onde venm a Sgua usada na sua haﬂltﬂ-ﬁ:ﬂ.{l:’

{0} CanalzaeSo interna (1} Ponto de Sgus extermno

L e ¥ LEF H

(7} Outro Qusl? AGUARHAB
Alsl) Ma sua C3asa em encanaiat para esQoto?

’ 0P =8 ESGHAB

Dy N3 (1) Sim

ETZZ] Unde e5ta sifuado o banhelro que e utilizado por vOGE € pelas pessoas da

su3 casa? BANHAB
{0} Dentro de casa {1} Fora de casa
COLETA DE MATERTATS

ATZ4] Conseguiu realizar a coleta de 5aliva da mae?

(0} N30, motive? (1} Sim SALMM
FTZo] Conseguiu realizar a coleta de Teltey

(0} N30, motive? {1} Sim LEMEM
ATZo] Conseguiu realizar a coleta de saliva da criangay SALIVC

[0} N3o, motiva? {1} Sim
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Critério de Classificagdo Econdmica Brasil ABIPEME (ABEFP, 2010}

AN, Marcar um X siors o nimsarg Je fans de G3da SSrodamesion  SisiEmE N3 G353 am que 3 geslame meara:

Poees da Hbans:
Tuantiiads de fans
LEE W&o Tam 1 2 ] 2
[ TE=ES0 2m coves [ 1 2 ] )
BERE [1] 1 2 3 ]
B [ ] 5 T
B E N E T ] [ ] T ]
[ Empegadd meEaEE [ | 7 ) )
BENEESEES [ 2z 7 e e
eSS [1] 2 e el el
EEEEEEE ] 2 ) z Z
rresrar [1] 2 e el el
“Aparsing Iindspandanta ou parte da geladsira duplax
Grau de Instrugde do chafa da familia:
[ Homancistura antiga Homenciatura atual FonicE
QEliE i N T e I = ]
| PrEnATd COMBSa Sngs 4l MoEnme | & sane fundamania 1 Pomuazia Minma: 0
[ EnEEd compEaLga]ld moampEn | Fundamanal | oemmen e
[ Caegld compensupetE  moampen | Media camgei ] Pomuazia Madma: 45
[ SUpS COEgei LTy T
AGENDAMENTO:

Proxima entrevista: 7 dias de vida dacrianga

Dia:

Loy
Horario:

I I_

—_—f
Local: Domicilio




12.2 QUESTIONARIO 1 MES (1M)
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P

1 MES Hantificago:
“IVAFPSA”
SEGUTHMENTT

Osfada entrevista: ____ T T TEOE__T__T _
Entrevisiaor [a). 1ENTREV
Home mael DehE:
Endarago:

[ Jcasa | ) apsnamento

Refarénciz/Como chegar

Tém planos para se mudar? Se sim, informagbes do novo enderego

!

Telefons fio: {

H
k"

Cwtros telefones paras contato: | )

Linh3s Je onbus:

E-mail:

[ DADUS GERAIS SOERE ACRIANCAE AFANILIA

E1) Idade do bebé em dias? NDADCR
EZ} 5eU fiTho wal 2 creche? St NAD FULE FARA LGUESTAD E5. \CRECHE
0% Nao {1} 5im —
LE 51
EZf Em qualturno ¥
{1} turme integral {2} meio tumo {8 NSA e
4} Desde quando? RIET] i) NoA|ICRECHE
ER] Ma maior parte do tTempo quem cuida do sed fiTha 7
(1) a propria m3e {Z) avis (3) Pai’ companheiro laMcun
L - v v TEMCUIDE
{4} outra pessoa, qusl? —
EG] el TiThoD TeZ O E5te do pEZINND . St MAW FULE PARA GUCS 1AL BB
(0) MEa (1) Sim ITSTRE __
5k 5IM:
Eiy Ele tEE'E que repetir o teste? 1TETPER
{0y Nae {1} 5im, Qual o motivo? (B} NEA [ 1TSTPERET __
EZ) Resultados do [este do Pezinho: —
Fenih@unﬁr.ia {1} Pesitive {2} Negativo 1ANEFAL__
Anemia falciforme {1} Positive {2} Megativo THIROT
Hipotirecidismo {1} Pasitive {2} Negativo {8} MEA | IFIBRCIE__
Fibrese cistica {1} Positive {2} Nagative }%ﬁgﬂ_
Chutres {1} Positive {2} Megativa —_—
ES} SEU fiTho tem oU Teve alguma Joenga? st HAO FULE FARA GUESTAD ET1-
{0} N5o (1) Sim (2) Em investigag3o ICOOEN __
5k 5IM:
ETD] Gual? [Hespiratoria, Alergica, LCardiaca, Henal, [ntestinal, Weurological
1COOENG
(BB} NSA
ETT] el filho SoOfred alguma queda ou acidente desde a ultima entrevisia s TOOEDE
SENAQPLILE FARA GUESTAC ET4.
{0} Nao {1} Sim
5E SHIM:
ETZ) Gual [is] acidente [5]7 58] NoA [ TROEDEAT |
ETZ] Foi Tevado a0 medico s TOOEDEMD
{0} Mao {1} 5im {88} N5A
ET3] Seu filho recebed algum medicamento desde a ultima entrevista? TCHED __

SENAQPLULE PARA GUESTAQ ETT.
[0) NS (1) Sim

SE SIM:
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ETS) Home ETG) Miotivo TCMEDGT
Med 1 Med 1 ICMEDMY __
- - 1CMEDH2
Med 2 Med 2 {CMEDM2
Med 2 Med 3 ICMEDGS
Med 4 Mad 4 ICMEDMS
Med 5 Med 5 ICMEDQE
) ) 1CMEDM4 _
(25} N3A (28} NaA ICMED@5
1CMEDMS
ETI Geu filTho o infernado desde 3 ultiima entrevisiay 5 NAO FULE FARA LUCETAL E4F | TCINTER __
{0} Nao {1} Sim
5E 5
ETE] Vezes que Toninternado? T8 WA ICIHTERY __
ETS] Motivo[s] da Internagan|oes) s TCIHTERM __
(BB} NSA
EZ0} 580 NTho U538 00 Us00 Dico Jesde 3 ultma entrevisia? TCHCD
SE NAQ FLILE PARA GUESTAC E2Y.
{0} Nao (1} Sim (2} Ja usou
5E 510 ou JA U50W:
EZT) Guando INIGIoU © UsD 7 GIEE (8] oA ICEEOT__
EZZ] Tempo de uso 7 o B8] oA [ TCBCoT |
EZZ] VoCe tem o coSItUme de [er, contar RIStorias para o 5ed flho e
{0} N3o (1} Sim ILER ___
EZq] VOCE faZ 38 higlene DUcal 0o Sel niho ? THIZEC
{0} Nao {1} Sim
EZT] Vore fuma atualmente? £ NAD FULE FARA GUES TAL ELT. TMFOME
{0} N3o {1} Sim
5E 5
EZT) WUantos cigarros por dia? BB oA IMFUMAR
EZ7) Ha alguem que fuma na SUa Casa? |EXceEio 8 mas) 5t NAD FULE FARA GUES AL E49.
(0} Mo {1} Sim IFUMOCS
5E 5

EZE] LJuantas pessoas fumam em s5Ua casa atualmente?

TEE] WEA [TFUMOCSE |

ALIMENTACAC DA CRIANCA

EZS] U seu bebie mama no peifo? 5t o FULE FARA GUESTAL Ea2.

{0} Nao. Dou guando ele{a) querpede {1} Sim

[ N3s (1) Sim TMAMAP __
SENAD:
ES0T For que? BBl WoA|TMEMEPH |
E3T) Guando parou de amamentar ? dias TBE] TGA | TOPEME
tirl_:- I em horarnos Certo s para mamar l|-E'|t£" materno, formula ou lete de U-E.-B'-E.r:"
THCMAMA

£22) Wuantas vezes mama durante o dia, ou no caso deformula, quantas vezes a0 dia

esta recebendo? _
verpes Leite Materno veres Formula infantil verses Leite de vacs

TMAMAGD __ vid

EE;_, LIU3nias vEZEs mama Jurante a Nnolte OU No Cas0 de formula, I:|IJ-E.I'I[-E.5- VEIES

durante a noite est3 recebendo? )
vezes Leite Materno vezes Formula infantil vezes Leite de vacs

IMAMAGN __ wid

EZ5] 1 seu bebe recebe ou recebew agua pura? =t NAD PULE FARA GUESTAD E4Z

O)N3o (1) Sim lastla
3E SIM:
EZo] Wuetipo de agua e utilizada?

{1) DMAE {2) Pogo {3) Mineral {4) Cisterna TAGUAT

{5} Filtradal Fervida {6} Owitro, qual? (B8} NSA
EZ7] Guando introduziu? Jias 0= vida 00 bebe. BB oA | TEDES
[EZE] Gual volume [mij poT 413 Necebe OU recened agua? 58] WoR | TAGOAVE
EZS] Wual o motivo da introdugac ? T8y NoA | TEGOEN
Ed0} 5E FARDW, quando 7 QIS5 O VI0S 00 Debe. T80 NoA [ 1GPAG
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EAT] H|ﬂ Uem recomendou?

() NSA

{1} ela propria decidiu {3} o companheino {RECAG
{2) 3 avo {4} algum profissional da sakde IRECAGE
{5} outros/especificar {88} N5A

[EFZ] 1 SEU DEDE TecEDE OU TECEDEl Cha? =t NAW FULE FARA GUESTAL E46.

LES (1) Sim ICHA

[ 5E G-

EXZ] Guando introduzg diSs J€ VidS 00 DEbe. (S8 NSATI@DCH
EX] Qual volume [mi] por dia recebe ou receben cha? BBy NEA[ICHAVE
EFS] Wual o motivo da introdugan 7 BB WA TCHERM ___

[EdT] 5E PARDO, quando 7 QIS5 OF vida 00 Debe. S8y =R [1@PCH ____

EFT] AlgUem recomendon 7

{1} ela propria decidiu {3} o companhsino {RECCH
{2} a awo {4} algum profissional da sakde IRECCHO ___
{5} outros/es pecificar {88y NSA
EXE] U seu bebe recebe oU recebel SUCo? S5 MAD FULE FARA GUEETAOD EES I
{0} Mao {1} Bim —

[ 5E G-

[E4Z) Guando introduziu? di35 de vida 00 behe. [E8) NSA [1@D5C
240y Wual volume (ml} por dia recebe ou recebeu suco’™ (=8} NSA [1SUConvZ

[EST] Woal o tpo de SUCo oferecido 2

1. Matwral {0} Nao {1} Sim ITSUCOl
2. Concentrado - garrafacu polpa (D) N3e (1) Sim (28 Nea | TEC0E
3. Diluido — :aP:in ha {0y H.ipn {1} Sim ITESUCOL
4. Artificial — pofxarope {0} Nao {1} Sim -
[ESZ] Lual © molivo da Introgugan 7 B8 oA TE0C0OM
ERI] SE PARUU, quando? dias Oe vida 00 bebe. B8] NSA [1GPiC___
ERA] Alguem recomendou?
{1} ela propria decidiu {2} o companhsino {REC 5C
{2} a avo {4} algum profissional da salde IRECSCE __
{5} outrosfes pecificar (B8} N5A

ETT] U GEU DEDE rECEDE OU TECEDED TEMIQErante? =& MADFLULE FARA GUESTAD EET.
"-:I". r'-lé.".:l e Ellﬂ"l 1H.EFH._
L LES

E=ELS

[EST] Guando introguziu? QI35 OE VI0a 00 Debe. [28) NoA[1@DREF ___
EST] Qual volume [miJ por dia rec-e0e oU recebed o Tefrgerante 7 (28] NSA[IREFML ___
ETE] Gual o motivo da introdugan @ 128 WA 1REFRM ____
ETE] oE PARUU, quando ¥ dI35 0= vida 00 Debe. 158 NeA | TREFF
EC} Alguem recomendou?

{1} ela p}répria decidiu {3} o companhsine . s
{2} a3 avo {4} algum profissionsl ds sswds —
{5} outrosfes pecificar (B8} N5A
ECT] F 560 DEDE receDE OU TeceEDEl OULro TEItE, QUE Nao Se[d O TEITe materno 7
SE NAQ PULE PARA GLESTAC ET3. TLHM
{0} Nao {1} Bim
5k 5IM:

EEZ] Guando introduzig? diSs J€ VidS 00 DEbe. BB NoATTE0ET
ELZ] Qual volume [miJ por 413 recehe ou recened Terte? EEf NSA[TLETEE ___
ECA] Wual o motivo da introdugan 7 B8] MeA [ TLETEM ___
ELE] Alguem recomendou?

{1} ela propria decidiu  {2) a avo {3) o companheiro (4) algum profissional da salde }EHE_

{5} outros/especificar {88} N5A —
ERG) Wual o tipo de Teite oferecido 7
i. Leite de seguimento — NAN, Nestogeno, Milupa, Aptamil. Dy MNaos {1} Sim|wBTE1__
2. Leite em po integral — Ninho, Gléria, Elegé. {0y N3c (1) Sim|ILETEZ__
3. Leite de vaca (caixinha ou saguinho). {0)N3e (1) Sim| JLETES
4. Leites especisis — Alfare, Sobes, NAN Soy, Aptamil Soja, SoyMilk. (0} N3c (1) Sim|yBmes ™
5. Outro tipo de keite. Qual? ILEMEG ___
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EGTT Algum outro produfo e adicionado ao [eife?

(O N3 (1) Sim LT
5E 5IM:
[EGE] GUals produios sao utilizago para engrossar, diiuir, ennigueter ou agogar o [Ene?
1. Cereais nao enriquecidos (aveia, amido de milho) {0y Nao (1) Sim | \rarINi
2. Cersais enriguecidos (Mucilon, Armozinha, Farinha Lictea) {0y N3o (1) Sim |1FARIN2
3. Agocar {0y Nae {1} Sim }EEH%]_
4. Achocolatado {0y Nado {1} Sim JOLEDS ——
5. Oleo {0y Nao (1) Sim| yacuae
6. Agus {0y N3a {1} Sim|1OUTR@__
T. Owrtro tips de produte. CQuesl? {8 NSA
ERT] Gual o0 motivo da introdugan 2 T88) MoA | TPARINE
[ETD] Guando introduzig? QISS 0= VIDa 00 Debe. BB NSA [1R0LTG
ETT] Alguem recomendou ?
{1} ela propria decidiu {4} algum profissional da saude {RECLTG
{2} a avo {5) outros/especificar {8) NSA| IRECLTGE __
{2} o companhsiro {7} Mao sabs
ETZ] JUem na maloria 0as vezes 0a o [elte para O DEDe? —
{1) ma= {2} avo materna {3} companheiro {8) NSA
[4) Outros/ especiicar (7) Mo sabe| "-TEMDAE
I 7
Er3} ‘T:l? rlj;ge uu{P;aET:n9|ra [qualguer iguido]? IMAMAD
ETY] Seu I:I?I:IE come outros alimentos [Solidos]? St NAD FULE FARA A GUE=TAL EB6. JOALM
{0} Nao {1} Sim —
SE STW
ETS] S0 bebe Tem Norarios Cerios para 5e alimentar 7
(MN3e (1) Sim (B8) NSa | THORAC
[ETG) IF que vOCE faZ 5 4 Crianga recusa algumas refeifoes?
{1} oferece 3 mesma comida mais tarde {2} espera o horario da proxima refeicio| \RECUSAT
{2} substitui por leite matemo {4} substitwi por mamadeira
{5} substitui por outro alimentofespecificar (B8} N5A
ET7j COmMD VOCE OTETECE 05 allmenios para o Denes
1. Liguidificades {0} Nao (1) Sim 14LPREP
2. Passados na penseira {0y N3e (1) Sim 1ALPRER2
3. Raspados My Nao (1) Sim (88) NSa | I ERE
4. Amassados com o garfo {0 I'-.Iin (1) Sim 1ALPREPS __
5. Picados em pequends pedagos {0 Naoc (1) Sim 1ALPREPS
6. Consisténcia da familia {0) N3o (1) Sim
ETE] A quantidade de sal QUE vOCGE Usa na comida do bebe 7
{1} igusl a da sus familia {2} maior que 3 da sua familia 1840
{2} menor gue a da sua familia {4) Mada {88} NSA
ETS] Quem alimenta 0 bebe na malora das vEZes ¢
{1) m3= {4) funcionaria da creche ALIBE
{2} pai ! companhsiro {5} outra pessoal especificar 1ALIBBE__
{3} avas {7y N3z sabe {88} NSA
EZ0] ieixa ele [ewar o allmento 3 boca por &1 propric ?
{0} Nao (1) Sim (EB) NEaA | TCOMES
EZT] Costuma Interagir [Conver 5ar, dar alengan...] Com a Crianga s
{0y Nao {1} Sim (5B) NSA | VINTERAG _
EZZ] Frecisa eshmula-lo [CONVErsar, OTerecer o allmento Varias VeZes) a Comer ¢
{0y M3c (1) Sim (38) NSa | TESTIM ___
EEZ] Tnsiste [forgaj guando ele nao quer comer [briga, da castigo 7
(M N3 (1) Sim (B8) NSa | WFORCM___
EEA] Uterece recompensas [doCes, outros alimentos, bringuedos. . J7 —
{0} N3z (1) 5im (B8} NSA —
EE5] A comida do bebe € preparada separadamente? — =
{1} sempre {2} asvezes (Ijraramente {4} nunca (58} NSA —
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EEG] A comida do bebe e preparado na hora em que ele val 5e alimentar 7
(1) sempre (2) dsvezes (3)raramente {4) nunca (B8) NSa | WCOMHR __
EG/] VOCE aprovelta o resto de leite [ou LMjou a comida que sobrou no copo,
mamadeira ou prato para oferecer mais tarde para o bebé? 1APRES
0)N3e (1) Sim (22) NSA
ETE] Unde voCce guarda 05 allmentos e/oU 1elte 00 Debe que sobram ou 5a0
preparados com antecedéncia? (B8} NSA 14 50BR
{0} N30 guards {1} Magelsdeira {2} Mo freezer {3} Em temperatura ambisni
EES] A pess0a qUE prepara 05 alimentos elou 0 Teite 40 bebe ava as maos antesdo | 0
preparo? [0}Nao ({1)Sim (T} Nao sabe {EE) NSA —
ESU] A pessoa que alimenta sed TThola) lava as maos da Crianga antes da retelgan 7
(1) Sempre (2} Asvezes (3} Nunca (7} N3osabe (58) NSA | WAVMR
EST] Guando 0 bebe esta doente, algo muda na alimentagao dele?
SF NAQ PULE PARA A GUESTAC EBE. 1DOENT
[0} Nao {1} Sim (2} nunca ficow dosnte (B8} NSA
5E ST
ESZ) Aumenta a frequencia das mamadas ?
(0} N3 (1) Sim (g NSa | WPREGM___
E92] RUmMenta a oferta de Nquidos?
(0} N3o (1) Sim (B) NSA | AU ___
ES4] FOrga a crianiga a Comer 7
(0) N3o (1) Sim () NSa | TFCOMD
ES5] UTerece 05 allmentos preferdos da crianga?
(0) N3o (1) Sim () Nsa | PREFE___
ETG] LMerece 05 allmentos Com malor Tequencia?
(0) N3 (1) Sim () Nsa | TPREEC
ES7] Faz restrigoes alimentares 7
(0) N30 (1) Sim (B NSA | IRESTR__
£33y U que mudas (outra, qual? Vo) o=
a q |. q P V== 1D:OENTM .
DADLS GERAIS DA MAE
ESS] Uepols que voce fol para casa, no posio Of saude oU no consultoro do
pediatra, vocé recebeu alguma orientagdo/ajuda para amamentar? 1ORAMUB
(0) N3e (1) Sim SENAO. PULE PARA GUESTAD ET02
Wl oali.
ETOU] GUe tpo [quals] orentagao [Oespajudar
] WUE PO [quals] 30 [0Esf3) T
[SE NAO.
ETUT] VOCE CONSIOera [acha)] que precisava de ajudar TOAUBA]
{0y Nao (1) Sim, qual ou para que? 10AUBAS
ETUZ] Esta utilizando algum Suplemento atualmente? TEOPL
{0y Nao (1) Sim Cual? Vezes por dia: }ﬁﬂﬁtf;ﬁ—
ciuzy Voce utihza atualmente algum MELTLAMEN [ IMED
(0) N30 (1) Sim SENAOouNAOSABE FULE FARA GUESTAC ET0T.
[ SE S0
[ET0] Home ETOL) Wotivo ETIC] TeEmpo 00 US0 TMED AT
Med 1 Med 1 AE TMEC-AMI
Med 2 Med 2 Med 2 il
Med 3 Med 3 Med 3 ki
Med 4 Mead 4 Med 4 TMEDATZ
Med & Med & Med & }HE}AEI%
BB NSA i EDA
{£E) (em dias) ===




133

O zen filbe tomen Jeite marerno aré qual idade & qoande imirodorm o zesminre: alimemrozT

Nao [ <1a| 1= 1" i
dias | dias | mes | mes

E1U  Acncar adioonal
{mamadeira, suco ou cha)

E1U%) Achocolatado

ELUY) Mel

ELIU)Cate

Ellly Funchicons

ElL2  Fruta amassada

Ell2) Papa salgads’ Sopa

ET113 Sops indwsirializads

E113) Verduras ou legumes

E110) Lesuminosas (ex. terpao lentlha )

EllyComids da tannha

ElIEyCarne (gado, frango, porco, peIxe)

E 119 Mindos (ex Dgado, moels )

ETI0) Ovo

£l Embuhdos {ex. presunto, salsicha,
mortadela, salsich&o_ salame)

E 120 Bolachs recheads ou water

Ell3) Bolacha doce (MATA 00 MASENA )

E =) Danomnho

E120) Chocolate ou beombomn

£l Bala ou pirulito

E 128 salgadinho

E129 elating /- Podins) sacole artaboal

Elad) Sorvete  Ficole sacole de leite

T1IT) Frituras (ex batata frita, bolinho frito,
aipim frito, franzo & milsness)
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ETZZ] Feso da mae ¥ peso do bebe

(1°) Kg (&) Kg Mdia: K g |PESOME____ kg
ETZZ] FES0 da mae
(1 kg (2 Ko Média: Ko 1PESOM __ kg
ETZA] Altura da mae
(17 cm (27 om Média cm 1ALTM em
ETZ5] Feso do bebe
(19 I g Média: g \PESOCR @
ETZE] CIrcunferencia da cintura da mae
(1% om (2= om Media: om 1CCM____em
ETZ7] CIrcUnferencia oraquial da maes
{1 cm [27) cm Media: cm ICBM__om
ETZE] Uobra cutanea micipital da mag
(17} mm (2= mm Media: mm IDCTM ____mm
ETZS] Uobra cutanea SUDESCapular da mae
{1} mim [27) mim Medis: mm DCSEM __mm
ETH] Comprimento do bebe
(17 om (27} om WMedia: om ICOMPCR____om
ETHT] Fenimetro cefalico do bebe
{17 cm [2*) cm Medis: cm IPCCR_____ om
COLETA DE MATERTATS
ET¥I Conseguiu coletar o Teite da mae? 1LETE
{0} Nao, motiva? {1} Sim ILETEM
ET3Z] CORSEpUIU realizar @ avallagao antropometrica 03 mat s 1ANTRM
[0} N30, motive? {1} Sim 1ANTRMIT
ETH ConSepguiu realizar @ avallagao antropomerrica 0a criangas 1ANTRC
{0 Mao, motivo? {1} Sim 1ANTRCA

AGENDAMENTC:

Dia: | |
Horario:
Local: Domicilio

Proxima entrevista: 3 meses de vida da crianga
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INQUERITC RECORDATORIC DE 24 HORAS — MAE

Horario Alimentos/Marca | Medidas caseiras

- Ao ms, LAREE § dis fodos. o8 prodeios. consmiidios
- Amcharse ax PREFPARACHE 3 dormey 4itas prelmades oo cozides
= foar s el comm i & quanfdade consmida & seos Rorsdos
= Canlidiarr cioen o TERIPD WETREAL, difo pedia sz mln dlsser e como” & mda e oo
- Aot o S de DOEDES oflzad o s cmd memperms i (A apmlte D
- Amcharss mogys 8 EEFETICED da petaicdls oy se SDERORN aiga mo pemis
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INQUERITC RECORDATORIO DE 24 HORAS - CRIANGCA

Horario Alimentos/Marca | Medidas caseiras

CHECK LIST RECORDATORID J45 3
- Amober ax MARGE § de iodos oS prodsios. Consmmidos
- &momar e pxn PREPARSSAE &t Sitas preladas oy cozdes
-adtoarse a mills consnie ADUE JAGD. & guanddade consomide & seus Rotdos
=~ Cogldar oo o TEMIPD VEREAL dito pada milles, e sl disser e como” = o % comi®
=~ Arectar o o de DORDURA, ofllzsdo sm cade prepemms o (30, azeibs, anka]
- Aroiar s Roarye & BEEPETIGED da redaiclo cu se BDERIRN algo mo pres
-5 & criangs asiver mamando laibe mreshermo, amobar o TEMPD das mamsdas
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12.2 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

APENDICE I - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

-

Seu  filho{a} recém  nascido e vocE
cstdo sendo convidados(as) a participar da pesaguisa
intinilada “Impacto das Varisgies do Ambiente Perinatal sobre a Satde do Recém-Nascido nos
Primeiros Seis Meses de Vida™ gque tem como objetivo principal compreender os efeitos de diferentes
situaghes ocorridas durante a gestagio que podem interferir sobre o crescimento, o compotamento ¢ o
desenvolvimento mfantil, assim como a possibilidade de wentificar, muito cedo. os fatores que

possaAm FAZer prejuizos para a cranga e para o adulto no futuro. Dessa forma, os resultados da
presente pesquisa trardo benelicios na compreensio no desenvolvimento de doengas assim como sua
prevenglio relacionadas com problemas de saide ocomidos durante a gestagio e no inicio da infancia,
além de acompanbar o crescimento & desenvolvimento do seu filho.

Para alcangar os objetivos desta pesquisa, serd realizada uma entrevista logo apds o parto,
ainda no hospital, @ marcaremos mais cmco encontros, que podem variar de 90 a 120 minutos, com
vnci e seu filho ou sua filha gue deverfio acontecer nos 7 & 15 dias de vida, no pnmemrs, lerceiro
sexio més. Desses, trds enconiros serio realizados no Hospital de Clineas de Pono Alegre (HCPAT no
Centro de Peaguisa Clinica e dois na sua caza.

Além da consulta, serfio realizados, nesses enconlros, lesies ¢ guestiondrios referemies as
condigtes de vida e saide, tais como: hibio alimentar e de atividade fizica; hisidnico de doengas;
condigies de moradia; consumo de bebidas, medicagtes ¢ outras drogas; condigfes emocionais da
miie apde o parto; relagio da mie com o bebE em relag@o aos seus cuidados, sus confianga ou
insegurange; as condipbes de sono, comporamento ¢ desenvolvimento do bebg. Algumas avaliaghes
ou medidas especificas de risco minimo ¢ que podem causar algum desconforio serfio realizadas
NCsses ENCONines, emre os guais:

= Em wndos o5 encontros: medidas de peso, estatura, circunferéncia da cintura © medida das
dobras cutineas sua e do seu bebs;

- Mo 6% encontro serd realizada uma flmagem de vwock com seu bebé realizando alpumas
tarefas que ji fazem parte do seu dia-p-dia com a cranga, como por exemplo, vocE alimentando sew
tilhoda) & ebefn) brincamdao;

— No I 4% e 5 emcontros, caso vocf psteja amamentando, sero coletadas trés peguenas
amostras do seu leite {matemo) para avaliar a composicio nuiricional, ¢ uma amostra de sua saliva ¢
do sew belhd para caracterizar genes que podem estar associados 3 obesidade

D5 seus dados de identificagio ¢ do seu fitho(a) ndo serlo divulgados, preservando as suas
wentidades. As demaiz mformagbes obtidas ser@o uwtilizadas somente para esta pesguisa € serdo
armarenadas durante cinco anos para posterior descarte

e, durante algum dos encontros da pesquisa, seu hilbo apresentar algum problema de sadde
agudo, de maior gravidade como febre alta, dificuldade respiraténa, desidratagio, por exemplo, ou

-

Comita ge clica am Feogins
-.':_PF‘.":.I HZ P
WERSAD APROVADA

aF = SO o
AAd O B
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mesmo se vocd estiver se sentindo muito cansada, tniste ou chorosa, os entrevistadores realizario uma
avaliagio. Caracterizada uma sitlvagio de emergéncia, serfio encaminhados para avaliagio no Servigo
de Emergéneia do Hospual de Clinkas de Pono Alegre. Diferentemente, situagbes que, nio
necessitem de atendimento de emergéneia, serfio encaminhadas 35 Unidades Bisicas de Sadde de
referéncia, proximo da sea casa,

Alguns questioninos poderdo lhe causar algum desconforio e se vocl ndo quiser responder
solicite a0 pesquisador. Caso opte por nio participar, vocd e seu filhola) ndo sofferiio nenhum

prequizo,
Eu il wnformda;

S

- Da garantia de receber resposta & gualquer pergunta ou esclarecimenio sobre os
procedimentos, riscos, beneficios e ouires assuntos relacionados i pesquisa;

- De que a minha participagio ¢ u do meu filho(a). € voluntiria e terei a liberdade de retirar
meu consentimento, a qualquer momento, sem que isto traga qualquer prejui»o para mim ou para mew
filhaoa), tanto individual como assistencial;

- Da scguranga de que cu e meu (a) filho (a) nio seremos identificados, quando da divalgagio
dos resultados ¢ que essas informagles serdo utilizadas somente para fins centilicos ¢ de ensino;

- D que se existirem gastos decorrentes da participagdo na pesquisa, como, por exemplo,
transporte, eu receberei do orgamento da pesguisa;

- Do acesso a8 informagdes sobre o projeto de pesguisa, ddvidas ¢ a forma como ele serd
conduzido pelo grupo de pesgquisadores do Micleo de Estudos da Crianga ¢ do Adolescenie {NESCA
o o pesguisador responsivel Marcelo Zubaran Goldani no telefone (51) 3359 B215 ou na Rua Ramira
Barcellos 2350, 117 andar, sala 1 131B.

- De que quaksquer dividas quanto a questies éicas, poderei entrar em contato com MNadine
Clausell, Coordenadora do Grupo de Pesquisa ¢ Pos-Graduagiio (GPPG) do HCPA pelo telefone (S1)
3359 B3, enderego Av. Ramire Barcelos, 2350, 2° andar.

Declaro que recebi uma cépia do Termo de Consentimende Livee ¢ Esclarecido que foi elaborado em

das wias, das gk uma delas Dicarh com o pt-.:sql:u'-.al_]llr

T————— ft‘-!-rl'i"ri.h&.'ln'ﬂ . S .
Drata !
Mome do pesquisador Assinatura

Data [/

Comilé de Ebca <

GEPOHCRL
VERSAD APROVADA

21, Op , dot1
A4 A TR



139

13. ANEXOS

13.1 MANUAL KIT ELISA - LEPTINA

HUMAN LEFTIN ELISA KIT
396-Well Plate (Cat. # EZHL-805K)

L INTENDED USE

This kit is used for the non-radicactive quantification of human leptin in serum, plasma
and other biclogical media. One kit is sufficient to measure 3T unknown samples in
duplicate. For Research Use Only. Not for Use in Diagnoste Procedures.

I PRIMCIFLES OF PROCEDURE

This assay is a direct Sandwich ELISA based, sequentially, on: 1) capiure of human
leptin by a polycdonal rabbit anti-human keptin antibedy immobilized on a 26-wel
miicrotiter plate, 2] wash away unbound matenals, 3) binding of a biotnylated
miznoclonal antibody to the captured human leptin, 4) wash away unbound materials,
§) binding of streptavidin-horseradish peroxidase to the immobilized bictinylated
antibodies, §) wash away free enzyme conjugaites, and 7) quantification of bound
streptavidin-horseradish permodase with the substrate 3,275, 5 -teframethybenzidine.
The enzyme activity 5 measured spectrophoiomeirically by the increased absorbency
at 450 nm - 590nm after acidification of formed products. Since the ncrease in
absorbency is directly proportional to the amount of captured human leptin i the
unknown samgle, the latter can be derved by interpolation from a reference curve
generated i the same assay with reference standards of known concenirations of
human lepiin.

. REAGENTS SUPPLIED

Each kit is sufficient to run one 98-well microtiter plate and contains the following
reagents:

A. Human Leptin ELISA Plate
Coated with Rabbit anti-Human Leptin Antibody
Cuantity: 1 plate
Preparation: Ready to use
Mote: Unusad strips should be resealed in the foil pouch with the desiccant
provided.

B. Adhesive Plate Sealer
Quantity: 2 Sheets
Preparation: Ready to use

iC. 10¥ HRP Wash Buffer Concentrate
10¥ concentrate of 50 mM Tris Buffered Salne containing Tween 20
Cuantity: Two bottles containing S0 mL each
Preparation: Dilute 1:10 with deionized watsr

EfHL-B05K Rev. 15-JUL-2014 EMD Millpore 2
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REAGENTS SUPPLIED {continued])

Human Leptin ELISA Standards

Human Leptin in Assay Buffer: 078, 1.56, 3.125, 8.25, 12.5, 25, 50, and 100
ng'mL

Quantity: 1 mLivial

Preparation: Ready to use

Hote: The standard{s) in this kit have been calibrated to an Intemational
Reference standard, MIBSC code # 97584

Guality Controls 1 and 2

Purified Recombinant Human Leptin in QC Buffer
Quantity: 0.5 mLfwial

Preparation: Ready to use

Assay Buffer

0.05M PBS, pH 7.4, containing 0.025M EDTA, 0.08% Sodium Azide, 1% BSA
and 0.05% Triton X-100

CQuantity: 10 mLivial

Preparation: Ready to use

Human Leptin Detection Antibody
Bictinylated Mouse anti-Human Leptin Antibody
Cuantity: 11 mLvial

Preparation: Ready to use

Enzyme Sclution

Streptavidin-Horseradish Peroxidase Conjugate in Buffer
Cruantity: 12 mLivial

Preparation: Ready to use

Substrate

3.2'0 8- tetramethylbenzidine
Cuantity: 12 mlL
Preparation: Ready to use

Stop Solution

0.3M HCL

Cruantity: 12 mLivial

Preparation: Ready to use (Caution: Corrosive Material)

EFHL-BOSK Rev. 15-JUL-2014 EMD Milipore 3
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STORAGE AND STABILITY

Recommended storage for kit components s 2 - 8°C.

All components are shipped and stored at 2-3°C. Once opened, liguid standards
and conirols can be stored up to 30 days at 2-B°C. Refer to expiration dates on
all reagents pror to use. Do not mix reagents from diferent kits unless they have
the same lot numbers.

REAGENT PRECAUTIONS

Hydrochloric Acid

Hydrochloric Acid is commosive and can cause eye and skin bums. It s hamful if
swallowed and can cause respiratory and digestive tract bums. Awvosd contact
with skin and eyes. Do not swallow or ingest

Sodium Azide

Sodmum Azide or Proclin has been added to some reagents as a presemnvative.
Alfwough the concentrations are low, Sodium Azide and Proclin may react with
lead and copper plumbing to form highly explosive metal azides. Dispose of
unused contents and waste in accordance with international, federal, state, and
local regulations

MATERIALS REGUIRED BUT NOT PROVIDED

Pipette with Tips, 10pL-200uL

Mult-channel Pipette, 50ul-300uL

Buffer and Reagent Reservoirs

Vortex Mxer

Abszorbent Paper or Cloth

Deionzed Water

Microtiter Plate Reader capable of reading absorbency at 450 nm
iOrbital Microtiter Plate Shaker

SAMFPLE COLLECTION AND STORAGE

To prepare serum, whole Blood is directly drawn into a Vacutainer® serum twbe
that contains no anti-coagulant. Let blood oot at room temperature for 30
minutes.

Promptly centrifuge the clotted blood at 2000 to 3000 x.g. for 15 minutes at 4 £
*C.

Transfer and store serum samples in separate ubes. Date and identify each
sample.

Lse freshly prepared serum or store samples at 2 - 8°C for later use. Awoid
multiple (=5) freezelthaw cycles.

To prepare plasma samples, whole blood should be collected into Vacutainer
EOTA-plasma tubes and centrifuged immediately after collection. Observe same
precautions in the preparation of serum samples.

If heparin is to be used as an anti-coagulant, the effect on the assay cutcome at
the dose of heparin used should be pre-determined.

Awvoid using samples with gross hemaolysis or lipemia.

(= IR e =2 Ty Crme 4C BN "Twn44 CRArs b flie e &
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ASSAY PROCEDURE Il - Human Leptin {Sensitive) Assay

iSensitivity: 0,133 ng/mL — 23 ngimlL})

A

Moke:

Mote:

Human Leptin {Sensitive) Standard Preparation

The standard curve range recommended for samples with low Leptin levels is
0.185ng/mL to 25ngimL. By performing 1:1 serial dilutions of the 0. 7EngfmL kit
standard with Assay Buffer, the 0.38ng/mL and 0. 185ng/mL standard points can
be created for use in the Leptin Sensitive Assay.

Label two tubes 0.22 and 0.195ng/ml. Add 0.2mL Assay Buffer to each of the

two tubes. Prepare serial dilutions by adding 0.2 mL of the 0.78 ng/mL standard
to the 039 ngfmL tube, mix well and transfer 0.2 mL of the 0.238 ng'mL standard

to the 0195 ngiml tube and mix well

Do not use a Repeater pipette. Change tip for everny dilution. Wet tip with
Standard before dispensing. Unused portions of standard should be stored at
2-8%C . Awoid multiple freezefthaw cycles.

Standard Concentration Volume of Assay Buffer Wolume of Standard
nigmiL io Add o Audd

0.38 0.2 mL 0.2 mL of 0.73 ng'mL

0.185 0.2 mL 0.2 mL of 0.39 ngfml

Mote:

Human Leptin {Sensitive) Quality Control 1 and 2 Preparation

Prepare 1:3 dilutions of Quality Contral 1 and Quality Contred 2 for use in the
Human Leptin (Sensitive) assay. Label two tubes QC1 and QC2. Add 0.4mlL
Assay Buffer to each of the tubes. Add 0.2mL Quality Contrel 1 to the QC1 tubs
and mixwell. Add 0_2mL Quality Controd 2 to the QT2 fube and mix well.

Do not use a Repeater pipette. Change tip for everny dilution. Wet tip with
Cuality Control before dispensing. Unused portions of Quality Control should be
stored at 2 - B*C. Awoid multiple freezethaw cycles.

Wolume of Assay Buffer Vialume of Quality Control
to Add o Add

Qc1 0.4 mL 0.2 mL of Quality Contral 1

QAC2 0.4 mL 0.2 mL of Quality Contral 2
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C. AS5AY PROCEDURE Il - Human Lepfin {Sensitive) Assay
{Sensitivity: 0195 ng/mL - 25 ng/mlL}

Pre-warm all reagents to room temperature immediately before setting up the
assay.

1. Didute the concentrated Wash Buffer 10 fold by adding the entire contents of both
bottes of buffer to 800 mL de-ionized or glass distilled water.

2. Remowe required number of sirips from the Microtiter Assay Plate. Unused sinps
should be resealed in the foil pouch with the desiccant provided and stored at 2-
8°C. Assemble strips in an empty plate holder and add 300 pl of diluted Wash
Buffer to each well. Incubate at room temperature for 5 minutes. Decant wash
buffer and remowe the residual amount from all wells by nverting the plate and
tapping it smartly onto absorbent towels several tmes. Do not let wells dry
before proceeding to the next step. i an automated machine is used for the
assay, follow the manufacturer's nstructions for all washing steps described in
this protecol.

3. Add 50 pL Assay Buffer into all wells.

4, Add in duplicate 50 pL Assay Buffer to blank wells. [Refer to Section X for
sugpgested well ornentations. )

5. Add in duplicate 50 pL Human Leptin Standards in order of ascending
concentration to the appropriate wells. Add in duplicate 50 pL ©C1 and 50 pl
QC2 to the appropriate wels. Add sequentially 50 pL of samples in duplicate to
the remaining wels. For best results all additions should be completed
within one hour.

. Cowver the plate with plate sealer and incubate at room temperature for 2 hours
on an oriital microtiter plate shaker set to rotate at moderate speed, about 400 to

500 rpm.

[ Remowe plate sealer and decant schutions from the plate. Tap as before to
remowve residual schtions n the wells.

a. Wash wells 3 tmes with diluted Wash Bufier. 200 pL perwell per wash. Decant
and tap after each wash to remove residual buffer.

9. Add 100 pL Detection Antibody to each well. Cover the plate with s=aler and
incubate at room temperature for 30 minutes on the microtiter plate shaker.

10. Remove sealer and decant solution from the plate. Tap as before to remove
residual solutions in the wells.

11.  Add 100 pL Enzyme Solution to each well. Cower plate with sealer and incubate
with moderate shaking at room temperaturs for 30 minutes on the micratiter plate
shaker.
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Assay Procedure Il - Human Leptin (Sensitive) Assay [continued)

Remove sealer, decant sclubion from the plate, and tap plate to remove the
residual fluid.

Wash wells 5 times with diluted Wash Buffer, 300 pL per well per wash. Decant
and tap famly after 2ach wash to remowve residual bufer.

Add 100 pL of Substrate Solution to each well, cover plate with sealer and shake
on the plate shaker for approximately 5-20 minutes. Blue color should be formed
in wells of Leptin standards with intensity proporticnal to increasing
concentrations of Leptin.

NOTE: Please be aware that the color may develop more quickly or more slowly
than the recommended ncubation time depending on the ocalized room
temperature. Please wvisually monitor the color development to optimize the
ncubation time. One can monitor color development wsing 370 nm filter, i
available on the spectrophotometer. When the absorbance s between 1.2 and
1.8 at 370 nm, the stop soluticn can be added to termmate the color
dewvelopment.

Remove sealer and add 100 pl of Stop Sclubion [Caution: Corosive solution)
and shake plate by hand to ensure complete mizing of solution in all wells. The
blue color should twrn to yellow after acidification. Read absorbance at 450nm
and 590nm in a plate reader within 5 minutes and ensure that there are no air
bubbles i any well. Record the difference in absorbance units.
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CALCULATIONS

The dose-response curve of this assay fits best to a sigmoidal S-pararneter
logistic equation. The results of unknown samples can be calculated with any
computer program having a 5-parameter logistic function.

MNote: When sample volumes assayed differ from 25 pl (In nommal assay), an
appropriate mathematical adpestment must be made to accommodate for the
dilution factor (e.g., ¥ 12.5 pl of sample is used, then calculated data must be
multiplied by 2}

INTERPRETATION

1. The assay should be rejected i one of the two QCs falls outside of 2
standard deviations of the applicable mean. See the supervisor.

2. The limit of sensitvity of this assayis 0.2 ng/mL + 2 S0 hurman leptn (25
HL sample size)

3. The approprate range of this assay is 0.78 to 100 ngimL human leptn {25
HL sample size). Any result greater than 100 ng/ml in a 25 pL sample
assayed should be diluted and repeated usng assay buffer as dduent uniil
it falls within range.

HORMAL RANGE

Nomal rmange: Leptin levels are directly comelated with degree of adiposity.

Mean Serum Leptin levels from nomal lean individuals (BMI ranges 18-25):
Lean Men 3.8 £ 1.8 ngimlL
Lean Women 7.4 +£3.7 ng'mL

Serem levels are approximately 2.5 times higher in women per unit BMI as
compared to men.



13.2 MANUAL KIT ELISA — ADIPONECTINA

HUMAN ADIFOMECTIN ELISA KIT
J6-Well Plate (Cat. # EZHADP-61K)

I. INTEMDED USE

This Human Adponectin (ACRP30) ELISA kit is used for the non-radioactive
quantification of Human Adiponectin in serum, plasma, and adipocyte extracts or cell
culture media samples. This kit specifically measures native Human Adiponectin and
has no cross reactivity to Mouse Adiponectin. One kit is sufficient to measure 38
unknown samples in duplicate.

This kit is for Research Use Only. Nor for Use in Diagnostde Procedures.

Il. PRINCIFLES OF PFROCEDURE

This assay is a Sandwich ELISA based, sequentially, on: 1) concurmrent capture of
Human Adiponectin molecules from samples to the wells of a microtiter plate coated
with a monoclonal anti-human adiponectin antibodies, and binding of a second
biotinylated moncelonal anti-human antibody to the captured molecules | 2) washing of
unbicund materials from samples, 3] binding of streptavidin-horseradish peroadase
conjugate to the immoblized bictinylated antbodies, 4) washing of excess of free
enzyme conjugates, and 5] guaniification of mmobilized antibody-enzyme conjugates
by monitorng horseradish peroxidase activities i the presence of the substrate

3,35 5 etramethylbenzidine. The enzyme activity is measured spectrophotometncally
by the increased absorbance at 450 nm — 580nm after acidification of formed products.
Since the increase in absorbance is direcly proportional fo the amount of captured
Humian Adiponectin in the unknown sample, the latter can be derved by interpolation
from & reference curve generated in the same assay with reference standands of known
concentrations of Hurman Adiponectin,
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. REAGENTS SUPPLIED
Each kit is sufficient to run one 88-well plate and contains the following reagents:

A. Human Adiponectin ELISA Plate
Coated with Mouse anti-Human Adiponectin Antibodies
Quantity: 1 plate
Preparation: Ready io Use
Mote: Unused strips should be resealed in the foil pouch with the desiccant provided
and stored at 2-3°C.

B. Adhesive Plate Sealer
Juantity: 1 sheet
Preparation: Ready io Use

. 10X HRP Wash Buffer Concentrate
10¥ concentrate of 50 mM Tris Buffered Saline containing Tween-20
CQuantity: 2 bottles containing 50 mL each
Preparation: Dilute 1:10 with distilled or deionized water

0. Human Adiponectin Standard
Purified Recombinant Human Adiponecting, lyophilized.
CQuantity: 1 bottle, 0.5mLbotte wpon hydration
Preparation: Contents Lyophifized. Hydrate thoroughly in distilled or de-ionized
wiater immediately before use. Pleass refer to the analysis sheet for exact
concentration. After hydration didute with Assay Buffer according to § IX. A.

E. Human Adiponectin Guality Contrels 1 and 2
One wial each, lyophilized, containing diluted human semum at two different levels of
Adiponectin,
Quantity: 0 .5mLzottle upon hydration
Preparation: Contents Lyophifized. Reconstitute each vial with 0.5mL distilled or
deionized water

F. 10X Assay Buffer {Sample Diluent)
100mM Phesphate buffer, pH 7.5, containing 0.08% Sodium Azide, 1% BSA

Cuantity: 50 mL
Preparation: Dilute 1:10 with distilled or deionized water to make 1X Assay Buffer

Hote: Use 1X Assay Buffer to dilute samples {Section VI, SAMPLE
PREPARATION) and Standard Curve [Section IX, STANDARD AND QUALITY
CONTROLS PREPARATION)

G. Assay Buffer A [Assay Running Buffer]
0.05M Phosphosaline containing 0.025M EDTA. 0.08% Sodium Azide, 1% BSA
Quantity: T mL
Preparation: Ready to Use
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REAGENTS SUPPLIED (continued)

. Human Adiponectin Detection Antibody

Pre-titered Biotnylated Mouse anti-Human Adiponectin Antibody
Quantity: 3 mL
Preparation: Ready to Use

Enzyme Solution

Pre-titered Streptavidin-Horseradish Peroxidase Conjugate in Buffer
Cluantity: 12 mL

Preparation: Ready to Use

Substrate [Light sensitive, avoid unnecessary exposure to light)
3, 3, 5, 54etramethylbenzidine in buffer

Quantity: 12 mL

Preparation: Ready o Use.

. Stop Solution (Caution: Corrosive Solution)

0.3 M HCI

Quantity: 12 mL
Preparation: Ready to Use

IV. STORAGE AND STABILITY

Recommended storage for kit components is 2-8°C.

Al componenis are shipped and stored at 2-B°C. Reconsiituted standards and controls
can be frozen for future use, but repeated freeze thaws should be avoided. Refer to
expiration dates on all reagents prior to use. Do not mix reagents from different kits
unless they have the same kot numbers.

V.

A

REAGENT PRECAUTIIMNS
Sodium Azide

Sodiem Azide or Proclin has been added to some reagents as a presenvative.
Although the concentrations are low, Sodium Azide and Proclin may react with kead
and copper plumbing to form highly explosive metal azides. Dispose of unused
contents and waste in accordance with mtemational, federal, state, and local
regulations

Hydrochloric Acid

Hydrochloric Acid is comosive and can cause eye and skin bums. It i harmful if
swallowed and can cause respiratory and digestive tract bums. Awoid contact with
skin and eyes. Do not swallow or ingest.
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VI. MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED
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Pipeties and Pipetite Tips: 10 pl - 20 pl or 20 pl - 100 pl

Multi-Channel Pipettes and Pipette Tips: S plL ~ 50 pL and 50 pL ~ 300 plL
Buffer and Reagent Resensnirs

Vortex Mixer

Debonized Water

Microtiter Plate Reader capable of reading absorbency at 250 nm

Cirbital Microtiter Plate Shaker

Absorbent Paper or Cloth

VIl. SAMPLE COLLECTION AND STORAGE

1.

T prepare serum samples, whole blood is directly drawn into a centrifuge tube that
contains no anti-coagulant. Let blood clot at room temperature for 20 min.

. Promptly centrifuge the clotted blood at 2,000 to 3.000xg for 15 minutes at 4 + 2°C.

. Transfer and store serum samples in separate tubes. Date and identify each

sampde.

. Use frechly prepared serum or aliquot and store samples at = —20°C for later use.

For long-term storage, keep at -70 "C. Avoid freezefthaw cycles.

. To prepare plasma samples, whole blood should be collected into centrifuge tubes

contaming enough KLEDTA to achieve a final concentration of 1.735 mg/mL and
centrifuged immediately after collection. Observe the same precautions in the
preparation of senum samples.

. [ heparn s o be used as an anticeagulant, the effect on the assay outcome at the

dose of heparin used should be pre-determined.

. Awvoid using samples with gross hemaolysis or lipemia.

Vill. SAMPLE FREPARATION

. Allow all the reagents to come to room temperaturs.,

. Dikute zerem or plasma samples 1:500 n 1X Assay Buffer (Sample Dfuwent). Cellular

extract and culbure media diubions will vary.

. Make Dilution & with 10 pL sample to 890 pl of 1X Assay Buffer (Sample Diluent)

and mix well.

. Make Dilution B by adding 100 pL of Dilution A to 400 pl of 1X Assay Buffer

(Sampke Diluent) and mixng well. Use Dilution B {1:500) for the assay procedure.
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. STANDARD AND QGUALITY CONTROLS PREPARATION
A. Human Adiponectin Standard Preparation

1. Use care in opening the lyophilized Standard wial. Using a pipette, reconstitute the
Human Adiponectn Standard with 0.5 mL distilled or deionized water. Please
refer to the analysis sheet for exact concentration. Inwert and mix gently wntil
completely in solution,

2. Label seven tubes 1,2, 3, 4.5, 8, and 7. Add Assay Buffer [Sample Diluent) to
each of the seven tubes according to the volumes cutlined in the chart below.
Dilute the reconstituted standard stock according to the chart below. Vortex each
tube briefly to ensure complete mixing.

Mote: Do not use a Repeater pipette. Change tip for every diution. Wet tip with
Standard before dispensing. Unused portions of reconstituted standard should be
stored at = -20°C. Avoid multiple freezeithaw cycles.

Volume of Deionzed Volume of Standard Standard Cencentration
Water to Add to Add nig/rml
X (refer to analysis shest
2.5 mL . For exact concentration)
Tube & Volume of Assay Violume of Standard Standard Concentration
Y Buffer to Add to Add (ng‘mlL}
200 pL of reconstituted .
1 200 pL Standard w2
2z 200 pL 200 pl of Tube 1 X4
3 200 pL 200 pL of Tube 2 B
4 200 pL 200 pL of Tube 3 XNE
& 200 pL 200 pL of Tube 4 Xz
[i] 200 pL 200 plL of Tube § xg4
T 200 pL 200 pL of Tube & 23

B. Human Adiponectin Quality Contrel 1 and 2 Preparation

Use care in opening the lyophilized Quality Control vials. Using a pipette, reconstitute
each of the Human Adiponectin Quality Control 1 and Quality Control 2 with 0.5 mL
distilled or deionized water into the vials. Invert and mix gently, let sit for & minutes then

mix wedl.
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X. ASS5AY PROCEDURE
Pre-warm all reagents to room temperature prior to setting up the assay.

1.  Dikste the 10X Wash Buffer concentrate 10 fold by miong the entire content of
each bottle of Wash Buffer with 450 mL deionized water [diute both bottles with
200 mL deicnized watsr).

2.  Remowe the required number of stnips from the Microtiter Assay Plate. Unusad
strips should be resealed i the foi pouch and stored at 2-8°C. Assemble the
strips in an empty plate holder and wash each well 3 times with 300 pl of diuted

Wash Buffer perwash. Decant wash buffer and remove the residual amount from
all wells by inverting the plate and tapping it smartly onto absorbent towels several

times. Do not let wells dry before proceeding to the next step. Ifan
automated machine s used for the assay, follow the manufacturer's
instructions for all washing steps described in this protocol.

3. Add g0 pL Assay Buffer A to all wels.
4.  Add in duplicate 20 pL Assay Buffer A to blank wells_

5.  Add in duplicate 20 pL Human Adiponectin Standards in the order of ascending
concentration to the appropriate wells. Add in duplicate 20 pL QC1 and 20 pL
QC2 to the approprate wells. Add sequentially 20 pl of the unknown samples in
duplicate to the remaining welis.

. Add 20 pl Detection Antibody to all wells. For best result all additions shouwld
be completed within one howr. Cower the plate with plate sealer and mcubate at
room temperature for 2 hours on an orbital microtiter plate shaker set to rotate at
moderate speed, approximately 400 to 500 rppm.

7. Remowe plate sealer and decant solutions from the plate. Tap as before to remove
residual solutions in the wells.

4. Wash wells 3 tmes with diluted Wash Buffer, 300 pL per well perwash. Decant
and tap femly after each wash to remowe residual buffer.

9.  Add 100 pL Enzyme Solution to each well. Cowver plate with sealer and incubate
with moderate shaking at room temperature for 30 minutes on the microtiter plate
shaker.

10. Remowe sealer, decant solutions from the plate, and tap plate to remove the
residual fluid.

11. Wash wellis § times with diluted Wash Buffer, 300 pL per well per wash. Decant
and tap femly after each wash to remowe residual buffer.
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X. ASS5AY PROCEDURE ([continued)

12. Add 100 pL of Substrate Solution to each well, cover plate with sealer and shaks

on the plate shaker for approximately 5 to 20 minutes. Blue color should be
formed in wells of Adiponectin standards with intensity proportional o increasing
concentrations of Adiponectin,

Hote: Please be aware that the color may develop more guickly or more slowly than
the recommended incubation tme depending on the localzed room temperature.
Please visually monitor the color development to optimize the mcubation time.

13. Remove sealer and add 100 pL Stop Solution [CAUTION: CORROSIVE
SOLUTION] and shake plate by hand to ensure complete mixing of solution in all
wells. The blue color should tum to yellow afier acidification. Read absorbance at
450 nrm and 580nm in a plate reader within & minutes and ensure that there are no
air bubbles in any well. Record the difference of absorbance units. The
absorbance of highest Adiponectin standard should be approximately 2.2-2.8, or
not o exceed the capabiity of the plate reader used.

Xl CALCULATIONS

The dose-response curve of this assay fits best to a sigmoidal 4- or S-parameter logistic
equation. The results of unknown samples can be calculated with any computer
program having a 4- or S-parameter logistic function. Final results should be multiplied
by a 500 didubion factor,

Mote: When sample wolumes assayed differ from 20 pl, an appropriate mathematical
adjustment must be made to accommodate for the dilution factor (e.g., F 10 ylL of

sample is used, then calculated data must be multiphed by 2). When sample wolume
assayed is less than 20 pl, compensate the wolume deficit with assay buffer (sample
dilluent).

XL INTERPRETATION

1. The assay will be considered accepted when all Quality Control values fall within the
caleulated GQuality Control Range. I any QCs fall outside the control range, review
results with 3 supendisor.

2. [|f the difference betwesn duplicate results of a sample is =15% CV, repeat the
sample.

3. The mit of sensitivity of this as=ay is 0.2 ng/mL Human Adiponectin (20 pL sample
size)

4. The appropriate range of this assay is 1.58 ng/mL to 100 ng'mL Human Adiponectin

{20 pL sample size). Any result greater than 100 ngfmL in a 20 pL sample should
be diluted using assay diluent, and the assay repeated untd the results fall within

range.
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13.3 MANUAL KIT ELISA - INSULINA

HUMAMN INSULIN ELISA KIT
J6-Well Plate [Cat. # EZHIH4K and EZHI-14BK)

I. INTENDED USE

This Human Insulin ELISA kit is used for the non-radicactive quantfication of hurman
insulin in serum, plasma and other bicksgical media. Ths kit has no cross reactivity o
intact human proinsulin and its major precessed intermediate, des(31,32) proinsulin;
howewer there can be crossreactvity with the mmor intermediate, des{§4,65) proinsulin,
in serum. One kit is sufficient o measure 38 unknown samples in duplicats.

This kit is for Research Use Only. Not for Use in Diagnostic Frocedures.

Il. PRINCIPLES OF PROCEDURE

This assay is a Sandwich ELISA based, sequentially, on: 1) capture of human insulin
mabecules from samples to the wells of @ microtiter plate coated by a pre-titered amount
of monoclonal mouse anti-human insulin antibodies and the binding of a second
biotinylated monoclonal mouse anti-human antibody to the captured insulin, 2) wash
away of unbound materials from samples, 3) conjugation of horseradish peroxidase to
the immobdized biotinylated antibodies, 4) wash away of free enzyme conpugates, and
5) quantification of immobilized antibody-enzyme conjugates by monitoring horseradish
perozidase activities in the presence of the substrate 3,3'.5.5"-tetrmamethylbenzidine.
The enzyme activity is measured spectrophotometrically by the increased absorbency
at 450 nm after acadification of formed products. Since the morease in absorbency is
directly proportional to the amount of captured human insulin in the unknown sample,
the |atter can be derved by interpolation from a reference curve generated in the same
assay with reference standards of known concentrations of human msulin.

. REAGENTS SUPPLIED

Each kit is sufficient to run one 96-well plate and contains the following reagents:

&, Human Insulim ELISA Plate
Coated with Mouse Monodonal anti-Human Insulin Antibodies
Quantity: 1 plate
Preparation: Ready io Use
Mote: Unused strips should be resealed in the foil pouch with the desiccant provided
and stored at 2-8°C.

B. Adhesve Plate S=aler
Quantity: 1 sheet
Preparation: Ready to Use

Z. 10X HRP Wash Buffer Concentrate
10¥ concentrate of 50 mM Trs Buffered Salme containing Tween-20
Cuantity: 50 mLivial
Preparation: Dilute 1:10 with deionized water

EFHI- 14K/ EZHI-14EK — 1 5-APR-2014 2 EMD Millpore



- ELISA Human Insulin Standards

Human Insulin in Buffer: 2.5 10, 20, 50, 100, and 200 plUmL

Quantity: 0.5mLbokle

Preparation: Ready to Use

Mote: The standard(s] in this kit have been calibrated to an Intemational Reference
standard, MIBSC code # 087304

. ELISA Quality Controls 1 and 2

Purified Recombinant Human Insulin in Assay Buffer
Cuantity: 0.5mLbotle

Preparation: Ready to Use

. Matrix Solution

Treated Human Semm
Quantity: 1 mLMwial
Preparation: Ready to Use

. Assay Buffer

0.05 M PBS, pH 74, containing 0.025 M EDTA, 0.08% Sodium Azide, and 1% BSA
Cuantity: 8 mliwial

Preparation: Ready to Use

- Human Insulin Detection Antibody

Pre-titered Biotmylated Monoclonal Mouse anti-Hurman Insulin Antibody
Quantity: 3 mLwial

Preparation: Ready to Use

Enzyme Solution

Pre-titered Sireptavidin-Horseradish Perooodase Conjugate in Buffer
Quantity: 12 mLivial

Preparation: Ready to Use

. Substrate (TMB)

3, 35,5 -tetramethylbenzidine in Buffer

Quantity: 12 mLivial

Preparation: Ready to use. Minimize the exposure to light.

. ELISA Stop Sclution

0.2 M HCI

Quantity: 12 mLivial
Preparation: Ready to Use
[Caution: Comosive Solution]

154



155

IV. STORAGE ANMD STABILITY
Recommended storage for kit componenis is 2-8°C .

Al components are shipped and stored at 2-8%C.  Once opened, liguid standards and
controds can be stored up to 30 days at 2-8°C. Refer to expiration dates on all reagents
prior to use. Do not miz reagents from different kits unless they have the same lot
numbers.

V. REAGENT PRECAUTIONS
A. Sodium Azide

Sodiem Azide or Proclin has been added to some reagents as a presenvative.
Although the concentrations are low, Sodium Azide and Proclin may react with lead
and coppsr plumbing to form highly esplosive metal azides. Dispose of unused
contents and waste i accordance with ntemational, federal, state, and local
regulations.

B. Hydrochloric Acid

Hydrochlboric Acid is comesive and can cause eye and skin bums. |tis hamiul if
swallowsd and can cause respiratery and digestive tract bums. Awvoid contact with

skin and eyes. Do not swallow or ingest.

s

. MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

Pipeties and Pipette Tips: 10pL - 20 plL or 20pL - 100 pL
Multi-Channel Pipeties and Pipette Tips: 5~ 50 pL and 50 ~ 300 pL
Buffer and Reagent Resersirs

Vortex Mixer

Deionized Water

Microtiter Plate Reader capable of reading absorbency at 250 nim
iDrbital Microtiter Plate Shaker

Absorbent Paper or Cloth

00 =] O OF ofe a3 B0 —

Vil. SAMPLE COLLECTION AND STORAGE

1. To prepare serum samples, whole blood is directly drawn inte a Vacutainer® serum
tube that contains no anticoagulant. Let blood clot at room temperature for 30 min.

2. Promptly centrifuge the clotied blood at 2,000 to 3,000 = g for 15 minutes at 4 + 2°C.
3. Transfer and store serum sampbes in separate tubes. Date and identify each sample.

4. Use freshly prepared serum or store samples in aiquots at = -20°C for [ater use.
Avaoid freezelthaw cycles.

5. To prepare plasma samples, whaole blood should be collected into VacutsinerE:
EDOTA-plasma tubes and centrifuged mmediately after collection. Observe the same
precautions in the preparation of serum samples.



VIl. SAMPLE COLLECTION AND STORAGE (continued)

.

7.

If heparin is o be used as an anticoagulant, the effect on the assay outcome at the
dose of heparin used should be pre-determined.

Awoid using samples with gross hemaolysis or lipemia.

Vill. ASSAY PROCEDURE

Pre-warm all reagents to room temperature immediately before setting up the
assay.

1.

Dilute the 10X concentrated HRP Wash Buffer 10 fold by miking the entire content of
buffer with 450 mL desonized or glass distllied water.

. Remowe the required number of strips from the Microtiber Assay Plate. Unused

strips should be resealed in the fail pouch and stored at 2-8°C. Assemble the strips
m an emply plate holder and fill each well with 200 pl of diluted HRP Wash Buffer.
Incubate at room temperature for 5 minutes. Decant Wash Buffer and remove the
residual amount from all wells by inverting the plate and tapping it smartly onto
absorbent towels several imes. Do not let wells dry before proceeding to the
next step. If an automated machne is used for the assay, follow the manufacturer's
msiructions for all washing steps described in this protocol,

. Add 20 plL Assay Buifer to the NSEB (Mon-Specific Binding) wells and each of the

sampde wells (refer to 1X for suggested well orientations).

If samples to be assayed are serum or plasma, add 20 pl Matrix Solution to the
NSB, Standard, and Control wells. If samples are free of significant serum matriz
components, add 20 pL Assay Buffer mstead.

. Add in duplicats 20 pL Human Insulin Standards in the order of ascending

concentration to the appropriate wells.

. Add 20 gl QC1 and 20 plL QC2 o the appropriate wells.
. Add sequentally 20 pL of the unknown samgples in duplicate to the remaining wels.

. Add 20 plL Detection Antibody to all wells. For best result all additions should be

completed within 30 minutes. Cower the plate with plate sealer and incubate at
room temperature for 1 howr on an orbital microtiter plate shaker set to rotate at
moderate speed [approcmately 400 to 500 mpm).

Remove plate sealer and decant sclutions from the plate. Tap as before to remove
residual solutions in the wells.

10. Wash wells 3 fimes with dilkuted HRP Wash Buffer, 200 pL per well per wash.

Decant and tap afier each wash to remowe residual buffer.
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VIIl. ASSAY PROCEDURE (continued)

11. Add 100 pL Enzyme Solution to each well. Cover the plate with s=aler and incubate
with moderate shakng at room temperature for 20 minutes on the microtiter plate
shaker.

12. Remove sealer, decant solutions from the plate, and tap plate to remove the residual
fluad.

12. Wash wells § times with diluted HRP Wash Buffer, 300 plL per well per wash. Decant
and tap after each wash to remove residual buffer.

14. Add 100 pL of Substrate Solution to each well, cover plate with sealer and shake on
the plate shaker for approximately 5 to 20 minutes. Blue codor should be formed in
wels of insulin standards with intensity proportional o increasing concentrations of
msulin.

NOTE: Please be aware that the color may develop more quickly or more showly
than the recommended mcubation time depending on the localized room

temperature. Please visually monitor the color development to optimize the
mcubation time. One can monitor cobor development wsing 370 nm filter, if avalable

on the spectrophotometer. When the absorbance is between 1.2 and 1.3 at 370 nm,
the stop salution can be added to temminate the color development.

15, Remowve sealer and add 100 pL Stop Solution

[CAUTION: CORROSIVE SOLUTION] and shake plate by hand to ensure complete
mixing of solution in all wells. The blue color should tum to yellow after acidification.
Read absorbance at 450 nm in a plate reader within 5 minutes and ensure that there is
no air bubbles in any well. The absorbance of highest insulin standard should be
approximately 1.8 ~ 2.8,

X. CALCULATIONS

The dose-response curve of this assay fits best to a sigmoidal 4- or S-parameter logistic
equation. The resulis of unknown samples can be calculated with any computer program
hawing a 4- or S-parameter logistic function_

Note: When sample wolumes assayed differ from 20 pL, an appropriate mathematical
adprstment must be made to accommodate for the dilution factor (e.g., 10 pL of sample is
used, then calculated data must be multiphed by 2). When sample wolume assayed is less
than 20 pl, compensate the wolume deficit with either matriz sodution or assay buffer.
whichewer is appropriate.

¥Xl. INTERFRETATIOMN

1. The run will be considered accepted when all Quality Control values fall within the
calculated Quality Control Range, §any QC's fall outside the control range. review results
with the supsnisor.

2. If the difference between duplicate results of a sample is =10% CV, repeat the sample.

3. The limit of sensitivity of this assay is 1 plimL hurman nsudin (20 pl sample size)

4_ The appropriate range of this assay is 2 pUiml to 200 plimL human neulin (20 pl sample
size). Any result greater than 200 plfmL in a 20 pl sample should be repeated on dilution

using either matnx solution or assay buifer as dilvent, whichever is appropriate, unitil the
results fall within range.
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